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"COMPOSIGOES E METODOS PARA EDIGAO DE GENE
TTR E TRATAMENTO DE AMILOIDOSE ATTR".
[0001] Este pedido reivindica o beneficio de prioridade do Pedido
Provisério dos Estados Unidos 62/556.236, que foi depositado em 29 de
setembro de 2017, e ao Pedido Provisério dos Estados Unidos
62/671.902, que foi depositado em 15 de maio de 2018 e que sao
incorporados por referéncia na sua totalidade.
[0002] O presente pedido contém uma Listagem de Sequéncia, que
foi submetida eletronicamente no formato ASCII e esta incorporada por
meio deste a titulo de referéncia em sua totalidade. A referida copia
ASCII, criada em 27 de setembro de 2018, € denominada 2018-09-
27 _01155-0013-PCT_ST25.txt e tem 417.471 bytes de tamanho.
[0003] A Transtirretina (TTR) € uma proteina produzida pelo gene
TTR que normalmente funciona para transportar retinol e tiroxina por
todo o corpo. A TTR é predominantemente sintetizada no figado, com
pequenas fragdes sendo produzidas no plexo coroide e naretina. ATTR
normalmente circula como uma proteina tetramérica soluvel no sangue.
[0004] Variantes patogénicas da TTR, que podem prejudicar a
estabilidade do tetramero, podem ser codificadas por alelos mutantes
do gene TTR. A TTR mutante pode resultar em TTR dobrada
incorretamente, o que pode gerar amiloides (isto é, agregados de
proteina TTR dobrada incorretamente). Em alguns casos, variantes
patogénicas da TTR podem levar a amiloidose ou doenca resultante do
acumulo de amiloides. Por exemplo, monémeros de TTR dobrada
incorretamente podem polimerizar em fibrilas amiloides nos tecidos,
como nervos periféricos, coragdo e trato gastrointestinal. As placas
amiloides também podem compreender TTR de tipo selvagem que se
depositou em TTR dobrada incorretamente.
[0005] O dobramento incorreto e a deposicao de TTR do tipo

selvagem também foram observados em homens com 60 anos ou mais
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e estdo associados a problemas de ritmo cardiaco, insuficiéncia
cardiaca e tunel carpal.

[0006] A amiloidose caracterizada pela deposicao de TTR pode ser
referida como "ATTR", "amiloidose relacionada a TTR", "amiloidose
TTR" ou "amiloidose ATTR" ou "amiloidose ATTR", "amiloidose familiar
ATTR" (quando associada a uma mutagao genética em uma familia), ou
‘ATTRwt” ou “ATTR do tipo selvagem” (quando surgir de dobramento
incorreto e deposigao de TTR do tipo selvagem).

[0007] A ATTR pode apresentar um amplo espectro de sintomas e
pacientes com diferentes classes de ATTR podem ter caracteristicas e
prognosticos diferentes. Algumas classes de ATTR incluem
polineuropatia amiloide familiar (FAP), cardiomiopatia amiloide familiar
(FAC) e amiloidose TTR de tipo selvagem (amiloidose wt-TTR). A FAP
geralmente se apresenta com neuropatia sensorial-motora., enquanto a
FAC e a amiloidose wt-TTR geralmente se apresentam com
insuficiéncia cardiaca congestiva. A FAP e a FAC estdo geralmente
associadas a uma mutacdo genética no gene TTR, e mais de 100
mutacdes diferentes no gene TTR foram associadas a ATTR. Em
contraste, a amiloidose wt-T TR esta associada ao envelhecimento e nao
a uma mutagao genética em TTR. Estima-se que aproximadamente
50.000 pacientes em todo o mundo possam ser afetados pela FAP e
FAC.

[0008] Enquanto mais de 100 mutacdes em TTR estdo associadas
a ATTR, certas mutacbées foram mais intimamente associadas a
neuropatia e/ou cardiomiopatia. Por exemplo, mutacdes em T60 de TTR
estdo associadas a cardiomiopatia e neuropatia; mutacées em V30
estdo mais associadas a neuropatia; e mutacdées em V122 estdo mais
associadas a cardiomiopatia.

[0009] Uma variedade de abordagens de tratamento foi estudada

para o tratamento de ATTR, mas nao existem medicamentos aprovados
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que parem a progressao da doenca e melhorem a qualidade de vida.
Embora o transplante de figado tenha sido estudado para o tratamento
de ATTR, seu uso esta diminuindo, pois envolve risco significativo e a
progressdo da doenca as vezes continua apds o transplante. Os
estabilizadores de moléculas pequenas, como diflunisal e tafamidis,
parecem retardar a progressao de ATTR, mas esses agentes néao
interrompem a progressao da doencga.

[0010] Atualmente, estdo sendo investigadas abordagens usando
knockdown de RNA interferente pequeno (siRNA), knockout
antissentido ou um anticorpo monoclonal direcionado para fibrilas
amiloides para destruicdo, mas enquanto os resultados da supressao
de curto prazo da expressdo de TTR mostram dados preliminares
encorajadores, existe uma necessidade de tratamentos que pode
produzir supressao duradoura de TTR.

[0011] Por conseguinte, sao fornecidas as seguintes modalidades.
Em algumas modalidades, a presente invencgao fornece composicoes e
meétodos usando um RNA guia com um agente de ligagao a DNA guiado
por RNA, como o sistema CRISPR/Cas, para reduzir substancialmente
ou eliminar a expressao do gene TTR, desse modo reduzindo ou
eliminando substancialmente a producao de proteina TTR associada a
ATTR. A reducao ou eliminacao substancial da produgao de proteina
TTR associada a ATTR através da alteragcdo do gene TTR pode ser uma
reducdo ou eliminag&o a longo prazo.

SUMARIO

[0012] A Modalidade 1 € um método para induzir uma quebra de fita
dupla (DSB) dentro do gene TTR, compreendendo distribuir uma
composicao a uma célula, em que a composi¢gao compreende

a. um RNA guia compreendendo uma sequéncia guia selecionada de
SEQ ID NOs: 5-82;

b. um RNA guia compreendendo pelo menos 17, 18, 19 ou 20
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nucleotideos contiguos de uma sequéncia selecionada de SEQ ID NOs:
5-82; ou

c. um RNA guia compreendendo uma sequéncia guia que é pelo menos
99%, 98%, 97%, 96%, 95%, 94%, 93%, 92%, 91% ou 90% idéntica a
uma sequéncia selecionada de SEQ ID NOs : 5-82.

[0013] A Modalidade 2 € um método para modificar o gene TTR
compreendendo distribuir uma composicdo a uma célula, em que a
composi¢cdo compreende (i) um agente de ligagdo a DNA guiado por
RNA ou um acido nucleico que codifica um agente de ligagdao a DNA
guiado por RNA e (ii) um RNA guia compreendendo:

a. uma sequéncia guia selecionada de SEQ ID NOs: 5-82;

b. pelo menos 17, 18, 19 ou 20 nucleotideos contiguos de uma
sequéncia selecionada de SEQ ID NOs: 5-82; ou

C. uma sequéncia guia que é pelo menos 99%, 98%, 97%, 96%, 95%,
94%, 93%, 92%, 91% ou 90% idéntica a uma sequéncia selecionada de
SEQ ID NOs : 5-82,

[0014] A Modalidade 3 é um método para tratar a amiloidose
associada a TTR (ATTR), compreendendo administrar uma composi¢ao
a um sujeito em necessidade do mesmo, em que a composi¢cao
compreende (i) um agente de ligacdo a DNA guiado por RNA ou um
acido nucleico que codifica um agente de ligacdo a DNA guiado por RNA
e (ii) um RNA guia compreendendo:

a. uma sequéncia guia selecionada de SEQ ID NOs: 5-82;

b. pelo menos 17, 18, 19 ou 20 nucleotideos contiguos de uma
sequéncia selecionada de SEQ ID NOs: 5-82; ou

C. uma sequéncia guia que € pelo menos 99%, 98%, 97%, 96%, 95%,
94%, 93%, 92%, 91% ou 90% idéntica a uma sequéncia selecionada de
SEQ ID NOs : 5-82,

tratando assim ATTR.

[0015] A Modalidade 4 é um método para reduzir a concentracao
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sérica de TTR, compreendendo administrar uma composicao a um
sujeito em necessidade do mesmo, em que a composicao compreende
(i) um agente de ligagdo a DNA guiado por RNA ou um &cido nucleico
que codifica um agente de ligagdo a DNA guiado por RNA e (ii) um RNA
guia compreendendo:

a. uma sequéncia guia selecionada de SEQ ID NOs: 5-82;

b. pelo menos 17, 18, 19 ou 20 nucleotideos contiguos de uma
sequéncia selecionada de SEQ ID NOs: 5-82; ou

C. uma sequéncia guia que é pelo menos 99%, 98%, 97%, 96%, 95%,
94%, 93%, 92%, 91% ou 90% idéntica a uma sequéncia selecionada de
SEQ ID NOs : 5-82,

reduzindo assim a concentracao sérica de TTR.

[0016] A Modalidade 5 ¢ um método para reduzir ou impedir o
acumulo de amiloides ou fibrilas amiloides compreendendo TTR em um
sujeito, compreendendo administrar uma composi¢cao a um sujeito em
necessidade do mesmo, em que a composigao compreende (i) um
agente de ligagao a DNA guiado por RNA ou um acido nucleico que
codifica um agente de ligagdo a DNA guiado por RNA e (ii) um RNA guia
compreendendo:

a. uma sequéncia guia selecionada de SEQ ID NOs: 5-82;

b. pelo menos 17, 18, 19 ou 20 nucleotideos contiguos de uma
sequéncia selecionada de SEQ ID NOs: 5-82; ou

C. uma sequéncia guia que é pelo menos 99%, 98%, 97%, 96%, 95%,
94%, 93%, 92%, 91% ou 90% idéntica a uma sequéncia selecionada de
SEQ ID NOs : 5-82,

reduzindo assim a acumulacao de amiloides ou fibrilas amiloides.
[0017] A Modalidade 6 € uma composi¢cao compreendendo um RNA
guia compreendendo:

a. uma sequéncia guia selecionada de SEQ ID NOs: 5-82;

b. pelo menos 17, 18, 19 ou 20 nucleotideos contiguos de uma
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sequéncia selecionada de SEQ ID NOs: 5-82; ou

C. uma sequéncia guia que é pelo menos 99%, 98%, 97%, 96%, 95%,
94%, 93%, 92%, 91% ou 90% idéntica a uma sequéncia selecionada de
SEQ ID NOs : 5-82,

[0018] A Modalidade 7 € uma composicao compreendendo vetor
que codifica um RNA guia, em que o RNA guia compreende:

a. uma sequéncia guia selecionada de SEQ ID NOs: 5-82;

b. pelo menos 17, 18, 19 ou 20 nucleotideos contiguos de uma
sequéncia selecionada de SEQ ID NOs: 5-82; ou

C. uma sequéncia guia que € pelo menos 99%, 98%, 97%, 96%, 95%,
94%, 93%, 92%, 91% ou 90% idéntica a uma sequéncia selecionada de
SEQ ID NOs : 5-82,

[0019] A Modalidade 8 é a composicido da modalidade 6 ou 7 para
uso na induc¢ao de uma quebra de fita dupla (DSB) dentro do gene TTR
em uma ceélula ou sujeito.

[0020] A Modalidade 9 é a composicdo da modalidade 6 ou 7, para
uso na modificacdo do gene TTR em uma célula ou sujeito.

[0021] A Modalidade 10 € a composi¢ao da modalidade 6 ou 7, para
uso no tratamento de amiloidose associada a TTR (ATTR) em um
sujeito.

[0022] A Modalidade 11 € a composi¢ao da modalidade 6 ou 7, para
uso na redugao da concentragao sérica de TTR em um sujeito.

[0023] A Modalidade 12 € a composi¢ao da modalidade 6 ou 7, para
uso na redugdo ou prevencao do acumulo de amiloides ou fibrilas
amiloides em um sujeito.

[0024] A Modalidade 13 é o método de qualquer uma das
modalidades 1 a 5 ou a composicao para uso de qualquer uma das
modalidades 8 a 12 a composi¢ao reduz os niveis séricos de TTR.
[0025] A Modalidade 14 é o método ou a composi¢ao para uso da

modalidade 13, em que os niveis séricos de TTR sao reduzidos em pelo
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menos 50% em comparagdo com os niveis séricos de TTR antes da
administracdo da composigéao.

[0026] A Modalidade 15 é o método ou a composi¢ao para uso da
modalidade 13, em que os niveis séricos de TTR sao reduzidos em 50-
60%, 60-70%, 70-80%, 80-90%, 90-95%, 95-98%, 98- 99% ou 99-100%
em comparagcao com os niveis séricos de TTR antes da administragao
da composigao.

[0027] A Modalidade 16 € o método ou a composi¢ao para uso de
qualquer uma das modalidades 1 a 5 ou 8 a 15, em que a composi¢ao
resulta na edigdo do gene TTR.

[0028] A Modalidade 17 € o método ou a composi¢cédo para uso da
modalidade 16, em que a edigao € calculada como uma porcentagem
da populagao que é editada (porcentagem de edigéo).

[0029] A Modalidade 18 € o método ou a composi¢cédo para uso da
modalidade 17, em que a porcentagem de edi¢céo esta entre 30 e 99%
da populagao.

[0030] A Modalidade 19 é o método ou a composi¢ao para uso da
modalidade 17, em que a porcentagem de edicdo esta entre 30 e 35%,
35 e 40%, 40 e 45%, 45 e 50%, 50 e 55%, 55 e 60%, 60 e 65%, 65 e
70%, 70 € 75%, 75 € 80%, 80 e 85%, 85 e 90%, 90 e 95% ou 95 e 99%
da populagao.

[0031] A Modalidade 20 é o método de qualquer uma das
modalidades 1 a 5 ou a composi¢cdo para uso de qualquer uma das
modalidades 8 a 19, em que a composi¢cdo reduz a deposicao de
amiloide em pelo menos um tecido.

[0032] A Modalidade 21 é o método ou a composi¢ao para uso da
modalidade 20, em que pelo menos um tecido compreende um ou mais
de estdmago, cdlon, nervo ciatico ou ganglio da raiz dorsal.

[0033] A Modalidade 22 é o método ou a composi¢ao para uso da

modalidade 20 ou 21, em que a deposicao de amiloide é medida 8
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semanas apos a administracido da composicao.

[0034] A Modalidade 23 € o método ou a composi¢cédo para uso de
qualquer uma das modalidades 20 a 22, em que a deposi¢cao de
amiloide é comparada a um controle negativo ou a um nivel medido
antes da administracido da composicao.

[0035] A Modalidade 24 é o método ou a composi¢ao para uso de
qualquer uma das modalidades 20 a 23, em que a deposicdo de
amiloide € medida em uma amostra de biépsia e/ou por imunocoloragao.
[0036] A Modalidade 25 € o método ou a composi¢cédo para uso de
qualquer uma das modalidades 20 a 24, em que a deposi¢cao de
amiloide é reduzida entre 30 e 35%, 35 e 40%, 40 e 45%, 45 e 50%, 50
e 55%, 55 e 60%, 60 e 65%, 65 e 70%, 70 e 75%, 75 € 80%, 80 e 85%,
85 e 90%, 90 e 95% ou 95 e 99% da deposicdo de amiloide vista de
forma negativa ao controle.

[0037] A Modalidade 26 é o método ou a composi¢ao para uso de
qualquer uma das modalidades 20 a 25, em que a deposicdo de
amiloide é reduzida entre 30 e 35%, 35 e 40%, 40 e 45%, 45 e 50%, 50
e 55%, 55 e 60 %, 60 e 65%, 65 e 70%, 70 e 75%, 75 e 80%, 80 e 85%,
85 € 90%, 90 e 95% ou 95 e 99% da deposicdo de amiloide observada
antes da administracido da composicao.

[0038] A Modalidade 27 € o método ou a composi¢cédo para uso de
qualquer uma das modalidades 1 a 5 ou 8 a 26, em que a composicao
€ administrada ou distribuida pelo menos duas vezes.

[0039] A Modalidade 28 é o método ou a composi¢ao para uso da
modalidade 27, em que a composicao € administrada ou distribuida pelo
menos trés vezes.

[0040] A Modalidade 29 é o método ou a composi¢ao para uso da
modalidade 27, em que a composicao € administrada ou distribuida pelo
menos quatro vezes.

[0041] A Modalidade 30 € o método ou a composi¢cédo para uso da
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modalidade 27, em que a composi¢cao € administrada ou distribuida até
cinco, seis, sete, oito, nove ou dez vezes.

[0042] A Modalidade 31 é o método ou a composi¢ao para uso de
qualquer uma das modalidades 27 a 30, em que a administragdo ou a
distribuicdo ocorre em um intervalode 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 11, 12,
13, 14 ou 15 dias.

[0043] A Modalidade 32 € o método ou a composi¢cédo para uso de
qualquer uma das modalidades 27 a 30, em que a administracdo ou a
distribuicdo ocorre em um intervalode 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11, 12,
13, 14 ou 15 semanas.

[0044] A Modalidade 33 € o método ou a composi¢cédo para uso de
qualquer uma das modalidades 27 a 30, em que a administracdo ou a
distribuicdo ocorre em um intervalode 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 11, 12,
13, 14 ou 15 meses.

[0045] A Modalidade 34 € o método ou a composicao de qualquer
uma das modalidades anteriores, em que a sequéncia guia é
selecionada de SEQ ID NOs: 5-82.

[0046] A Modalidade 35 € o método ou a composicao de qualquer
uma das modalidades anteriores, em que o RNA guia é pelo menos
parcialmente complementar a uma sequéncia alvo presente no gene
TTR humano.

[0047] A Modalidade 36 € o método ou a composicdo da
modalidade 35, em que a sequéncia alvo esta no éxon 1, 2, 3 ou 4 do
gene TTR humano.

[0048] A Modalidade 37 € o método ou composi¢cdo da modalidade
35, em que a sequéncia alvo esta no éxon 1 do gene TTR humano.
[0049] A Modalidade 38 € o método ou a composicdo da
modalidade 35, em que a sequéncia alvo esta no éxon 2 do gene TTR
humano.

[0050] A Modalidade 39 é o método ou composi¢cdo da modalidade
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35, em que a sequéncia alvo esta no éxon 3 do gene TTR humano.
[0051] A Modalidade 40 é o método ou composi¢cdo da modalidade
35, em que a sequéncia alvo esta no éxon 4 do gene TTR humano.
[0052] A Modalidade 41 € o método ou a composicao de qualquer
uma das modalidades 1 a 40, em que a sequéncia guia € complementar
a uma sequéncia alvo na fita positiva de TTR.

[0053] A Modalidade 42 é o método ou a composicao de qualquer
uma das modalidades 1 a 40, em que a sequéncia guia € complementar
a uma sequéncia alvo na fita negativa de TTR.

[0054] A Modalidade 43 € o método ou a composicao de qualquer
uma das modalidades 1 a 40, em que a primeira sequéncia guia é
complementar a uma primeira sequéncia alvo na fita positiva do gene
TTR e em que a composigdao compreende ainda uma segunda
sequéncia guia que é complementar a uma segunda sequéncia alvo na
fita negativa do gene TTR.

[0055] A Modalidade 44 é o método ou a composicao de qualquer
uma das modalidades anteriores, em que o0 RNA guia compreende um
crRNA que compreende a sequéncia guia e compreende ainda uma
sequéncia nucleotidica da SEQ ID NO: 126, em que os nucleotideos da
SEQ ID NO: 126 seguem a sequéncia guia na sua extremidade 3'.
[0056] A Modalidade 45 é o método ou a composicao de qualquer
uma das modalidades anteriores, em que o RNA guia € um guia duplo
(dgRNA).

[0057] A Modalidade 46 € o método ou a composicdo da
modalidade 45, em que o RNA guia duplo compreende um crRNA
compreendendo uma sequéncia nucleotidica da SEQ ID NO: 126, em
que os nucleotideos da SEQ ID NO: 126 seguem a sequéncia guia na
sua extremidade 3' e um trRNA.

[0058] A Modalidade 47 € o método ou a composicao de qualquer

uma das modalidades 1 a 43, em que o RNA guia é um guia unico
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(sgRNA).

[0059] A Modalidade 48 € o método ou composi¢cdo da modalidade
47, em que o sgRNA compreende uma sequéncia guia que tem o
padrao da SEQ ID NO: 3.

[0060] A Modalidade 49 é€ o método ou a composicdo da
modalidade 47, em que o sgRNA compreende a sequéncia da SEQ ID
NO: 3.

[0061] A Modalidade 50 € o método ou a composicdo da
modalidade 48 ou 49, em que cada N na SEQ ID NO: 3 é qualquer
nucleotideo natural ou ndo natural, em que os N formam a sequéncia
guia e a sequéncia guia direciona Cas9 ao gene TTR.

[0062] A Modalidade 51 € o método ou a composicao de qualquer
uma das modalidades 47 a 50, em que o sgRNA compreende qualquer
uma das sequéncias guia das SEQ ID NOs: 5-82 e os nucleotideos da
SEQ ID NO: 126.

[0063] A Modalidade 52 € o método ou a composicao de qualquer
uma das modalidades 47 a 51, em que o sgRNA compreende uma
sequéncia guia que é pelo menos 99%, 98%, 97%, 96%, 95%, 94%,
93%, 92%, 91% ou 90% idéntica a uma sequéncia selecionada de SEQ
ID Nos: 87-124.

[0064] A Modalidade 53 € o método ou a composicdo da
modalidade 47, em que o sgRNA compreende uma sequéncia
selecionada de SEQ ID Nos: 87-124.

[0065] A Modalidade 54 € o método ou a composicao de qualquer
uma das modalidades anteriores, em que o RNA guia compreende pelo
menos uma modificagao.

[0066] A Modalidade 55 €& o método ou a composicdo da
modalidade 54, em que a pelo menos uma modificagcdo inclui um
nucleotideo modificado em 2'-O-metil (2'-O-Me).

[0067] A Modalidade 56 € o método ou a composicdo da
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modalidade 54 ou 55, em que a pelo menos uma modificacéo inclui
uma ligagao de fosforotioato (PS) entre nucleotideos.

[0068] A Modalidade 57 € o método ou a composicao de qualquer
uma das modalidades 54 a 56, em que a pelo menos uma modificacéo
inclui um nucleotideo modificado em 2'-fluoro (2'-F).

[0069] A Modalidade 58 € o método ou a composicao de qualquer
uma das modalidades 54 a 57, em que a pelo menos uma modificacéo
inclui uma modificagcdo em um ou mais dos cinco primeiros nucleotideos
na extremidade 5'.

[0070] A Modalidade 59 € o método ou a composicao de qualquer
uma das modalidades 54 a 58, em que a pelo menos uma modificacéo
inclui uma modificagdo em um ou mais dos ultimos cinco nucleotideos
na extremidade 3'.

[0071] A Modalidade 60 € o método ou a composicao de qualquer
uma das modalidades 54 a 59, em que a pelo menos uma modificacéo
inclui ligagbes PS entre os quatro primeiros nucleotideos.

[0072] A Modalidade 61 € o método ou a composicao de qualquer
uma das modalidades 54 a 60, em que a pelo menos uma modificacéo
inclui ligagdes PS entre os ultimos quatro nucleotideos.

[0073] A Modalidade 62 € o método ou a composicao de qualquer
uma das modalidades 54 a 61, em que a pelo menos uma modificacéo
inclui nucleotideos modificados em 2'-O-Me nos trés primeiros
nucleotideos na extremidade 5'.

[0074] A Modalidade 63 € o método ou a composicao de qualquer
uma das modalidades 54 a 62, em que a pelo menos uma modificacéo
inclui nucleotideos modificados em 2'-O-Me nos trés ultimos
nucleotideos na extremidade 3'.

[0075] A Modalidade 64 € o método ou a composicao de qualquer
uma das modalidades 54 a 63, em que o RNA guia compreende os
nucleotideos modificados da SEQ ID NO: 3.
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[0076] A Modalidade 65 € o método ou a composicao de qualquer
uma das modalidades 1 a 64, em que a composi¢ao compreende ainda
um excipiente farmaceuticamente aceitavel.

[0077] A Modalidade 66 € o método ou a composicao de qualquer
uma das modalidades 1 a 65, em que o RNA guia esta associado a uma
nanoparticula lipidica (LNP).

[0078] A Modalidade 67 € o método ou composi¢cdo da modalidade
66, em que o LNP compreende um lipideo CCD.

[0079] A Modalidade 68 € o método ou a composicdo da
modalidade 67, em que o lipideo CCD ¢ o lipideo a ou o lipideo B.
[0080] A Modalidade 69 € o método ou a composicdo da
modalidade 66 a 68, em que o LNP compreende um lipideo neutro.
[0081] A Modalidade 70 é o método ou composi¢cao da modalidade
69, em que o lipideo neutro é DSPC

[0082] A Modalidade 71 € o método ou a composicao de qualquer
uma das modalidades 66 70, em que o LNP compreende um lipideo
auxiliar.

[0083] A Modalidade 72 € o método ou a composicdo da
modalidade 71, em que o lipideo auxiliar € o colesterol.

[0084] A Modalidade 73 € o método ou composicdo de qualquer
uma das modalidades 66 a 72, em que o LNP compreende um lipideo
furtivo.

[0085] A Modalidade 74 € o método ou composi¢cdo da modalidade
73, em que o lipideo furtivo € PEG2k-DMG.

[0086] A Modalidade 75 é o método ou a composicao de qualquer
uma das modalidades anteriores, em que a composicao compreende
ainda um agente de ligacdo a DNA guiado por RNA.

[0087] A Modalidade 76 € o método ou a composicao de qualquer
uma das modalidades anteriores, em que a composicao compreende

ainda um mRNA que codifica um agente de ligacdo a DNA guiado por
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RNA.

[0088] A Modalidade 77 € o método ou a composicdo da
modalidade 75 ou 76, em que o agente de ligacdo a DNA guiado por
RNA € uma Cas clivase.

[0089] A Modalidade 78 € o método ou composi¢cao da modalidade
77, em que o agente de ligagcdo ao DNA guiado por RNA é Cas9.
[0090] A Modalidade 79 é o método ou a composicao de qualquer
uma das modalidades 75 a 78, em que o agente de ligagdo a DNA
guiado por RNA é modificado.

[0091] A Modalidade 80 € o método ou a composicao de qualquer
uma das modalidades 75 a 79, em que o agente de ligagdo a DNA
guiado por RNA é uma nickase.

[0092] A Modalidade 81 é o método ou composi¢cao da modalidade
79 ou 80, em que o agente de ligacdo ao DNA guiado por RNA
modificado compreende um sinal de localizagao nuclear (NLS).

[0093] A Modalidade 82 € o método ou a composicao de qualquer
uma das modalidades 75 a 81, em que o agente de ligagdo a DNA
guiado por RNA € um Cas de um sistema CRISPR/Cas Tipo II.

[0094] A Modalidade 83 € o método ou a composicao de qualquer
uma das modalidades anteriores, em que a composicdo € uma
formulacdo farmacéutica e compreende ainda um transportador
farmaceuticamente aceitavel.

[0095] A Modalidade 84 € o método ou a composicédo para uso de
qualquer uma das modalidades 1 a 5 ou 8 a 83, em que a composicao
reduz ou previne amiloides ou fibrilas amiloides compreendendo TTR.
[0096] A Modalidade 85 é o0 método ou a composi¢ao para uso da
modalidade 84, em que os amiloides ou fibrilas amiloides estdo nos
nervos, coragao ou via gastrointestinal.

[0097] A Modalidade 86 é o método ou a composi¢ao para uso de

qualquer uma modalidades 1 a 5 ou 8 a 83, em que a unido de
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extremidade ndo homodloga (NHEJ) leva a uma mutacdo durante o
reparo de um DSB no gene TTR.

[0098] A Modalidade 87 é o método ou a composi¢ao para uso da
modalidade 86, em que a NHEJ leva a uma exclusao ou inser¢ao de um
nucleotideo(s) durante o reparo de um DSB no gene TTR.

[0099] A Modalidade 88 é o método ou a composi¢ao para uso da
modalidade 87, em que a exclusido ou insergcdo de um nucleotideo(s)
induz uma mudancga de quadro ou mutagao sem sentido no gene TTR.
[00100] A Modalidade 89 é o método ou a composicao para uso da
modalidade 87, em que uma mudanc¢a de quadro ou mutacao sem
sentido é induzida no gene TTR de pelo menos 50% das células
hepaticas.

[00101] A Modalidade 90 € o método ou a composicao para uso da
modalidade 89, em que uma mudanca de quadro ou mutagdo sem
sentido é induzida no gene TTR de 50%-60%, 60%-70%, 70% ou 80%,
80%-90%, 90-95%, 95%-99% ou 99%-100% das células do figado.
[00102] A Modalidade 91 € o método ou a composicao para uso de
qualquer uma das modalidades 87 a 90, em que uma exclusao ou
insercdo de um nucleotideo(s) ocorre no gene TTR pelo menos 50
vezes ou mais do que em sitios fora do alvo.

[00103] A Modalidade 92 é o método ou a composicao para uso da
modalidade 91, em que a exclusdo ou insercdo de um nucleotideo
ocorre no gene TTR de 50 a 150 vezes, 150 a 500 vezes, 500 a 1500
vezes, 1500 a 5000 vezes, 5000 a 15000 vezes, 15000 a 30000 vezes
ou 30000 a 60000 vezes mais do que em sitios fora do alvo.

[00104] A Modalidade 93 € o método ou a composicao para uso de
qualquer uma das modalidades 87 a 92, em que a exclusao ou insercao
de um nucleotideo ocorre em menor ou igual a 3, 2, 1 ou 0 sitio(s) fora
do alvo em hepatdcitos primarios humanos, opcionalmente em que o(s)

sitio(s) fora do alvo(s) n&o ocorre(m) em uma regido de codificagéo de
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proteinas no genoma dos hepatdcitos primarios humanos.

[00105] A Modalidade 94 é o método ou a composicao para uso da
modalidade 93, em que a exclusdo ou inser¢gdo de um nucleotideo(s)
ocorre em varios sitios fora do alvo nos hepatdcitos primarios humanos
que € menor que o numero de sitios fora do alvo nos quais uma exclusao
ou a insergao de um nucleotideo(s) ocorre em células superexpressoras
de Cas9, opcionalmente em que o(s) sitio(s) alvo(s) ndo ocorre(m) em
uma regido de codificacdo de proteinas no genoma dos hepatdcitos
primarios humanos.

[00106] A Modalidade 95 € o método ou a composicao para uso da
modalidade 94, em que as células superexpressoras de Cas9 séao
células HEK293 que expressam estavelmente Cas9.

[00107] A Modalidade 96 € o método ou a composicao para uso de
qualquer uma das modalidades 93 a 95, em que o numero de sitios fora
do alvo nos hepatdcitos primarios humanos é determinado pela analise
do DNA gendmico de hepatdcitos primarios humanos transfectados in
vitro com mRNA de Cas9 e o RNA guia, opcionalmente em que o(s)
sitio(s) alvo(s) ndo ocorre(m) em uma regiao de codificagcao de proteinas
no genoma dos hepatocitos primarios humanos.

[00108] A Modalidade 97 € o método ou a composicao para uso de
qualquer uma das modalidades 93 a 95, em que o numero de sitios fora
do alvo nos hepatdcitos primarios humanos € determinado por um
ensaio de insercao de oligonucleotideo que compreende a analise de
DNA gendmico de hepatdcitos primarios humanos transfectados in vitro
com mMmRNA de Cas9, RNA guia, e um oligonucleotideo doador,
opcionalmente em que o(s) sitio(s) alvo(s) n&o ocorre(m) em uma regiao
de codificacdo de proteinas no genoma dos hepatdcitos primarios
humanos.

[00109] A Modalidade 98 € o método ou a composi¢ao de qualquer

uma das modalidades 1-43 ou 47-97, em que a sequéncia do RNA guia
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e

a) SEQ ID NO: 92 ou 104;

b) SEQ ID NO: 87, 89, 96 ou 113;

c) SEQ ID NO: 100, 102, 106, 111 ou 112; ou

d) SEQ ID NO: 88, 90, 91, 93, 94, 95, 97, 101, 103, 108 ou
109,

opcionalmente, em que o RNA guia n&o produz indels em sitios fora do
alvo que ocorrem em uma regido de codificagcdo de proteinas no
genoma de hepatdcitos primarios humanos.

[00110] A Modalidade 99 € o método ou a composicao para uso de
qualquer uma das modalidades 1 a 5 ou 8 a 98, em que a administracao
da composigao reduz os niveis de TTR no sujeito.

[00111] A Modalidade 100 € o método ou a composicao para uso da
modalidade 99, em que os niveis de TTR s&o reduzidos em pelo menos
50%.

[00112] A Modalidade 101 € o método ou a composi¢cédo para uso da
modalidade 100, em que os niveis de TTR s&o reduzidos em 50%-60%,
60%-70%, 70% ou 80%, 80%-90%, 90-95%, 95%- 99% ou 99%-100%.
[00113] A Modalidade 102 € o método ou a composicao para uso da
modalidade 100 ou 101, em que os niveis de TTR sdo medidos no soro,
plasma, sangue, fluido espinhal cerebral ou escarro.

[00114] A Modalidade 103 € o método ou a composicao para uso da
modalidade 100 ou 101, em que os niveis de TTR sdo medidos no
figado, plexo coroide e/ou retina.

[00115] A Modalidade 104 € o método ou a composi¢céo para uso de
qualquer uma das modalidades 99 a 103, em que os niveis de TTR sao
medidos por meio de ensaio de imunoabsorgao ligado a enzima
(ELISA).

[00116] A Modalidade 105 é o método ou a composi¢cao para uso de

qualquer uma das modalidades 1 a 5 ou 8 a 104, em que o sujeito tem
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ATTR.

[00117] A Modalidade 106 € o método ou a composi¢céo para uso de
qualquer uma das modalidades 1 a 5 ou 8 a 105, em que o sujeito &
humano.

[00118] A Modalidade 107 é o método ou composicao para uso da
modalidade 105 ou 106, em que o sujeito tem ATTRwit.

[00119] A Modalidade 108 € o método ou composicao para uso da
modalidade 105 ou 106, em que o sujeito tem ATTR hereditaria.
[00120] A Modalidade 109 € o método ou a composi¢céo para uso de
qualquer uma das modalidades 1 a 5, 8 a 106 ou 108, em que o sujeito
tem uma historico familiar de ATTR.

[00121] A Modalidade 110 é o método ou a composi¢cao para uso de
qualquer uma das modalidades 1 a 5, 8 a 106 ou 108 a 109, em que o
sujeito tem polineuropatia amiloide familiar.

[00122] A Modalidade 111 é o método ou a composi¢cao para uso de
qualquer uma das modalidades 1 a 5 ou 8 a 110, em que o sujeito tem
apenas ou predominantemente sintomas nervosos de ATTR.

[00123] A Modalidade 112 € o método ou a composi¢céo para uso de
qualquer uma das modalidades 1 a 5 ou 8 a 110, em que o sujeito tem
cardiomiopatia amiloide familiar.

[00124] A Modalidade 113 € o método ou a composi¢céo para uso de
qualquer uma das modalidades 1 a 5, 8 a 109 ou 112, em que o sujeito
tem apenas ou predominantemente sintomas cardiacos de ATTR.
[00125] A Modalidade 114 é o método ou a composi¢cao para uso de
qualquer uma das modalidades 1 a 5 ou 8 a 113, em que o0 sujeito
expressa TTR com uma mutagao V30.

[00126] A Modalidade 115 é o método ou a composicéo para uso da
modalidade 114, em que a mutacdo V30 é V30A, V30G, V30L ou V30M.
[00127] A Modalidade 116 € o método ou a composicéo para uso da

modalidade 1 a 5 ou 8 a 113, em que o sujeito expressa TTR com uma
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mutacao T60.

[00128] A Modalidade 117 € o método ou a composi¢céo para uso da
modalidade 116, em que a mutagao T60 é TG0A.

[00129] A Modalidade 118 € o método ou a composi¢céo para uso da
modalidade 1 a5 ou 8 a 113, em que o sujeito expressa TTR com uma
mutacao V122.

[00130] A Modalidade 119 € o método ou a composi¢cédo para uso da
modalidade 188, em que a mutacdo V122 é V122A, V122l ou V122(-).
[00131] A Modalidade 120 € o método ou a composi¢céo para uso de
qualquer uma das modalidades 1 a 5 ou 8 a 119, em que o0 sujeito
expressa TTR de tipo selvagem.

[00132] A Modalidade 121 é o método ou a composi¢céo para uso de
qualquer uma das modalidades 1 a 5, 8 a 107 ou 120, em que o sujeito
nao expressa TTR com uma mutacao V30, T60 ou V122.

[00133] A Modalidade 122 é o método ou a composi¢céo para uso de
qualquer uma das modalidades 1 a 5, 8 a 107 ou 120 a 121, em que o
sujeito nao expressa TTR com uma mutagao patoldgica.

[00134] A Modalidade 123 € o método ou a composi¢céo para uso da
modalidade 121, em que o sujeito € homozigoto para TTR do tipo
selvagem.

[00135] A Modalidade 124 € o método ou a composi¢céo para uso de
qualquer uma das modalidades 1 a 5 ou 8 a 123, em que apods a
administracdo o sujeito apresenta uma melhora, estabilizacdo ou
lentidao da alteragao nos sintomas da neuropatia sensorial-motora..
[00136] A Modalidade 125 € o método ou a composi¢céo para uso da
modalidade 124, em que a melhora, estabilizacdo ou lentiddo da
mudanga na neuropatia sensorial € medida usando eletromiograma,
testes de condugéo nervosa ou resultados relatados pelo paciente.
[00137] A Modalidade 126 € o método ou a composi¢cao para uso de

qualquer uma das modalidades 1 a 5 ou 8 a 125, em que o sujeito tem
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uma melhora, estabilizagcdo ou lentiddo da mudanca nos sintomas de
insuficiéncia cardiaca congestiva.

[00138] A Modalidade 127 € o método ou a composicéo para uso da
modalidade 126, em que a melhora, estabilizagdo ou lentiddo da
mudanga na insuficiéncia cardiaca congestiva é medida usando testes
de biomarcadores cardiacos, testes de fungao pulmonar, radiografias
de térax ou eletrocardiografia.

[00139] A Modalidade 128 é o método ou a composi¢cao para uso de
qualquer uma das modalidades 1 a 5 ou 8 a 127, em que a composi¢ao
ou formulacao farmacéutica é administrada via um vetor viral.

[00140] A Modalidade 129 € o método ou a composi¢céo para uso de
qualquer uma das modalidades 1 a 5 ou 8 a 127, em que a composicao
ou formulacéo farmacéutica € administrada via nanoparticulas lipidicas.
[00141] A Modalidade 130 € o método ou a composi¢céo para uso de
qualquer uma das modalidades 1 a 5 ou 8 a 129, em que o sujeito &
testado para mutagdes especificas no gene TTR antes de administrar a
composicao ou formulacéo.

[00142] A Modalidade 131 € o método ou a composi¢cédo para uso de
qualquer uma das modalidades 1 a 130, em que a sequéncia
selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 ¢ SEQ ID NO: 5.

[00143] A Modalidade 132 € o método ou a composi¢céo para uso de
qualquer uma das modalidades 1 a 130, em que a sequéncia
selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 ¢ SEQ ID NO: 6.

[00144] A Modalidade 133 é o método ou a composi¢cao para uso de
qualquer uma das modalidades 1 a 130, em que a sequéncia
selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 ¢ SEQ ID NO: 7.

[00145] A Modalidade 134 € o método ou a composi¢cao para uso de
qualquer uma das modalidades 1 a 130, em que a sequéncia
selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 ¢ SEQ ID NO: 8.

[00146] A Modalidade 135 € o método ou a composi¢céo para uso de
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qualquer uma das modalidades 1 a 130, em que a sequéncia
selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 ¢ SEQ ID NO: 9.

[00147] A Modalidade 136 € o método ou a composi¢cao para uso de
qualquer uma das modalidades 1 a 130, em que a sequéncia
selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 ¢ SEQ ID NO: 10.

[00148] A Modalidade 137 € o método ou a composi¢cao para uso de
qualquer uma das modalidades 1 a 130, em que a sequéncia
selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 ¢ SEQ ID NO: 11.

[00149] A Modalidade 138 € o método ou a composi¢céo para uso de
qualquer uma das modalidades 1 a 130, em que a sequéncia
selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 ¢ SEQ ID NO: 12.

[00150] A Modalidade 139 é o método ou a composi¢céo para uso de
qualquer uma das modalidades 1 a 130, em que a sequéncia
selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 ¢ SEQ ID NO: 13.

[00151] A Modalidade 140 é o método ou a composi¢cao para uso de
qualquer uma das modalidades 1 a 130, em que a sequéncia
selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 é SEQ ID NO: 14.

[00152] A Modalidade 141 € o método ou a composi¢céo para uso de
qualquer uma das modalidades 1 a 130, em que a sequéncia
selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 ¢ SEQ ID NO: 15.

[00153] A Modalidade 142 € o método ou a composi¢cédo para uso de
qualquer uma das modalidades 1 a 130, em que a sequéncia
selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 ¢ SEQ ID NO: 16.

[00154] A Modalidade 143 é o método ou a composi¢cao para uso de
qualquer uma das modalidades 1 a 130, em que a sequéncia
selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 ¢ SEQ ID NO: 17.

[00155] A Modalidade 144 é o método ou a composi¢cao para uso de
qualquer uma das modalidades 1 a 130, em que a sequéncia
selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 ¢ SEQ ID NO: 18.

[00156] A Modalidade 145 € o método ou a composi¢céo para uso de
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qualquer uma das modalidades 1 a 130, em que a sequéncia
selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 ¢ SEQ ID NO: 19.
[00157] A Modalidade 146 € o método ou a composi¢cao para uso de
qualquer uma das modalidades 1 a 130, em que a sequéncia
selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 é SEQ ID NO: 20.
[00158] A Modalidade 147 € o método ou a composi¢cao para uso de
qualquer uma das modalidades 1 a 130, em que a sequéncia
selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 ¢ SEQ ID NO: 21.
[00159] A Modalidade 148 € o método ou a composi¢céo para uso de
qualquer uma das modalidades 1 a 130, em que a sequéncia
selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 ¢ SEQ ID NO: 22.
[00160] A Modalidade 149 é o método ou a composi¢cao para uso de
qualquer uma das modalidades 1 a 130, em que a sequéncia
selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 ¢ SEQ ID NO: 23.
[00161] A Modalidade 150 é o método ou a composi¢cao para uso de
qualquer uma das modalidades 1 a 130, em que a sequéncia
selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 é SEQ ID NO: 24.
[00162] A Modalidade 151 € o método ou a composi¢céo para uso de
qualquer uma das modalidades 1 a 130, em que a sequéncia
selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 é SEQ ID NO: 25.
[00163] A Modalidade 152 € o método ou a composi¢céo para uso de
qualquer uma das modalidades 1 a 130, em que a sequéncia
selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 ¢ SEQ ID NO: 26.
[00164] A Modalidade 153 é o método ou a composi¢cao para uso de
qualquer uma das modalidades 1 a 130, em que a sequéncia
selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 é SEQ ID NO: 27.
[00165] A Modalidade 154 é o método ou a composi¢cao para uso de
qualquer uma das modalidades 1 a 130, em que a sequéncia
selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 ¢ SEQ ID NO: 28.

[00166] A Modalidade 155 € o método ou a composi¢céo para uso de
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qualquer uma das modalidades 1 a 130, em que a sequéncia
selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 ¢ SEQ ID NO: 29.
[00167] A Modalidade 156 € o método ou a composi¢cao para uso de
qualquer uma das modalidades 1 a 130, em que a sequéncia
selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 ¢ SEQ ID NO: 30.
[00168] A Modalidade 157 € o método ou a composi¢cao para uso de
qualquer uma das modalidades 1 a 130, em que a sequéncia
selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 ¢ SEQ ID NO: 31.
[00169] A Modalidade 158 € o método ou a composi¢céo para uso de
qualquer uma das modalidades 1 a 130, em que a sequéncia
selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 ¢ SEQ ID NO: 32.
[00170] A Modalidade 159 é o método ou a composi¢cao para uso de
qualquer uma das modalidades 1 a 130, em que a sequéncia
selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 ¢ SEQ ID NO: 33.
[00171] A Modalidade 160 é o método ou a composi¢cao para uso de
qualquer uma das modalidades 1 a 130, em que a sequéncia
selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 é SEQ ID NO: 34.
[00172] A Modalidade 161 € o método ou a composi¢céo para uso de
qualquer uma das modalidades 1 a 130, em que a sequéncia
selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 ¢ SEQ ID NO: 35.
[00173] A Modalidade 162 € o método ou a composi¢céo para uso de
qualquer uma das modalidades 1 a 130, em que a sequéncia
selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 ¢ SEQ ID NO: 36.
[00174] A Modalidade 163 € o método ou a composi¢cao para uso de
qualquer uma das modalidades 1 a 130, em que a sequéncia
selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 é SEQ ID NO: 37.
[00175] A Modalidade 164 € o método ou a composi¢cao para uso de
qualquer uma das modalidades 1 a 130, em que a sequéncia
selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 ¢ SEQ ID NO: 38.

[00176] A Modalidade 165 € o método ou a composi¢céo para uso de
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qualquer uma das modalidades 1 a 130, em que a sequéncia
selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 ¢ SEQ ID NO: 39.
[00177] A Modalidade 166 € o método ou a composi¢cao para uso de
qualquer uma das modalidades 1 a 130, em que a sequéncia
selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 ¢ SEQ ID NO: 40.
[00178] A Modalidade 167 € o método ou a composi¢cao para uso de
qualquer uma das modalidades 1 a 130, em que a sequéncia
selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 é SEQ ID NO: 41.
[00179] A Modalidade 168 € o método ou a composi¢céo para uso de
qualquer uma das modalidades 1 a 130, em que a sequéncia
selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 ¢ SEQ ID NO: 42.
[00180] A Modalidade 169 é o método ou a composi¢céo para uso de
qualquer uma das modalidades 1 a 130, em que a sequéncia
selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 ¢ SEQ ID NO: 43.
[00181] A Modalidade 170 é o método ou a composi¢cao para uso de
qualquer uma das modalidades 1 a 130, em que a sequéncia
selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 é SEQ ID NO: 44.
[00182] A Modalidade 171 € o método ou a composi¢cédo para uso de
qualquer uma das modalidades 1 a 130, em que a sequéncia
selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 é SEQ ID NO: 45.
[00183] A Modalidade 172 € o método ou a composi¢céo para uso de
qualquer uma das modalidades 1 a 130, em que a sequéncia
selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 ¢ SEQ ID NO: 46.
[00184] A Modalidade 173 é o método ou a composi¢cao para uso de
qualquer uma das modalidades 1 a 130, em que a sequéncia
selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 é SEQ ID NO: 47.
[00185] A Modalidade 174 € o método ou a composi¢cao para uso de
qualquer uma das modalidades 1 a 130, em que a sequéncia
selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 ¢ SEQ ID NO: 48.

[00186] A Modalidade 175 € o método ou a composi¢céo para uso de
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qualquer uma das modalidades 1 a 130, em que a sequéncia
selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 ¢ SEQ ID NO: 49.
[00187] A Modalidade 176 € o método ou a composi¢cao para uso de
qualquer uma das modalidades 1 a 130, em que a sequéncia
selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 ¢ SEQ ID NO: 50.
[00188] A Modalidade 177 € o método ou a composi¢cao para uso de
qualquer uma das modalidades 1 a 130, em que a sequéncia
selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 ¢ SEQ ID NO: 51.
[00189] A Modalidade 178 € o método ou a composi¢céo para uso de
qualquer uma das modalidades 1 a 130, em que a sequéncia
selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 ¢ SEQ ID NO: 52.
[00190] A Modalidade 179 é o método ou a composi¢cao para uso de
qualquer uma das modalidades 1 a 130, em que a sequéncia
selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 ¢ SEQ ID NO: 53.
[00191] A Modalidade 180 é o método ou a composi¢cao para uso de
qualquer uma das modalidades 1 a 130, em que a sequéncia
selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 é SEQ ID NO: 54.
[00192] A Modalidade 181 € o método ou a composi¢céo para uso de
qualquer uma das modalidades 1 a 130, em que a sequéncia
selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 é SEQ ID NO: 55.
[00193] A Modalidade 182 € o método ou a composi¢céo para uso de
qualquer uma das modalidades 1 a 130, em que a sequéncia
selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 ¢ SEQ ID NO: 56.
[00194] A Modalidade 183 € o método ou a composi¢céo para uso de
qualquer uma das modalidades 1 a 130, em que a sequéncia
selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 é SEQ ID NO: 57.
[00195] A Modalidade 184 € o método ou a composi¢cao para uso de
qualquer uma das modalidades 1 a 130, em que a sequéncia
selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 ¢ SEQ ID NO: 58.

[00196] A Modalidade 185 € o método ou a composi¢céo para uso de
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qualquer uma das modalidades 1 a 130, em que a sequéncia
selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 ¢ SEQ ID NO: 59.
[00197] A Modalidade 186 € o método ou a composi¢cao para uso de
qualquer uma das modalidades 1 a 130, em que a sequéncia
selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 ¢ SEQ ID NO: 60.
[00198] A Modalidade 187 € o método ou a composi¢cao para uso de
qualquer uma das modalidades 1 a 130, em que a sequéncia
selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 ¢ SEQ ID NO: 61.
[00199] A Modalidade 188 € o método ou a composi¢céo para uso de
qualquer uma das modalidades 1 a 130, em que a sequéncia
selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 ¢ SEQ ID NO: 62.
[00200] A Modalidade 189 é o método ou a composi¢cao para uso de
qualquer uma das modalidades 1 a 130, em que a sequéncia
selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 ¢ SEQ ID NO: 63.
[00201] A Modalidade 190 é o método ou a composi¢cao para uso de
qualquer uma das modalidades 1 a 130, em que a sequéncia
selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 é SEQ ID NO: 64.
[00202] A Modalidade 191 € o método ou a composi¢céo para uso de
qualquer uma das modalidades 1 a 130, em que a sequéncia
selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 é SEQ ID NO: 65.
[00203] A Modalidade 192 € o método ou a composi¢céo para uso de
qualquer uma das modalidades 1 a 130, em que a sequéncia
selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 ¢ SEQ ID NO: 66.
[00204] A Modalidade 193 é o método ou a composi¢cao para uso de
qualquer uma das modalidades 1 a 130, em que a sequéncia
selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 é SEQ ID NO: 67.
[00205] A Modalidade 194 é o método ou a composi¢cao para uso de
qualquer uma das modalidades 1 a 130, em que a sequéncia
selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 ¢ SEQ ID NO: 68.

[00206] A Modalidade 195 € o método ou a composi¢céo para uso de
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qualquer uma das modalidades 1 a 130, em que a sequéncia
selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 ¢ SEQ ID NO: 69.
[00207] A Modalidade 196 € o método ou a composi¢cao para uso de
qualquer uma das modalidades 1 a 130, em que a sequéncia
selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 ¢ SEQ ID NO: 70.
[00208] A Modalidade 197 € o método ou a composi¢cao para uso de
qualquer uma das modalidades 1 a 130, em que a sequéncia
selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 é SEQ ID NO: 71.
[00209] A Modalidade 198 € o método ou a composi¢céo para uso de
qualquer uma das modalidades 1 a 130, em que a sequéncia
selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 ¢ SEQ ID NO: 72.
[00210] A Modalidade 199 é o método ou a composi¢cao para uso de
qualquer uma das modalidades 1 a 130, em que a sequéncia
selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 ¢ SEQ ID NO: 73.
[00211] A Modalidade 200 é o método ou a composi¢cao para uso de
qualquer uma das modalidades 1 a 130, em que a sequéncia
selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 é SEQ ID NO: 74.
[00212] A Modalidade 201 € o método ou a composi¢cédo para uso de
qualquer uma das modalidades 1 a 130, em que a sequéncia
selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 é SEQ ID NO: 75.
[00213] A Modalidade 202 € o método ou a composi¢céo para uso de
qualquer uma das modalidades 1 a 130, em que a sequéncia
selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 ¢ SEQ ID NO: 76.
[00214] A Modalidade 203 é o método ou a composi¢céo para uso de
qualquer uma das modalidades 1 a 130, em que a sequéncia
selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 ¢ SEQ ID NO: 77.
[00215] A Modalidade 204 é o método ou a composi¢cao para uso de
qualquer uma das modalidades 1 a 130, em que a sequéncia
selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 ¢ SEQ ID NO: 78.

[00216] A Modalidade 205 € o método ou a composi¢céo para uso de
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qualquer uma das modalidades 1 a 130, em que a sequéncia
selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 ¢ SEQ ID NO: 79.

[00217] A Modalidade 206 € o método ou a composi¢cao para uso de
qualquer uma das modalidades 1 a 130, em que a sequéncia
selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 ¢ SEQ ID NO: 80.

[00218] A Modalidade 207 é o método ou a composi¢cao para uso de
qualquer uma das modalidades 1 a 130, em que a sequéncia
selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 ¢ SEQ ID NO: 81.

[00219] A Modalidade 208 € o método ou a composi¢céo para uso de
qualquer uma das modalidades 1 a 130, em que a sequéncia
selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 ¢ SEQ ID NO: 82.

[00220] A Modalidade 209 é um uso de uma composicao ou
formulacao de qualquer uma das modalidades 6 a 208 para preparar um
medicamento para tratamento de um sujeito humano que tem ATTR.
[00221] Também divulgada € a utilizagdo de uma composigao ou
formulacdo de qualquer uma das modalidades anteriores para a
preparagdo de um medicamento para o tratamento de um sujeito
humano com ATTR. Também sao divulgadas quaisquer das
composi¢cdes ou formulacdes anteriores para uso no tratamento de
ATTR ou para modificagdo (por exemplo, formacdo de um indel ou
formacdo de uma mutacdo de quadro ou mutagcdo sem sentido) de um
gene TTR.

BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS

[00222] A FIG. 1 mostra um esquema do cromossomo 18 com as
regides do gene TTR que sdo direcionadas pelas sequéncias guia
fornecidas na Tabela 1.

[00223] A FIG. 2 mostra a andlise fora do alvo nas células
HEK293 Cas9 de certos RNAs de guia duplo direcionados a TTR. O
sitio no alvo é designado por um quadrado preenchido para cada RNA

guia duplo testado, enquanto os circulos fechados representam um
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potencial sitio fora do alvo.

[00224] AFIG. 3 mostra a analise fora do alvo nas células HEK_Cas9
de certos RNAs guia unico direcionados a TTR. O sitio no alvo é
designado por um quadrado preenchido para cada RNA guia duplo
testado, enquanto os circulos abertos representam um potencial sitio
fora do alvo.

[00225] A FIG. 4 mostra curvas de resposta a dose de sgRNAs
especificos de TTR humana formulados por nanoparticulas lipidicas em
hepatocitos primarios humanos.

[00226] A FIG. 5 mostra curvas de resposta a dose de sgRNAs
especificos de TTR humana formulados por nanoparticulas lipidicas em
hepatdcitos primarios cyno.

[00227] A FIG. 6 mostra curvas de resposta a dose de sgRNAs
especificos de TTR cyno formulados por nanoparticulas lipidicas em
hepatdcitos primarios cyno.

[00228] A FIG. 7 mostra a porcentagem de edicido (% de edigao) de
TTR e redugado da TTR segregada apds a administracdo do guia nas
sequéncias de células HUH7 fornecidas no eixo x. Os valores sao
normalizados para a quantidade de proteina alfa-1-antitripsina (AAT).
[00229] AFIG. 8 mostra a analise de western blot da TTR intracelular
apds a administracdo de guias direcionados (listados na Tabela 1) em
celulas HUHY7.

[00230] A FIG. 9 mostra a porcentagem de edicdo hepatica de TTR
observada apds a administracdo de formulagdbes de LNP a
camundongos com TTR humanizada (G481-G499) ou murina (G282).
Nota: os trés primeiros 0 em cada ID do guia sdo omitidos na figura, por
exemplo, “G481” é “G000481” nas Tabelas 2 e 3.

[00231] As FIGS. 10A-B mostram os niveis séricos de TTR
observados apos os regimes de dosagem indicados no eixo horizontal

como ug/ml (FIG. 10A) ou porcentagem de controle de TSS (FIG. 10B).
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MPK = mg/kg por toda parte.

[00232] As FIGS. 11A-B mostram niveis séricos de TTR observados
apds os esquemas de dosagem indicados no eixo horizontal para
dosagens de 1 mg/kg (FIG. 11A) ou 0,5 mg/kg (FIG. 11B). Os dados
para uma dose unica de 2 mg/kg estéo incluidos na coluna da direita em
ambos os painéis.

[00233] AsFIGS. 12A-B mostram a porcentagem de edi¢ao do figado
observada apos os regimes de dosagem indicados no eixo horizontal
para dosagens de 1 mg/kg (FIG. 12A) ou 0,5 mg/kg (FIG. 12B). A FIG.
12C mostra a porcentagem de edigdo hepatica observada apés uma
dose unica de 0,5, 1 ou 2 mg/kg.

[00234] A FIG. 13 mostra a porcentagem de edicdo do figado
observada apds a administracdo de formulagdbes de LNP a
camundongos humanizados em relagdo ao gene TTR. Nota: os trés
primeiros 0 em cada ID do guia sdo omitidos na figura, por exemplo,
“G481” é “G000481” nas Tabelas 2 e 3.

[00235] As FIGS. 14A-B mostram que existe correlacdo entre a
edicdo do figado (FIG. 14A) e os niveis séricos de TTR humana (FIG.
14B) apds a administracao de formulagdes de LNP a camundongos
humanizados em relagdo ao gene TTR. Nota: os trés primeiros 0 em
cada ID do guia sdo omitidos na figura, por exemplo, “G481”" é
“G000481” nas Tabelas 2 e 3.

[00236] As FIGS. 15A-B mostram que ha uma resposta a dose em
relacdo a porcentagem de edi¢cdo (FIG. 15A) e niveis séricos de TTR
(FIG. 15B) em camundongos do tipo selvagem apds a administracao de
formulagbes de LNP compreendendo o guia G502, que € homdlogo
cruzado entre camundongo e cyno.

[00237] A FIG. 16 mostra curvas de resposta a dose de sgRNAs
especificos de TTR humana formulados por nanoparticulas lipidicas em

hepatocitos primarios cyno.
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[00238] A FIG. 17 mostra curvas de resposta a dose de sgRNAs
especificos de TTR cyno formulados por nanoparticulas lipidicas em
hepatdcitos primarios humanos.

[00239] A FIG. 18 mostra curvas de resposta a dose de sgRNAs
especificos de TTR cyno formulados por nanoparticulas lipidicas em
hepatdcitos primarios cyno.

[00240] As FIGS. 19A-D mostra TTR no soro (% TSS; FIG. 19A e
19C) e resultados de edicdo apds dosagem de formulagdes de LNP nas
razdes e quantidades indicadas (FIGs. 19B e 19D).

[00241] A FIG. 20 mostra a analise fora do alvo de certos RNAs de
guia unico em hepatdcitos primarios humanos (PHH) direcionado a TTR.
No grafico, os quadrados preenchidos representam a identificacdo do
sitio de corte no alvo, enquanto os circulos abertos representam a
identificagdo de possiveis sitios fora do alvo.

[00242] As FIGS. 21A-B mostram a porcentagem de edi¢do no alvo
(ONT, FIG. 21A) e em dois sitios fora do alvo (OT2 e OT4) em
hepatdcitos primarios humanos apds administracdo da nanoparticula
lipidica formulada G000480. A FIG. 21B € uma versao redimensionada
dos dados de OT2, OT4 e controle negativo (Neg Cont) na FIG. 21A.
[00243] As FIGS. 22A-B mostram a porcentagem de edi¢do no alvo
(ONT, FIG. 22A) e em um sitio fora do alvo (OT4) em hepatdcitos
primarios humanos apdés a administracdo de nanoparticulas lipidicas
formuladas G000486. A FIG. 22B é uma verséo redimensionada dos
dados de OT4 e controle negativo (Neg Cont) na FIG. 22A.

[00244] As FIGS. 23A-B mostram a porcentagem de edigao (FIG.
23A) e o numero de eventos de insergao e exclusédo no local TTR (FIG.
23B). A FIG. 23A mostra a porcentagem de edi¢do no locus TTR nos
grupos de controle e tratamento (dosados com sgRNA especifico para
TTR formulada por nanoparticulas lipidicas). A FIG. 23B mostra o

numero de eventos de inser¢cdo e exclusdo no local TTR quando a
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edicao foi observada no grupo de tratamento da FIG. 23A.

[00245] As FIGS. 24A-B mostram niveis de TTR no soro circulante
(FIG. 24A) e liquido cefalorraquidiano (CSF) (FIG. 24B),
respectivamente, em ug/mL para controle e tratamento (dosado com
sgRNA especifico para TTR formulada por nanoparticulas lipidicas). O
tratamento resultou em nocaute > 99% dos niveis de TTR no soro.
[00246] As FIGS. 25A-D mostram imagens de imuno-histoquimica
com coloragao para TTR no estdbmago (FIG. 25A), célon (FIG. 25B),
nervo ciatico (FIG. 25C) e ganglio da raiz dorsal (DRG) (FIG. 25D) de
camundongos de controle e tratamento (dosados com  sgRNA
especifico para TTR formulada por nanoparticulas lipidicas). A direita,
os graficos de barras mostram reducéo na coloragdo de TTR 8 semanas
apo6s o tratamento nos camundongos tratados, conforme medido pela
porcentagem de area ocupada para cada tipo de tecido.

[00247] As FIGS. 26A-C mostram edicdo de TTR no figado (FIG.
26A) e resultados de TTR no soro (em pg/mL (FIG. 26B) e como
porcentagem de controle tratado com TSS (FIG. 260Q)),
respectivamente, de camundongos TTR humanizados dosados com
formulagdes LNP em uma variedade de doses com os guias G000480,
G000488, G000489 e G0O00502 e contendo mRNA de Cas9 (SEQ ID
NO: 1) na razdo de 1:1 em peso para o guia.

[00248] As FIGS. 27A-C mostram edicdo de TTR no figado (FIG.
27A) e resultados de TTR no soro (em pg/mL (FIG. 27B) e como
porcentagem de controle tratado com TSS (FIG. 27Q)),
respectivamente, de camundongos TTR humanizados dosados com
formulagdes LNP em uma variedade de doses com os guias G000481,
G000482, G000486 e G000499 e contendo mRNA de Cas9 (SEQ ID
NO: 1) na razdo de 1:1 em peso para o guia.

[00249] As FIGS. 28A-C mostram edicdo de TTR no figado (FIG.
28A) e resultados de TTR no soro (em pg/mL (FIG. 28B) e como
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porcentagem de controle tratado com TSS (FIG. 28Q)),
respectivamente, de camundongos TTR humanizados dosados com
formulagdes LNP em uma variedade de doses com os guias G000480,
G000481, G000486, G000499 e GO0O0502 e contendo mMRNA de Cas9
(SEQ ID NO: 1) na razdo de 1:2 em peso para o guia.

[00250] A FIG. 29 mostra a expressao relativa de mRNA de TTR em
hepatdcitos primarios humanos (PHH) apds tratamento com LNPs
compreendendo mRNA de Cas9 e um gRNA como indicado, em
comparagao com controles negativos (ndo tratados).

[00251] A FIG. 30 mostra a expressao relativa de mRNA de TTR em
hepatdcitos primarios humanos (PHH) apds tratamento com LNPs
compreendendo mRNA de Cas9 e um gRNA como indicado, em
comparagao com controles negativos (n&o tratados).

DESCRIGAO DETALHADA

[00252] Sera feita agora referéncia com detalhes de certas
modalidades da invencgao, cujos exemplos sao ilustrados nos desenhos
que acompanham. Enquanto a invengao sera descrita em conjunto com
as modalidades ilustradas, sera entendido que nao se destina a limitar
a invengao as modalidades. Pelo contrario, a invencdo destina-se a
abranger todas as alternativas, modificagdes e equivalentes, que podem
ser incluidas dentro da invencao como definido pelas reivindicacdes
anexas.

[00253] Antes de descrever os presentes ensinamentos em detalhes,
deve-se entender que a divulgacdo nao se limita a composigcoes
especificas ou etapas do processo, pois podem variar. Deve-se notar
que, tal como é usado aqui neste relatério descritivo, as formas
singulares "um", "uma" e "0", "a" incluem referéncias plurais a menos
que o contexto dite claramente o contrario. Assim, por exemplo, a
referéncia a "um conjugado” inclui uma pluralidade de conjugados e a

referéncia a "uma célula" inclui uma pluralidade de células e
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semelhantes.

[00254] Os intervalos numéricos sao inclusivos dos numeros que
definem a faixa. Os valores medidos e mensuraveis sao entendidos
como aproximados, levando em consideracao digitos significativos e o
erro associado a medicdao. Além disso, o uso de "compreende",
"compreendem"”, "compreendendo”, "contém", "contém", "contendo",
"inclui”, "incluem" e "incluindo" ndo se destina a ser limitativo. Deve ser
entendido que a descricao geral anterior e a descricao detalhada sao
exemplificativas e explicativas apenas e n&o sao restritivas dos
ensinamentos.

[00255] A menos que especificamente indicado no relatério descritivo
acima, modalidades no relatério descritivo que recitam
"compreendendo” varios componentes também sio contempladas
como "consistindo em" ou "consistindo essencialmente em" os
componentes recitados; modalidades no relatério descritivo que recitam
"consistindo em" varios componentes também s&o contempladas como
"compreendendo” ou "consistindo essencialmente em" os componentes
recitados; e modalidades no relatério descritivo que recitam "consistindo
essencialmente em" varios componentes também sdo contempladas
como "consistindo em" ou "compreendendo” os componentes recitados
(essa intercambiabilidade n&do se aplica ao uso desses termos nas
reivindicagdes). O termo "ou" é usado em um sentido inclusivo, ou seja,
equivalente a "e/ou", a menos que o contexto indique claramente o
contrario.

[00256] Os titulos de secdo aqui utilizados sado apenas para fins
organizacionais e nao devem ser interpretados como limitando a matéria
desejada de qualquer forma. No caso de qualquer material incorporado
por referéncia contradizer qualquer termo definido neste relatorio
descritivo ou qualquer outro conteudo expresso deste relatério

descritivo, este relatério descritivo controla. Embora os presentes
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ensinamentos sejam descritos em conjunto com varias modalidades,
nao se pretende que os presentes ensinamentos sejam limitados a tais
modalidades. Pelo contrario, os presentes ensinamentos abrangem
varias alternativas, modificagdes e equivalentes, como sera apreciado
pelos versados na técnica.

I Definigcoes

[00257] Salvo indicacdo em contrario, os seguintes termos e frases
como aqui utilizado, destinam-se a ter os seguintes significados:
[00258] "Polinucleotideo" e "acido nucleico" sdo usados aqui para se
referir a um composto multimérico compreendendo nucleosideos ou
analogos de nucleosideos que possuem bases heterociclicas
nitrogenadas ou analogos de bases ligados entre si ao longo de uma
espinha dorsal, incluindo RNA convencional, DNA, RNA-DNA misto e
polimeros que sao analogos dos mesmos. Uma "espinha dorsal" de
acido nucleico pode ser constituida por uma variedade de ligagoes,
incluindo uma ou mais ligacbes de acgucar-fosfodiéster, ligagdes
peptideo-acido nucleico ("acidos nucleicos peptidicos" ou PNA; PCT
WO 95/32305), ligacdes fosforotioato, ligagdes metilfosfonato ou
combinagdes das mesmas. As fragcdes de acucar de um acido nucleico
podem ser ribose, desoxirribose ou compostos semelhantes com
substituigcdes, por exemplo, substituicdes 2' metoxi ou 2' haleto. As
bases nitrogenadas podem ser bases convencionais (A, G, C, T, U),
analogos dos mesmos (por exemplo, uridinas modificadas, como 5-
metoxiuridina, pseudouridina ou N1-metilpseudouridina, ou outras);
inosina; derivados de purinas ou pirimidinas (por exemplo, N*metil
desoxiganosina, deaza ou aza-purinas, deaza ou aza-pirimidinas, bases
de pirimidina com grupos substituintes na posigao 5ou 6 (por exemplo,
5-metilcitosina), bases de purinas com uma substituinte nas posigdes 2,
6 ou 8, 2-amino-6-metilaminopurina, O®-metilguanina, 4-tio-pirimidinas,

4-amino-pirimidinas, 4-dimetil-hidrazina-pirimidinas e O*-alquil-
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pirimidinas; Patente US 5.378.825 e PCT WO 93/13121). Para
discussao geral, ver The Biochemistry of the Nucleic Acids 5-36, Adams
etal., ed., 11" ed., 1992). Os acidos nucleicos podem incluir um ou mais
residuos "abasicos", onde a espinha dorsal n&o inclui base nitrogenada
para a(s) posicao(des) do polimero (Patente US 5.585.481). Um &acido
nucleico pode compreender apenas agucares, bases e ligagdes de RNA
ou DNA convencionais, ou pode incluir componentes e substituicbes
convencionais (por exemplo, bases convencionais com ligacdes 2'
metoxi ou polimeros contendo ambas as bases convencionais e um ou
mais analogos de bases). O acido nucleico inclui "acido nucleico
bloqueado" (LNA), um analogo contendo um ou mais monémeros de
nucleotideo LNA com uma unidade de furanose biciclica bloqueada em
um RNA que imita a conformacéo do acucar, o que aumenta a afinidade
da hibridacdo em relagao a sequéncias complementares de RNA e DNA
(Vester e Wengel, 2004 Biochemistry 43(42):13233-41). O RNA e o
DNA tém diferentes fracbes de acucar e podem diferir pela presenca de
uracil ou analogos no RNA e timina ou analogos no DNA.

[00259] "RNA guia", "gRNA" e "guia" sdo usados aqui de forma
intercambiavel para se referir a um crRNA (também conhecido como
RNA CRISPR) ou a combinagdo de um crRNA e um trRNA (também
conhecido como tracrRNA). O crRNA e o trRNA podem ser associados
como uma unica molécula de RNA (RNA guia unico, sgRNA) ou em
duas moléculas de RNA separadas (RNA guia duplo, dgRNA). "RNA
guia" ou "gRNA" refere-se a cada tipo. O trRNA pode ser uma sequéncia
de ocorréncia natural ou uma sequéncia de trRNA com modificagdes ou
variacbes em comparagado com as sequéncias de ocorréncia natural.
[00260] Como utilizado neste documento, uma "sequéncia guia"
refere-se a uma sequéncia dentro de um RNA guia que é complementar
a uma sequéncia alvo e funciona para direcionar um RNA guia para uma

sequéncia alvo para ligagao ou modificacéo (por exemplo, clivagem) por
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um agente de ligagao de DNA guiado por RNA. Uma "sequéncia guia"
também pode ser referida como "sequéncia alvo" ou "sequéncia
espacgadora”. Uma sequéncia guia pode ter 20 pares de bases de
comprimento, por exemplo, no caso de Streptococcus pyogenes (por
exemplo, Spy Cas9) e homdlogos/ortdlogos de Cas9 relacionados.
Sequéncias mais curtas ou mais longas também podem ser usadas
como guias, por exemplo, 15, 16, 17, 18, 19, 21, 22, 23, 24 ou 25
nucleotideos de comprimento. Por exemplo, em algumas modalidades,
a sequéncia guia compreende pelo menos 17, 18, 19 ou 20 nucleotideos
contiguos de uma sequéncia selecionada de SEQ ID NOs: 5-82. Em
algumas modalidades, a sequéncia alvo esta em um gene ou em um
cromossomo, por exemplo, e € complementar a sequéncia guia. Em
algumas modalidades, o grau de complementaridade ou identidade
entre uma sequéncia guia e sua sequéncia alvo correspondente pode
ser de cerca de 75%, 80%, 85%, 88%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%,
ou 100%. Por exemplo, em algumas modalidades, a sequéncia guia
compreende uma sequéncia com cerca de 75%, 80%, 85%, 88%, 90%,
95%, 96%, 97%, 98%, 99% ou 100% de identidade para pelo menos 17,
18, 19 ou 20 nucleotideos contiguos de uma sequéncia selecionada de
SEQ ID NOs: 5-82. Em algumas modalidades, a sequéncia guia e a
regido alvo podem ser 100% complementares ou idénticas. Em outras
modalidades, a sequéncia guia e a regidao alvo podem conter pelo
menos uma incompatibilidade. Por exemplo, a sequéncia guia e a
sequéncia alvo podem conter 1, 2, 3 ou 4 incompatibilidades, em que o
comprimento total da sequéncia alvo € pelo menos 17, 18, 19, 20 ou
mais pares de bases. Em algumas modalidades, a sequéncia guia e a
regiao alvo podem conter 1-4 incompatibilidades, onde a sequéncia guia
compreende pelo menos 17, 18, 19, 20 ou mais nucleotideos. Em
algumas modalidades, a sequéncia guia e a regiao alvo podem conter

1, 2, 3 ou 4 incompatibilidades, onde a sequéncia guia compreende 20
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nucleotideos.

[00261] As sequéncias alvo das proteinas Cas incluem as cadeias
positivas e negativas do DNA gendmico (isto é, a sequéncia fornecida e
o complemento inverso da sequéncia), pois um substrato de acido
nucleico para uma proteina Cas é um acido nucleico de fita dupla. Por
conseguinte, quando se diz que uma sequéncia guia € “complementar
a uma sequéncia alvo”, deve ser entendido que a sequéncia guia pode
direcionar um RNA guia para se ligar ao complemento reverso de uma
sequéncia alvo. Assim, em algumas modalidades, onde a sequéncia
guia liga o complemento reverso de uma sequéncia alvo, a sequéncia
guia € idéntica a certos nucleotideos da sequéncia alvo (por exemplo, a
sequéncia alvo que néo inclui o PAM), exceto a substituicdo de U por T
na sequéncia guia.

[00262] Como utilizado neste documento, um "agente de ligagao a
DNA guiado por RNA" significa um polipeptideo ou complexo de
polipeptideos com atividade de ligacdo a RNA e DNA, ou uma
subunidade de ligagao a DNA desse complexo, em que a atividade de
ligacdo a DNA ¢é especifica da sequéncia e depende da sequéncia do
RNA. Agentes de ligacdo a DNA guiados por RNA exemplificativos
incluem Cas cleavases/nickases e formas inativadas dos mesmos
("agentes de ligacdo ao DNA de dCas"). "Nuclease de Cas", também
chamada de "proteina Cas", como aqui utilizada, abrange agentes de
ligacdo ao DNA de Cas clivases, Cas nickases, e dCas DNA Os agentes
de ligacdo ao DNA de Cas cleavases/nickases incluem um complexo
Csm ou Cmr de um sistema CRISPR tipo Ill, a subunidade Cas10, Csm1
ou Cmr2, um complexo em cascata de um sistema CRISPR tipo |, a
subunidade Cas3 do mesmo e as Cas nucleases Classe 2. Como
utilizado neste documento, uma "Cas nuclease Classe 2" é um
polipeptideo de cadeia unica com atividade de ligagao ao DNA guiada

por RNA, como uma Cas9 nuclease ou uma Cpf1 nuclease. As Cas
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nucleases Classe 2 incluem Cas clivases Classe 2 e Cas nickases
Classe 2 (por exemplo, variantes H840A, D10A ou NB863A), que
possuem ainda clivases de DNA guiadas por RNA ou atividade de
nickase e agentes de ligacao do dCl da Classe 2, nas quais a atividade
de clivase/nickase é inativada. As Cas nucleases Classe 2 incluem, por
exemplo, Cas9, Cpf1, C2c1, C2c2, C2c3, HF Cas9 (por exemplo,
variantes N497A, R661A, Q695A, Q926A), HypaCas9 (por exemplo,
variantes N692A, M694A, Q695A, H698A), eSPCas9 1.0) (por exemplo,
variantes K810A, K1003A, R1060A) e eSPCas9 (1.1) (por exemplo,
variantes K848A, K1003A, R1060A) e modificagbes das mesmas. A
proteina Cpf1, Zetsche et al., Cell, 163:1-13 (2015), € homdloga a Cas9
e contém um dominio de nuclease semelhante a RuvC. As sequéncias
Cpf1 de Zetsche séo incorporadas por referéncia na sua totalidade. Ver,
por exemplo, Zetsche, Tabelas S1 e S3. "Cas9" inclui Spy Cas9, as
variantes de Cas9 listadas aqui e equivalentes dos mesmos. Ver, por
exemplo, Makarova et al., Nat Rev Microbiol, 13(11): 722-36 (2015);
Shmakov et al., Molecular Cell, 60:385-397 (2015).

[00263] “"Uridina modificada" é usado aqui para se referir a um
nucleosideo diferente da timidina com os mesmos aceitadores de
ligacéo de hidrogénio que a uridina e uma ou mais diferengas estruturais
da uridina. Em algumas modalidades, uma uridina modificada € uma
uridina substituida, isto €, uma uridina na qual um ou mais substituintes
nao proétons (por exemplo, alcoxi, como metoxi) tomam o lugar de um
préton. Em algumas modalidades, uma uridina modificada é
pseudouridina. Em algumas modalidades, uma uridina modificada é
uma pseudouridina substituida, ou seja, uma pseudouridina na qual um
ou mais substituintes ndo prétons (por exemplo, alquil, como metil)
tomam o lugar de um préton. Em algumas modalidades, uma uridina
modificada €& uma uridina substituida, pseudouridina ou uma

pseudouridina substituida.
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[00264] "Posicao da uridina", conforme utilizado neste documento,
refere-se a uma posicdo em um polinucleotideo ocupado por uma
uridina ou uma uridina modificada. Assim, por exemplo, um
polinucleotideo no qual "100% das posi¢des de uridina sao uridinas
modificadas" contém uma uridina modificada em todas as posicdes que
seriam uridinas em um RNA convencional (onde todas as bases sao
padréao A, U, C ou G bases) da mesma sequéncia. A menos que
indicado de outra forma, um U em uma sequéncia polinucleotidica de
uma tabela de sequéncias ou listagem de sequéncias, ou que
acompanha, esta divulgagao pode ser uma uridina ou uma uridina
modificada.

[00265] Como utilizado neste documento, uma primeira sequéncia é
considerada "compreendendo uma sequéncia com pelo menos X% de
identidade para" uma segunda sequéncia se um alinhamento da
primeira sequéncia com a segunda sequéncia mostrar que X% ou mais
das posi¢des da segunda sequéncia em sua totalidade € correspondida
pela primeira sequéncia. Por exemplo, a sequéncia AAGA compreende
uma sequéncia com 100% de identidade com a sequéncia AAG porque
um alinhamento daria 100% de identidade, pois existem
correspondéncias para todas as trés posi¢des da segunda sequéncia.
As diferencas entre RNA e DNA (geralmente a troca de uridina por
timidina ou vice-versa) e a presenga de analogos de nucleosideos,
como uridinas modificadas, ndo contribuem para diferengas de
identidade ou complementaridade entre polinucleotideos, desde que os
nucleotideos relevantes (como timidina, uridina ou uridina modificada)
tenham o mesmo complemento (por exemplo, adenosina para toda
timidina, uridina ou uridina modificada; outro exemplo € a citosina e a 5-
metilcitosina, ambas com guanosina ou guanosina modificada como
complemento). Assim, por exemplo, a sequéncia 5-AXG em que X é

qualquer wuridina modificada, como pseudouridina, N1-metil
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pseudouridina ou 5-metoxiuridina, € considerada 100% idéntica a AUG,
pois ambas sao perfeitamente complementares a mesma sequéncia (5'-
CAU). Exemplos de algoritmos de alinhamento sao os algoritmos Smith-
Waterman e Needleman-Wunsch, que sdao bem conhecidos na técnica.
Um versado na técnica entendera qual escolha de algoritmo e
configuragdes de parametro é apropriada para um determinado par de
sequéncias a serem alinhadas; para sequéncias de comprimento e
identidade geralmente semelhantes e esperadas > 50% para
aminoacidos ou > 75% para nucleotideos, o algoritmo Needleman-
Wunsch com configuracbes padrdo da interface do algoritmo
Needleman-Wunsch fornecida pelo EBI no www.ebi.ac.uk servidor web
€ geralmente apropriado.

[00266] "mRNA" é usado aqui para se referir a um polinucleotideo
que ndo € DNA e compreende um quadro de leitura aberto que pode ser
traduzido em um polipeptideo (isto é, pode servir como um substrato
para tradugao por um ribossomo e tRNAs amino-acilados). O mRNA
pode compreender uma espinha dorsal de fosfato-acucar incluindo
residuos de ribose ou analogos dos mesmos, por exemplo, residuos de
2'-metoxi-ribose. Em algumas modalidades, os agucares de uma
espinha dorsal de mRNA fosfato-acucar consistem essencialmente em
residuos de ribose, residuos de 2'-metoxi-ribose ou uma combinacao
dos mesmos. Em geral, os mRNAs nao contém uma quantidade
substancial de residuos de timidina (por exemplo, 0 residuos ou menos
que 30, 20, 10, 5, 4, 3 ou 2 residuos de timidina; ou menos que 10%,
9%, 8%, 7%, 6%, 5%, 4%, 4%, 3%, 2%, 1%, 0,5%, 0,2% ou 0,1% de
timidina). Um mRNA pode conter uridinas modificadas em algumas ou
todas as suas posicoes de uridina.

[00267] Como utilizado neste documento, o "teor minimo de uridina"
de um determinado quadro de leitura aberto (ORF) é o toer de uridina

de um ORF que (a) usa um coédon minimo de uridina em todas as
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posicoes e (b) codifica a mesma sequéncia de aminoacidos que o ORF
fornecido. O(s) codon(s) minimo(s) de uridina para um dado aminoacido
€ o(s) cédon(s) com menos uridinas (geralmente 0 ou 1, exceto um
codon para fenilalanina, onde o cdédon minimo de uridina possui 2
uridinas). Os residuos de uridina modificados sdo considerados
equivalentes as uridinas com o objetivo de avaliar o teor minimo de
uridina.

[00268] Como utilizado neste documento, o "teor minimo de
dinucleotideo de uridina" de um determinado quadro de leitura aberto
(ORF) é o menor toer possivel de dinucleotideo de uridina (UU) de um
ORF que (a) usa um cédon minimo de uridina (como discutido acima)
em todas as posig¢oes e (b) codifica a mesma sequéncia de aminoacidos
que o ORF fornecido. O teor de dinucleotideo de uridina (UU) pode ser
expresso em termos absolutos como a enumeragéo de dinucleotideos
de UU em um ORF ou em uma base de taxa como a porcentagem de
posi¢cdes ocupadas pelas uridinas de dinucleotideos de uridina (por
exemplo, AUUAU teria um teor de dinucleotideo de uridina de 40%
porque 2 de 5 posicoes sao ocupadas pelas uridinas de um
dinucleotideo de uridina). Os residuos de uridina modificados sé&o
considerados equivalentes as uridinas com o objetivo de avaliar o teor
minimo de dinucleotideo de uridina.

[00269] Como utilizado neste documento, "TTR" refere-se a
transtirretina, que é o produto do gene de um gene TTR.

[00270] Como utilizado neste documento, "amiloide" refere-se a
agregados anormais de proteinas ou peptideos que sdo normalmente
soluveis. Os amiloides sao insoluveis e podem criar depdsitos proteicos
em orgaos e tecidos. Proteinas ou peptideos em amiloides podem ser
dobrados incorretamente em uma forma que permita que muitas cépias
da proteina se juntem para formar fibrilas. Embora algumas formas de

amiloide possam ter fungdes normais no corpo humano, "amiloides",
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conforme utilizado neste documento, refere-se a agregados anormais
ou patolégicos de proteina. Os amiloides podem compreender uma
unica proteina ou peptideo, como TTR, ou podem compreender
multiplas proteinas ou peptideos, como TTR e proteinas adicionais.
[00271] Como utilizado neste documento, "fibrilas amiloides" refere-
se a fibras insoluveis de amiloide que sao resistentes a degradacéao. As
fibrilas amiloides podem produzir sintomas com base na proteina ou
peptideo especifico e no tipo de tecido e célula em que foram
agregados.

[00272] Como utilizado neste documento, "amiloidose" refere-se a
uma doencga caracterizada por sintomas causados pela deposi¢ao de
fibrilas amiloides ou amiloides. A amiloidose pode afetar varios érgaos,
incluindo coragdo, rim, figado, bago, sistema nervoso e aparelho
digestivo.

[00273] Conforme utilizado neste documento, "ATTR", "amiloidose
relacionada a TTR", "amiloidose TTR", "amiloidose ATTR" ou
"amiloidose associada a TTR" refere-se a amiloidose associada a
deposicao de TTR.

[00274] Conforme utilizado neste documento, "cardiomiopatia
amiloide familiar" ou "FAC" refere-se a uma amiloidose transtiretina
hereditaria (ATTR) caracterizada principalmente por cardiomiopatia
restritiva. Insuficiéncia cardiaca congestiva € comum na FAC. A idade
meédia de inicio € de aproximadamente 60 a 70 anos, com uma
expectativa de vida estimada de 4-5 anos apods o diagnostico.

[00275] Conforme utilizado neste documento, "polineuropatia
amiloide familiar" ou "FAP" refere-se a uma amiloidose transtirretina
hereditaria (ATTR) caracterizada principalmente por neuropatia
sensorial-motora.. A neuropatia autonémica € comum na FAP. Embora
a neuropatia seja uma caracteristica principal, os sintomas de FAP

também podem incluir caquexia, insuficiéncia renal e doenga cardiaca.
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A idade média de inicio da FAP é de aproximadamente 30 a 50 anos,
com expectativa de vida estimada de 5 a 15 anos apos o diagnostico.
[00276] Conforme utilizado neste documento, "ATTR do tipo
selvagem" e "ATTRwt" se referem a ATTR n&o associada a uma
mutacdo patolégica de TTR, como T60A, V30M, V30A, V30G, V30L,
V1221, V122A ou V122(-). A ATTRwt também foi referida como
amiloidose sistémica senil. O inicio geralmente ocorre em homens com
60 anos ou mais, com os sintomas mais comuns sendo insuficiéncia
cardiaca congestiva e ritmo cardiaco anormal, como fibrilagdo atrial. Os
sintomas adicionais incluem consequéncias do mau funcionamento do
coracao, como falta de ar, fadiga, tontura, inchaco (especialmente nas
pernas), nausea, angina, sono interrompido e perda de peso. Uma
histéria de sindrome do tunel carpal indica aumento do risco de ATTRwt
e, em alguns casos, pode ser indicativa de doenga em estagio inicial. A
ATTRwt geralmente leva a diminui¢do da fungéo cardiaca ao longo do
tempo, mas pode ter um progndéstico melhor que a ATTR hereditaria,
porque os depositos de TTR do tipo selvagem se acumulam mais
lentamente. Os tratamentos existentes sdo semelhantes a outras
formas de ATTR (exceto o transplante de figado) e geralmente séo
direcionados para apoiar ou melhorar a funcéo cardiaca, variando de
diuréticos e ingestao limitada de liquidos e sal a anticoagulantes e, em
casos graves, transplantes de coragdo. No entanto, como FAC, a
ATTRwt pode resultar em morte por insuficiéncia cardiaca, as vezes
dentro de 3-5 anos apoés o diagnostico.

[00277] As sequéncias guia uteis nas composicbes e métodos de
RNA guia aqui descritos s&o mostradas na Tabela 1 e em todo o pedido.
[00278] Conforme utilizado neste documento, "ATTR hereditaria"
refere-se a ATTR que esta associada a uma mutacido na sequéncia do
gene TTR. As mutagdes conhecidas no gene TTR associado a ATTR

incluem aquelas que resultam em TTR com substituicdes de TG60A,
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V30M, V30A, V30G, V30L, V1221, V122A ou V122(-).

[00279] Conforme utilizado neste documento, "indels" refere-se a
mutacoes de insercdo/delecao que consistem em varios nucleotideos
que sao inseridos ou excluidos no sitio de quebras de fita dupla (DSBs)
em um acido nucleico alvo.

[00280] Conforme utilizado neste documento, "knockdown" refere-se
a uma diminui¢cado na expressao de um produto genético especifico (por
exemplo, proteina, mMRNA ou ambos). O knockdown de uma proteina
pode ser medido detectando a proteina secretada pelo tecido ou pela
populacédo de células (por exemplo, no soro ou no meio celular) ou
detectando a quantidade celular total da proteina de uma populacéo de
tecidos ou células de interesse. Os métodos para medir o knockdown
do mRNA sao conhecidos e incluem o sequenciamento do mRNA
isolado de uma populacdo de tecidos ou células de interesse. Em
algumas modalidades, "knockdown" pode se referir a alguma perda de
expressdo de um produto genético especifico, por exemplo, uma
diminuigcdo na quantidade de mRNA transcrito ou uma diminuicao na
quantidade de proteina expressa ou secretada por uma populacédo de
células (incluindo populagdes in vivo como as encontradas nos tecidos).
[00281] Conforme utilizado neste documento, "knockout" refere-se a
uma perda de expressado de uma proteina especifica em uma célula. O
knockout pode ser medido detectando a quantidade de secrecao de
proteina de um tecido ou populacédo de células (por exemplo, no soro
ou no meio celular) ou detectando a quantidade celular total de uma
proteina de um tecido ou de uma populagcao de células. Em algumas
modalidades, os métodos da divulgagcao "knockout" TTR em uma ou
mais células (por exemplo, em uma populacdo de células incluindo
populagdes in vivo, como as encontradas nos tecidos). Em algumas
modalidades, um knockout ndo é a formacao da proteina TTR mutante,

por exemplo, criada por indels, mas a perda completa de expressao da
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proteina TTR em uma célula.

[00282] Conforme utilizado neste documento, "TTR mutante" refere-
se a um produto genético de TTR (isto €, a proteina TTR) com uma
alteracao na sequéncia de aminoacidos de TTR em comparagé&o com a
sequéncia de aminoacidos de tipo selvagem de TTR. A sequéncia TTR
de tipo selvagem humana esta disponivel em NCBI Gene ID: 7276;
Conjunto: Conjunto: ENSG00000118271. As formas mutantes de TTR
associadas a ATTR, por exemplo, em humanos, incluem T60A, V30M,
V30A, V30G, V30L, V122I, V122A ou V122(-).

[00283] Conforme utilizado neste documento, "TTR mutante" ou
"alelo TTR mutante" refere-se a uma sequéncia TTR com uma alteracao
na sequéncia nucleotidica de TTR em comparagcao com a sequéncia de
tipo selvagem (NCBI Gene ID: 7276; Conjunto: ENSG00000118271).
[00284] Conforme utilizado neste documento, "ribonucleoproteina”
(RNP) ou "complexo RNP" refere-se a um RNA guia junto com um
agente de ligacdo a DNA guiado por RNA, como uma Cas nuclease, por
exemplo, um agente de ligacdo a Cas cleavase, Cas nickase ou dCas
(por exemplo, Cas9). Em algumas modalidades, o RNA guia guia o
agente de ligacdo ao DNA guiado por RNA, como Cas9, a uma
sequéncia alvo, e o RNA guia hibrida com e o agente se liga a sequéncia
alvo; nos casos em que o agente € uma clivase ou uma nickase, a
ligagao pode ser seguida por clivagem ou corte.

[00285] Conforme utilizado neste documento, uma "sequéncia alvo"
refere-se a uma sequéncia de acido nucleico em um gene alvo que
possui complementaridade com a sequéncia guia do gRNA. A interacéo
da sequéncia alvo e a sequéncia guia direciona um agente de ligagao
ao DNA guiado por RNA para se ligar e potencialmente cortar ou clivar
(dependendo da atividade do agente), dentro da sequéncia alvo.
[00286] Conforme utilizado neste documento, "tratamento" refere-se

a qualquer administracdo ou aplicacdo de um terapéutico para doenca
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ou disturbio em um sujeito e inclui inibir a doenga, interromper seu
desenvolvimento, aliviar um ou mais sintomas da doenca, curar a
doenca ou impedir a recorréncia de um ou mais sintomas da doenca.
Por exemplo, o tratamento de ATTR pode compreender aliviar os
sintomas de ATTR.

[00287] "Uridina modificada" é usado aqui para se referir a um
nucleosideo diferente da timidina com os mesmos aceitadores de
ligac&o de hidrogénio que a uridina e uma ou mais diferengas estruturais
da uridina. Em algumas modalidades, uma uridina modificada € uma
uridina substituida, isto €, uma uridina na qual um ou mais substituintes
nao proétons (por exemplo, alcoxi, como metoxi) tomam o lugar de um
préton. Em algumas modalidades, uma uridina modificada é
pseudouridina. Em algumas modalidades, uma uridina modificada é
uma pseudouridina substituida, ou seja, uma pseudouridina na qual um
ou mais substituintes ndo prétons (por exemplo, alquil, como metil)
tomam o lugar de um préton, por exemplo, N1-metil pseudouridina. Em
algumas modalidades, uma uridina modificada €é uma uridina
substituida, pseudouridina ou uma pseudouridina substituida.

[00288] Como utilizado neste documento, uma primeira sequéncia é
considerada "compreendendo uma sequéncia com pelo menos X% de
identidade para" uma segunda sequéncia se um alinhamento da
primeira sequéncia com a segunda sequéncia mostrar que X% ou mais
das posi¢des da segunda sequéncia em sua totalidade € correspondida
pela primeira sequéncia. Por exemplo, a sequéncia AAGA compreende
uma sequéncia com 100% de identidade com a sequéncia AAG porque
um alinhamento daria 100% de identidade, pois existem
correspondéncias para todas as trés posi¢des da segunda sequéncia.
As diferencas entre RNA e DNA (geralmente a troca de uridina por
timidina ou vice-versa) e a presenga de analogos de nucleosideos,

como uridinas modificadas, nado contribuem para diferengas de
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identidade ou complementaridade entre polinucleotideos, desde que os
nucleotideos relevantes (como timidina, uridina ou uridina modificada)
tenham o mesmo complemento (por exemplo, adenosina para toda
timidina, uridina ou uridina modificada; outro exemplo € a citosina e a 5-
metilcitosina, ambas com guanosina como complemento). Assim, por
exemplo, a sequéncia 5'-AXG em que X é qualquer uridina modificada,
como pseudouridina, N1-metil pseudouridina ou 5-metoxiuridina, é
considerada 100% idéntica a AUG, pois ambas sao perfeitamente
complementares a mesma sequéncia (5'-CAU). Exemplos de algoritmos
de alinhamento s&o os algoritmos Smith-Waterman e Needleman-
Wunsch, que sdo bem conhecidos na técnica. Um versado na técnica
entendera qual escolha de algoritmo e configuragcées de parametro é
apropriada para um determinado par de sequéncias a serem alinhadas;
para sequéncias de comprimento e identidade geralmente semelhantes
e esperadas > 50% para aminoacidos ou > 75% para nucleotideos, o
algoritmo Needleman-Wunsch com configuragcdes padrao da interface
do algoritmo Needleman-Wunsch fornecida pelo EBI no www.ebi.ac.uk
servidor web é geralmente apropriado.

[00289] O termo "cerca de" ou "aproximadamente" significa um erro
aceitavel para um determinado valor conforme determinado por aquele
versado na técnica, que depende em parte de como o valor € medido
ou determinado.

II. Composicoes

A. Composi¢oes compreendendo RNA guia (JRNAs)
[00290] Sao fornecidas aqui composicdes uteis para editar o gene
TTR, por exemplo, usando um RNA guia com um agente de ligagao a
DNA guiado por RNA (por exemplo, um sistema CRISPR/Cas). As
composi¢cdes podem ser administradas a individuos com sequéncias de
genes TTR do tipo selvagem ou nao selvagem, como, por exemplo,

sujeitos com ATTR, que podem ser ATTR em peso ou uma forma
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hereditaria ou familiar de ATTR. As sequéncias guia direcionadas ao

gene TTR sdo mostradas na Tabela 1 nas SEQ ID Nos: 5-82.

Tabela 1: Sequéncias guia direcionadas a TTR, nomenclatura,

coordenadas cromossomicas e sequéncia.

SEQ | ID Guia Descri- | Espécie | Localizagao Sequéncias Guia *

ID cao cromossomi-

No. ca

5 CR003335 | TTR Humana | chr18:3159191 | CUGCUCCUCCUCUGCCU
(Exon 1) 7-31591937 uGC

6 CR003336 | TTR Humana | chr18:3159192 | CCUCCUCUGCCUUGCUG
(Exon 1) 2-31591942 GAC

7 CR003337 | TTR Humana | chr18:3159192 | CCAGUCCAGCAAGGCAGA
(Exon 1) 5-31591945 GG

8 CR003338 | TTR Humana | chr18:3159192 | AUACCAGUCCAGCAAGGC
(Exon 1) 8-31591948 AG

9 CR003339 | TTR Humana | chr18:3159193 | ACACAAAUACCAGUCCAG
(Exon 1) 4-31591954 CA

10 CR003340 | TTR Humana | chr18:3159193 | UGGACUGGUAUUUGUGU
(Exon 1) 7-31591957 CuUG

11 CR003341 | TTR Humana | chr18:3159194 | CUGGUAUUUGUGUCUGA
(Exon 1) 1-31591961 GGC

12 CR003342 | TTR Humana | chr18:3159288 | CUUCUCUACACCCAGGGC
(Exon 2) 0-31592900 AC

13 CR003343 | TTR Humana | chr18:3159290 | CAGAGGACACUUGGAUUC
(Exon 2) 2-31592922 AC

14 CR003344 | TTR Humana | chr18:3159291 | UUUGACCAUCAGAGGACA
(Exon 2) 1-31592931 Ccu

15 CR003345 | TTR Humana | chr18:3159291 | UCUAGAACUUUGACCAUC
(Exon 2) 9-31592939 AG

16 CR003346 | TTR Humana | chr18:3159292 | AAAGUUCUAGAUGCUGUC
(Exon 2) 8-31592948 CG

17 CR003347 | TTR Humana | chr18:3159294 | CAUUGAUGGCAGGACUG
(Exon 2) 8-31592968 Ccu

18 CR003348 | TTR Humana | chr18:3159294 | AGGCAGUCCUGCCAUCAA
(Exon 2) 8-31592968 uG

19 CR003349 | TTR Humana | chr18:3159295 | UGCACGGCCACAUUGAUG
(Exon 2) 8-31592978 GC

20 CR003350 | TTR Humana | chr18:3159296 | CACAUGCACGGCCACAUU
(Exon 2) 2-31592982 GA

21 CR003351 | TTR Humana | chr18:3159297 | AGCCUUUCUGAACACAUG
(Exon 2) 4-31592994 CA

22 CR003352 | TTR Humana | chr18:3159298 | GAAAGGCUGCUGAUGACA
(Exon 2 6-31593006 CC
)
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23 CR003353 | TTR Humana | chr18:3159298 | AAAGGCUGCUGAUGACAC
(Exon 2) 7-31593007 CuU

24 CR003354 | TTR Humana | chr18:3159300 | ACCUGGGAGCCAUUUGC
(Exon 2) 3-31593023 CucC

25 CR003355 | TTR Humana | chr18:3159300 | CCCAGAGGCAAAUGGCUC
(Exon 2) 7-31593027 CC

26 CR003356 | TTR Humana | chr18:3159301 | GCAACUUACCCAGAGGCA
(Exon 2) 5-31593035 AA

27 CR003357 | TTR Humana | chr18:3159302 | UUCUUUGGCAACUUACCC
(Exon 2) 2-31593042 AG

28 CR003358 | TTR Humana | chr18:3159512 | AUGCAGCUCUCCAGACUC

29 CR003359 | TTR Humana | chr18:3159512 | AGUGAGUCUGGAGAGCU
(Exon 3) 6-31595146 GCA

30 CR003360 | TTR Humana | chr18:3159512 | GUGAGUCUGGAGAGCUG
(Exon 3) 7-31595147 CAU

31 CR003361 | TTR Humana | chr18:3159514 | GCUGCAUGGGCUCACAAC
(Exon 3) 0-31595160 uG

32 CR003362 | TTR Humana | chr18:3159514 | GCAUGGGCUCACAACUGA
(Exon 3) 3-31595163 GG

33 CR003363 | TTR Humana | chr18:3159515 | ACUGAGGAGGAAUUUGUA
(Exon 3) 6-31595176 GA

34 CR003364 | TTR Humana | chr18:3159515 | CUGAGGAGGAAUUUGUA
(Exon 3) 7-31595177 GAA

35 CR003365 | TTR Humana | chr18:3159517 | UGUAGAAGGGAUAUACAA
(Exon 3) 0-31595190 AG

36 CR003366 | TTR Humana | chr18:3159519 | AAAUAGACACCAAAUCUU
(Exon 3) 3-31595213 AC

37 CR003367 | TTR Humana | chr18:3159519 | AGACACCAAAUCUUACUG
(Exon 3) 7-31595217 GA

38 CR003368 | TTR Humana | chr18:3159520 | AAGUGCCUUCCAGUAAGA
(Exon 3) 5-31595225 uu

39 CR003369 | TTR Humana | chr18:3159523 | CUCUGCAUGCUCAUGGAA
(Exon 3) 5-31595255 UG

40 CR003370 | TTR Humana | chr18:3159523 | CCUCUGCAUGCUCAUGGA
(Exon 3) 6-31595256 AU

41 CR003371 | TTR Humana | chr18:3159523 | ACCUCUGCAUGCUCAUGG
(Exon 3) 7-31595257 AA

42 CR003372 | TTR Humana | chr18:3159524 | UACUCACCUCUGCAUGCU
(Exon 3) 2-31595262 CA

43 CR003373 | TTR Humana | chr18:3159857 | GUAUUCACAGCCAACGAC
(Exon 4) 0-31598590 uc

44 CR003374 | TTR Humana | chr18:3159858 | GCGGCGGGGGCCGGAGU
(Exon 4) 3-31598603 CGU

45 CR003375 | TTR Humana | chr18:3159859 | AAUGGUGUAGCGGCGGG
(Exon 4) 2-31598612 GGC
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46 CR003376 | TTR Humana | chr18:3159859 | CGGCAAUGGUGUAGCGG
(Exon 4) 6-31598616 CGG

47 CR003377 | TTR Humana | chr18:3159859 | GCGGCAAUGGUGUAGCG
(Exon 4) 7-31598617 GCG

48 CR003378 | TTR Humana | chr18:3159859 | GGCGGCAAUGGUGUAGC
(Exon 4) 8-31598618 GGC

49 CR003379 | TTR Humana | chr18:3159859 | GGGCGGCAAUGGUGUAG
(Exon 4) 9-31598619 CGG

50 CR003380 | TTR Humana | chr18:3159860 | GCAGGGCGGCAAUGGUG
(Exon 4) 2-31598622 UAG

51 CR003381 | TTR Humana | chr18:3159861 | GGGGCUCAGCAGGGCGG
(Exon 4) 0-31598630 CAA

52 CR003382 | TTR Humana | chr18:3159861 | GGAGUAGGGGCUCAGCA
(Exon 4) 6-31598636 GGG

53 CR003383 | TTR Humana | chr18:3159861 | AUAGGAGUAGGGGCUCA
(Exon 4) 9-31598639 GCA

54 CR003384 | TTR Humana | chr18:3159862 | AAUAGGAGUAGGGGCUCA
(Exon 4) 0-31598640 GC

55 CR003385 | TTR Humana | chr18:3159862 | CCCCUACUCCUAUUCCAC
(Exon 4) 6-31598646 CA

56 CR003386 | TTR Humana | chr18:3159862 | CCGUGGUGGAAUAGGAG
(Exon 4) 9-31598649 UAG

57 CR003387 | TTR Humana | chr18:3159863 | GCCGUGGUGGAAUAGGA
(Exon 4) 0-31598650 GUA

58 CR003388 | TTR Humana | chr18:3159863 | GACGACAGCCGUGGUGG
(Exon 4) 7-31598657 AAU

59 CR003389 | TTR Humana | chr18:3159864 | AUUGGUGACGACAGCCG
(Exon 4) 3-31598663 UGG

60 CR003390 | TTR Humana | chr18:3159864 | GGGAUUGGUGACGACAG
(Exon 4) 6-31598666 CCG

61 CR003391 | TTR Humana | chr18:3159864 | GGCUGUCGUCACCAAUCC
(Exon 4) 7-31598667 CA

62 CR003392 | TTR Humana | chr18:3159866 | AGUCCCUCAUUCCUUGG
(Exon 4) 1-31598681 GAU

63 CR005298 | TTR Humana | chr18:3159188 | UCCACUCAUUCUUGGCAG
(Exon 1) 3-31591903 GA

64 CR005299 | TTR Humana | chr18:3159863 | AGCCGUGGUGGAAUAGG
(Exon 4) 1-31598651 AGU

65 CR005300 | TTR Humana | chr18:3159196 | UCACAGAAACACUCACCG
(Exon 1) 7-31591987 UA

66 CR005301 | TTR Humana | chr18:3159196 | GUCACAGAAACACUCACC
(Exon 1) 8-31591988 GU

67 CR005302 | TTR Humana | chr18:3159287 | ACGUGUCUUCUCUACACC
(Exon 2) 4-31592894 CA

68 CR005303 | TTR Humana | chr18:3159290 | UGAAUCCAAGUGUCCUCU
(Exon 2) 3-31592923 GA
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69 CR005304 | TTR Humana | chr18:3159296 | GGCCGUGCAUGUGUUCA
(Exon 2) 9-31592989 GAA

70 CR005305 | TTR Humana | chr18:3159511 | UAUAGGAAAACCAGUGAG
(Exon 3) 4-31595134 uc

71 CR005306 | TTR Humana | chr18:3159520 | AAAUCUUACUGGAAGGCA

72 CR005307 | TTR Humana | chr18:3159854 | UGUCUGUCUUCUCUCAUA
(Exon 4) 8-31598568 GG

73 CR000689 | TTR Cyno chr18:5068153 | ACACAAAUACCAGUCCAG
3-50681553 CG

74 CR005364 | TTR Cyno chr18:5068048 | AAAGGCUGCUGAUGAGAC
1-50680501 cu

75 CR005365 | TTR Cyno chr18:5068052 | CAUUGACAGCAGGACUGC
0-50680540 cu

76 CR005366 | TTR Cyno chr18:5068153 | AUACCAGUCCAGCGAGGC
9-50681559 AG

77 CR005367 | TTR Cyno chr18:5068154 | CCAGUCCAGCGAGGCAGA
2-50681562 GG

78 CR005368 | TTR Cyno chr18:5068154 | CCUCCUCUGCCUCGCUG
5-50681565 GAC

79 CR005369 | TTR Cyno chr18:5068054 | AAAGUUCUAGAUGCCGUC
0-50680560 CG

80 CR005370 | TTR Cyno chr18:5068059 | ACUUGUCUUCUCUAUACC
4-50680614 CA

81 CR005371 | TTR Cyno chr18:5067821 | AAGUGACUUCCAGUAAGA
6-50678236 uu

82 CR005372 | TTR Cyno chr18:5068048 | AAAAGGCUGCUGAUGAGA
2-50680502 cc

[00291] Cada uma das sequéncias guia acima pode ainda

compreender nucleotideos adicionais para formar um crRNA, por
exemplo, com a seguinte sequéncia nucleotidica exemplificativa apos a
sequéncia guia na extremidade 3": GUUUUAGAGCUAUGCUGUUUUG
(SEQ ID NO: 126). No caso de um sgRNA, as Sequéncias Guia acima
podem ainda compreender nucleotideos adicionais para formar um
sgRNA, por exemplo, com a seguinte sequéncia de nucleotideos
exemplificativa apos a extremidade 3'
GUUUUAGAGCUAGAAAUAGCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUU
AUCAACUUGAAAAAGUGGCACCGAGUCGGUGCUUUU (SEQ ID
NO: 125) na orientagdo 5’ a 3'.

[00292]

algumas modalidades, o sgRNA compreende o padrao de modificagao

da Sequéncia Guia:

Em algumas modalidades, o sgRNA é modificado. Em
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mostrado abaixo na SEQ ID NO: 3, em que N é qualquer nucleotideo

natural ou ndo natural e em que a totalidade dos N's compreende uma

sequéncia guia como descrito aqui e o sgRNA modificado compreende

a

seguinte

sequéncia:

MN*MN*MN*NNNNNNNNNNNNNNNNNGUUUUAGAMGmMCmUmAmM
GmAMAMAMUMAMGMCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCA
MAMCMUMUMGMAMAMAMAMAMGMUMGMGMCMAMCMCmMGmMA
MGMUMCMGMGMUMGMCmU*mU*mU*mU (SEQ ID NO: 3), onde "N"

pode ser qualquer nucleotideo natural ou nao natural. Por exemplo, aqui

incluida esta a SEQ ID NO: 3, onde os Ns sao substituidos por qualquer

uma das sequéncias guia aqui

divulgadas.

As modificagdes

permanecem como mostradas na SEQ ID NO: 3, apesar da substituicdo

de N's pelos nucleotideos de um guia. Ou seja, embora os nucleotideos

do guia substituam os "Ns", os trés primeiros nucleotideos sdo 2'0OMe

modificados e existem ligagbes fosforotioato entre o primeiro e o

segundo nucleotideos, o segundo e o terceiro nucleotideos e o terceiro

e o0 quarto nucleotideos.

[00293]

citadas na Tabela 2 € abrangida.

Em algumas modalidades, qualquer uma das sequéncias

Tabela 2: Sequéncias de sgRNA direcionadas a TTR

SEQ ID Guia Alvo e | Espécie Sequéncia
ID No. Descrigao
87 G000480 Sequéncia Humana MA*MA*MA*GGCUGCUGAUGACAC
modificada CUGUUUUAGAMGMCmUmMAMGmMA
de sgRNA de MAMAMUMAMGmMCAAGUUAAAAUA
TTR AGGCUAGUCCGUUAUCAMAMCmU
mMUmGmMAMAMAMAMAMGMUMGmM
GMCmMAMCMCMGMAMGmMUmMCmMG
mGMUmMGmMCmU*mU*mU*mU
88 G000481 Sequéncia Humana mU*mC*mU*AGAACUUUGACCAUC
modificada AGGUUUUAGAMGMCmMUmMAMGmMA
de sgRNA de MAMAMUMAMGmMCAAGUUAAAAUA
TTR AGGCUAGUCCGUUAUCAMAMCmU
mMUmGmMAMAMAMAMAMGMUMGM
GMCMAMCMCMGMAMGmMUmMCmMG
mMGMUmMGMCmU*mU*mU*mU
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89 G000482 Sequéncia Humana mU*mG*mU*AGAAGGGAUAUACAA
modificada AGGUUUUAGAMGMCmUmMAmMGmMA
de sgRNA de MAMAMUMAMGmMCAAGUUAAAAUA
TTR AGGCUAGUCCGUUAUCAMAMCmU

MUmMGmMAMAMAMAMAMGMUMGM
GMCMAMCMCMGMAMGMUMCmMG
mGmMUmGmMCmU*mU*mU*mU

90 G000483 Sequéncia Humana mU*mC*mC*ACUCAUUCUUGGCAG
modificada GAGUUUUAGAMGMCmUMAMGmMA
de sgRNA de MAMAMUMAMGmMCAAGUUAAAAUA
TTR AGGCUAGUCCGUUAUCAMAMCmU

MUmMGmMAMAMAMAMAMGMUMGM
GMCMAMCMCMGMAMGMUMCmMG
mGmMUmGmMCmU*mU*mU*mU

91 G000484 Sequéncia Humana mMmA*MmG*mA*CACCAAAUCUUACUG
modificada GAGUUUUAGAMGMCmUMAMGmMA
de sgRNA de MAMAMUMAMGmMCAAGUUAAAAUA
TTR AGGCUAGUCCGUUAUCAMAMCmU

mMUmGmMAMAMAMAMAMGMUMGmM
GMCMAMCMCMGMAMGMUMCmMG
mGmMUmGmMmCmU*mU*mU*mU

92 G000485 Sequéncia Humana mC*mC*mU*CCUCUGCCUUGCUGG
modificada ACGUUUUAGAMGMCmUMAMGmMA
de sgRNA de MAMAMUMAMGmMCAAGUUAAAAUA
TTR AGGCUAGUCCGUUAUCAMAMCmU

mMUmGmMAMAMAMAMAMGMUMGM
GMCMAMCMCMGMAMGmMUmMCmMG
mMGMUmMGmMCmU*mU*mU*mU

93 G000486 Sequéncia Humana mA*MC*mA*CAAAUACCAGUCCAG
modificada CAGUUUUAGAMGMCmUMAMGmMA
de sgRNA de MAMAMUMAMGmMCAAGUUAAAAUA
TTR AGGCUAGUCCGUUAUCAMAMCmU

mMUmGmMAMAMAMAMAMGMUMGmM
GMCMAMCMCMGMAMGmMUmMCmMG
mGMUmMGmMCmU*mU*mU*mU

94 G000487 Sequéncia Humana mU*mU*mC*UUUGGCAACUUACCC
modificada AGGUUUUAGAMGMCmMUmMAMGmMA
de sgRNA de MAMAMUMAMGmMCAAGUUAAAAUA
TTR AGGCUAGUCCGUUAUCAMAMCmU

mMUmGmMAMAMAMAMAMGMUMGM
GMCmMAMCMCMGMAMGmMUmMCmMG
mGMUmMGmMCmU*mU*mU*mU

95 G000488 Sequéncia Humana mA*mMA*mA*GUUCUAGAUGCUGUC
modificada CGGUUUUAGAMGMCmUmMAMGmMA
de sgRNA de MAMAMUMAMGmMCAAGUUAAAAUA
TTR AGGCUAGUCCGUUAUCAMAMCmU

mMUmGmMAMAMAMAMAMGMUMGM
GMCMAMCMCMGMAMGMUMCmMG
mGmMUmGmMCmU*mU*mU*mU

96 G000489 Sequéncia Humana mU*mU*mU*GACCAUCAGAGGACA
modificada CUGUUUUAGAMGMCmUMAMGmMA
de sgRNA de MAMAMUMAMGmMCAAGUUAAAAUA
TTR AGGCUAGUCCGUUAUCAMAMCmU

mMUmMGmMAMAMAMAMAMGMUMGM
GMCMAMCMCMGMAMGMUMCmMG
mGmMUmGmMCmU*mU*mU*mU
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97 G000490 Sequéncia Humana MA*MA*mA*UAGACACCAAAUCUUA
modificada CGUUUUAGAMGMCmUMAMGmMAmM
de sgRNA de AmAMUMAMGmMCAAGUUAAAAUAA
TTR GGCUAGUCCGUUAUCAMAMCmU

MUmMGmMAMAMAMAMAMGMUMGM
GMCMAMCMCMGMAMGMUMCmMG
mGmMUmGmMCmU*mU*mU*mU

98 G000491 Sequéncia Humana mMA*MU*mA*CCAGUCCAGCAAGGC
modificada AGGUUUUAGAMGMCmUmMAmMGmMA
de sgRNA de MAMAMUMAMGmMCAAGUUAAAAUA
TTR AGGCUAGUCCGUUAUCAMAMCmU

MUmMGmMAMAMAMAMAMGMUMGM
GMCMAMCMCMGMAMGMUMCmMG
mGmMUmGmMCmU*mU*mU*mU

99 G000492 Sequéncia Humana mC*mU*mU*CUCUACACCCAGGGC
modificada ACGUUUUAGAMGMCmUMAMGmMA
de sgRNA de MAMAMUMAMGmMCAAGUUAAAAUA
TTR AGGCUAGUCCGUUAUCAMAMCmU

mMUmGmMAMAMAMAMAMGMUMGM
GMCMAMCMCMGMAMGMUMCmMG
mGmMUmGmMmCmU*mU*mU*mU

100 G000493 Sequéncia Humana MA*MA*mMG*UGCCUUCCAGUAAGA
modificada UUGUUUUAGAMGMCmUmMAMGmMA
de sgRNA de MAMAMUMAMGmMCAAGUUAAAAUA
TTR AGGCUAGUCCGUUAUCAMAMCmU

mMUmGmMAMAMAMAMAMGMUMGM
GMCMAMCMCMGMAMGmMUmMCmMG
mGMUmMGmMCmU*mU*mU*mU

101 G000494 Sequéncia Humana mG*'mU*mG*AGUCUGGAGAGCUGC
modificada AUGUUUUAGAMGMCmMmUMAMGmMA
de sgRNA de MAMAMUMAMGmMCAAGUUAAAAUA
TTR AGGCUAGUCCGUUAUCAMAMCmU

mMUmGmMAMAMAMAMAMGMUMGM
GMCMAMCMCMGMAMGmMUmMCmMG
mGMUmMGMCmU*mU*mU*mU

102 G000495 Sequéncia Humana mC*mA*mG*AGGACACUUGGAUUC
modificada ACGUUUUAGAMGMCmMmUMAMGmMA
de sgRNA de MAMAMUMAMGmMCAAGUUAAAAUA
TTR AGGCUAGUCCGUUAUCAMAMCmU

mMUmGmMAMAMAMAMAMGMUMGM
GMCmMAMCMCMGMAMGmMUmMCmMG
mGMUmMGmMCmU*mU*mU*mU

103 G000496 Sequéncia Humana mG*mG*mC*CGUGCAUGUGUUCAG
modificada AAGUUUUAGAMGMCmUMAMGmMA
de sgRNA de MAMAMUMAMGmMCAAGUUAAAAUA
TTR AGGCUAGUCCGUUAUCAMAMCmU

MUmMGmMAMAMAMAMAMGMUMGM
GMCMAMCMCMGMAMGMUMCmMG
mGmMUmGmMCmU*mU*mU*mU

104 G000497 Sequéncia Humana mC*mU*mG*CUCCUCCUCUGCCUU
modificada GCGUUUUAGAMGMCmMmUmMAmMGmMA
de sgRNA de MAMAMUMAMGmMCAAGUUAAAAUA
TTR AGGCUAGUCCGUUAUCAMAMCmU

mMUmMGmMAMAMAMAMAMGMUMGM
GMCMAMCMCMGMAMGMUMCmMG
mGmUmGmCmU*mU*mU*mU
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105 G000498 Sequéncia Humana MA*MG*mU*GAGUCUGGAGAGCUG
modificada CAGUUUUAGAMGMCmUmMAmMGmMA
de sgRNA de MAMAMUMAMGmMCAAGUUAAAAUA
TTR AGGCUAGUCCGUUAUCAMAMCmU

MUmMGmMAMAMAMAMAMGMUMGM
GMCMAMCMCMGMAMGMUMCmMG
mGmMUmGmMCmU*mU*mU*mU

106 G000499 Sequéncia Humana mU*mG*mA*AUCCAAGUGUCCUCU
modificada GAGUUUUAGAMGMCmUMAMGmMA
de sgRNA de MAMAMUMAMGmMCAAGUUAAAAUA
TTR AGGCUAGUCCGUUAUCAMAMCmU

MUmMGmMAMAMAMAMAMGMUMGM
GMCMAMCMCMGMAMGMUMCmMG
mGmMUmGmMCmU*mU*mU*mU

107 G000500 Sequéncia Humana mC*mC*mA*GUCCAGCAAGGCAGA
modificada GGGUUUUAGAMGMCmUmMAmMGmMA
de sgRNA de MAMAMUMAMGmMCAAGUUAAAAUA
TTR AGGCUAGUCCGUUAUCAMAMCmU

mMUmGmMAMAMAMAMAMGMUMGmM
GMCMAMCMCMGMAMGMUMCmMG
mGmMUmGmMmCmU*mU*mU*mU

108 G000501 Sequéncia Humana mU*mC*mA*CAGAAACACUCACCG
modificada UAGUUUUAGAMGMCmUmMAmMGmMA
de sgRNA de MAMAMUMAMGmMCAAGUUAAAAUA
TTR AGGCUAGUCCGUUAUCAMAMCmU

mMUmGmMAMAMAMAMAMGMUMGM
GMCMAMCMCMGMAMGmMUmMCmMG
mGMUmMGmMCmU*mU*mU*mU

109 G000567 Sequéncia Humana mG*MA*mA*AGGCUGCUGAUGACA
modificada CCGUUUUAGAMGMCmUmMAMGmMA
de sgRNA de MAMAMUMAMGmMCAAGUUAAAAUA
TTR AGGCUAGUCCGUUAUCAMAMCmU

mMUmGmMAMAMAMAMAMGMUMGmM
GMCMAMCMCMGMAMGmMUmMCmMG
mGMUmMGmMCmU*mU*mU*mU

110 G000568 Sequéncia Humana mG*'mG*mC*UGUCGUCACCAAUCC
modificada CAGUUUUAGAMGMCmUmMAMGmMA
de sgRNA de MAMAMUMAMGmMCAAGUUAAAAUA
TTR AGGCUAGUCCGUUAUCAMAMCmU

mMUmGmMAMAMAMAMAMGMUMGM
GMCMAMCMCMGMAMGmMUmMCmMG
mGMUmMGMCmU*mU*mU*mU

111 G000570 Sequéncia Humana mC*mA*mU*UGAUGGCAGGACUGC
modificada CUGUUUUAGAMGMCmUmMAMGmMA
de sgRNA de MAMAMUMAMGmMCAAGUUAAAAUA
TTR AGGCUAGUCCGUUAUCAMAMCmU

mMUmGmMAMAMAMAMAMGMUMGM
GMCMAMCMCMGMAMGMUMCmMG
mGmMUmGmMCmU*mU*mU*mU

112 G000571 Sequéncia Humana mG*'mU*mC*ACAGAAACACUCACC
modificada GUGUUUUAGAMGMCmMmUmMAmMGmMA
de sgRNA de MAMAMUMAMGmMCAAGUUAAAAUA
TTR AGGCUAGUCCGUUAUCAMAMCmU

mMUmMGmMAMAMAMAMAMGMUMGM
GMCMAMCMCMGMAMGMUMCmMG
mGmMUmGmMCmU*mU*mU*mU
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113 G000572 Sequéncia Humana mC*mC*mC*CUACUCCUAUUCCAC
modificada CAGUUUUAGAMGMCmUmMAMGmMA
de sgRNA de MAMAMUMAMGmMCAAGUUAAAAUA
TTR AGGCUAGUCCGUUAUCAMAMCmU

mUmGmMAMAMAMAMAMGmMUmMGmMm
GmCMAMCmMCMGMAMGMUMCmMG
mGmUmGmMCmU*mU*mU*mU

114 G000502 Sequéncia Cyno mMmA*mC*mA*CAAAUACCAGUCCAG
modificada CGGUUUUAGAMGMCmUmMAMGmMA
de sgRNA MAMAMUMAMGmMCAAGUUAAAAUA
especifica AGGCUAGUCCGUUAUCAMAMCmU
para TTR mUmGmMAMAMAMAMAMGmMUmMGmMm
Cyno GmCMAMCmMCMGMAMGMUMCmMG

mGmMmUmGmMCmU*mU*mU*mU

115 G000503 Sequéncia Cyno MA*mMA*mA*AGGCUGCUGAUGAGA
modificada CCGUUUUAGAMGMCmUmAmMGmMA
de sgRNA MAMAMUMAMGmMCAAGUUAAAAUA
especifica AGGCUAGUCCGUUAUCAMAMCmU
para TTR mUmGmMAMAMAMAMAMGMUMGmM
Cyno GmCMAMCmMCMGMAMGMUMCmMG

mGmMmUmGmMCmU*mU*mU*mU

116 G000504 Sequéncia Cyno MA*mMA*mA*GGCUGCUGAUGAGAC
modificada CUGUUUUAGAMGMCmUmAmMGmMA
de sgRNA MAMAMUMAMGmMCAAGUUAAAAUA
especifica AGGCUAGUCCGUUAUCAMAMCmU
para TTR mUmGmMAMAMAMAMAMGMUMGmM
Cyno GmCMAMCmMCMGMAMGMUmMCmG

mGmMUmGmMCmU*mU*mU*mU

117 G000505 Sequéncia Cyno mC*mA*mU*UGACAGCAGGACUGC
modificada CUGUUUUAGAMGMCmUmMAmMGmMA
de sgRNA MAMAMUMAMGmMCAAGUUAAAAUA
especifica AGGCUAGUCCGUUAUCAMAMCmU
para TTR mUmGmMAMAMAMAMAMGMUMGmM
Cyno GmCmMAMCmMCMGMAMGMUmMCmG

mGmMUmGmMCmU*mU*mU*mU

118 G000506 Sequéncia Cyno MA*MmU*mA*CCAGUCCAGCGAGGC
modificada AGGUUUUAGAMGMCmUmMAmMGmMA
de sgRNA MAMAMUMAMGmMCAAGUUAAAAUA
especifica AGGCUAGUCCGUUAUCAMAMCmU
para TTR mUmGmMAMAMAMAMAMGMUMGmM
Cyno GmCMAMCmMCMGMAMGMUmMCmG

mGmMUmGmMCmU*mU*mU*mU

119 G000507 Sequéncia Cyno mC*mC*mA*GUCCAGCGAGGCAGA
modificada GGGUUUUAGAMGMCmMmUMAMGmMA
de sgRNA MAMAMUMAMGmMCAAGUUAAAAUA
especifica AGGCUAGUCCGUUAUCAMAMCmU
para TTR mUmGmMAMAMAMAMAMGmMUmMGmM
Cyno GmCMAMCmMCMGMAMGMUMCmMG

mGmMmUmGmMCmU*mU*mU*mU

120 G000508 Sequéncia Cyno mC*mC*mU*CCUCUGCCUCGCUGG
modificada ACGUUUUAGAMGMCmUmAmMGmMA
de sgRNA MAMAMUMAMGmMCAAGUUAAAAUA
especifica AGGCUAGUCCGUUAUCAMAMCmU
para TTR mUmGmMAMAMAMAMAMGmMUmMGmM
Cyno GmCMAMCmMCMGMAMGMUMCmMG

mGmMmUmGmMCmU*mU*mU*mU
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121 G000509 Sequéncia Cyno MA*MA*mA*GUUCUAGAUGCCGUC
modificada CGGUUUUAGAMGMCmUmMAMGmMA
de sgRNA MAMAMUMAMGmMCAAGUUAAAAUA
especifica AGGCUAGUCCGUUAUCAMAMCmU
para TTR mUmGmMAMAMAMAMAMGMUmMGmMmM
Cyno GmCMAMCmMCMGMAMGMUMCmMG

mGmUmGmMCmU*mU*mU*mU

122 G000510 Sequéncia Cyno mA*mC*mU*UGUCUUCUCUAUACC
modificada CAGUUUUAGAMGMCmUmMAMGmMA
de sgRNA MAMAMUMAMGmMCAAGUUAAAAUA
especifica AGGCUAGUCCGUUAUCAMAMCmU
para TTR mUmGmMAMAMAMAMAMGmMUmMGmMm
Cyno GmCMAMCmMCMGMAMGMUMCmMG

mGmMmUmGmMCmU*mU*mU*mU

123 G000511 Sequéncia Cyno MA*mA*mG*UGACUUCCAGUAAGA
modificada UUGUUUUAGAMGMCmUmMAMGmA
de sgRNA MAMAMUMAMGmMCAAGUUAAAAUA
especifica AGGCUAGUCCGUUAUCAMAMCmU
para TTR mUmGmMAMAMAMAMAMGMUMGmM
Cyno GmCMAMCmMCMGMAMGMUMCmMG

mGmMmUmGmMCmU*mU*mU*mU

124 G000282 | TTR Camun- mU*mU*mA*CAGCCACGUCUACAG

dongo CAGUUUUAGAMGMCmUmMAMGmMA

MAMAMUMAMGmMCAAGUUAAAAUA
AGGCUAGUCCGUUAUCAMAMCmU
mMUmGmMAMAMAMAMAMGMUMGmM
GMCMAMCMCMGMAMGmMUmMCmMG
mGMUmMGMCmU*mU*mU*mU

* = PS ligagao; 'm' = nucleotideo 2'-O-Me

[00294]

Um mapeamento de alinhamento dos IDs Guia com os IDs

de sgRNA correspondentes, bem como homologia com o0 genoma do

cyno e os IDs guia correspondentes a cyno sao fornecidos na Tabela 3.

Tabela 3: Mapeamento de ID de sequéncia guia direcionada a TTR

e Homologia Cyno

Descrigao ID Guia ID Guia Incompa- ID de ID de
duplo unico tibilidade dgRNA sgRNA
humano humano de corres- corres-
numeros pondente | pondente
com o a cyno a cyno
genoma
Cyno
TTR CR003335 | G000497 1
TTR CR003336 | G000485 1 CR005368 | G000508
TTR CR003337 | G000500 1 CR005367 | G000507
TTR CR003338 | G000491 1 CR005366 | G000506
TTR CR003339 | G000486 1 CR000689 | G000502
TTR CR003340 0
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TTR CR003341 0
TTR CR003342 | G000492 sem PAM
em cyno
TTR CR003343 | G000495 sem PAM
em cyno
TTR CR003344 | G000489 0
TTR CR003345 | G000481 0
TTR CR003346 | G000488 1 CR005369 G000509
TTR CR003347 | G000570 2 CR005365 G000505
TTR CR003348 2
TTR CR003349 >3
TTR CR003350 sem PAM
em cyno
TTR CR003351 sem PAM
em cyno
TTR CR003352 | G000567 2 CR005372 G000503
TTR CR003353 | G000480 1 CR005364 G000504
TTR CR003354 1
TTR CRO003355 1
TTR CRO003356 3
TTR CR003357 | G000487 >3
TTR CR003358 0
TTR CR003359 | G000498 0
TTR CR003360 | G000494 0
TTR CR003361 0
TTR CR003362 0
TTR CR003363 0
TTR CR003364 0
TTR CR003365 | G000482 0
TTR CR003366 | G000490 0
TTR CR003367 | G000484 sem PAM
em cyno
TTR CR003368 | G000493 1 CR005371 G000511
TTR CR003369 0
TTR CR003370 0
TTR CR003371 0
TTR CR003372 0
TTR CR003373 1
TTR CR003374 2
TTR CR003375 2
TTR CRO003376 2
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TTR CR003377 2
TTR CR003378 2
TTR CR003379 2
TTR CR003380 1
TTR CR003381 1
TTR CR003382 0
TTR CR003383 0
TTR CR003384 0
TTR CR003385 | G000572 0
TTR CR003386 0
TTR CR003387 0
TTR CR003388 0
TTR CR003389 | G000569 0
TTR CR003390 0
TTR CR003391 G000568 0
TTR CR003392 0
TTR CR005298 | G000483 1
TTR CR005299 0
TTR CR005300 | G000501 sem PAM
em cyno
TTR CR005301 G000571 0
TTR CR005302 2 CR005370 G000510
TTR CR005303 | G000499 0
TTR CR005304 | G000496 >3
TTR CRO005305 0
TTR CR005306 1
TTR CR005307 0
[00295] Em algumas modalidades, a invengdo fornece uma

composicdo compreendendo um ou mais RNA guia

(gRNA)

compreendendo sequéncias guia que direcionam um agente de ligagao
a DNA guiado por RNA, que pode ser uma nuclease (por exemplo, uma
nuclease Cas como Cas9), para uma sequéncia de DNA alvo em TTR.
O gRNA pode compreender um crRNA compreendendo uma sequéncia
guia mostrada na Tabela 1. O gRNA pode compreender um crRNA
compreendendo 17, 18, 19 ou 20 nucleotideos contiguos de uma

sequéncia guia mostrada na Tabela 1. Em algumas modalidades, o
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gRNA compreende um crRNA compreendendo uma sequéncia com
cerca de 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% ou 100%
de identidade com pelo menos 17, 18, 19 ou 20 nucleotideos contiguos
de uma sequéncia guia mostrada na Tabela 1. Em algumas
modalidades, o gRNA compreende um crRNA compreendendo uma
sequéncia com cerca de 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%,
99% ou 100% de identidade para uma sequéncia guia mostrada na
Tabela 1. O gRNA pode ainda compreender um trRNA. Em cada
composi¢cao e modalidade de método aqui descrita, o crRNA e o trRNA
podem estar associados como um unico RNA (sgRNA) ou podem estar
em RNAs separados (dgRNA). No contexto de sgRNAs, os
componentes crRNA e trRNA podem ser ligados covalentemente, por
exemplo, através de uma ligacdo fosfodiéster ou outra ligacao
covalente.

[00296] Em cada uma das modalidades de composicao, uso e
método aqui descritas, o0 RNA guia pode compreender duas moléculas
de RNA como um "RNA guia duplo” ou "dgRNA". O dgRNA compreende
uma primeira molécula de RNA compreendendo um crRNA
compreendendo, por exemplo, uma sequéncia guia mostrada na Tabela
1, e uma segunda molécula de RNA compreendendo um trRNA. A
primeira e a segunda moléculas de RNA podem nao estar ligadas
covalentemente, mas podem formar um duplex de RNA por meio do
emparelhamento de bases entre por¢cdes do crRNA e do trRNA.
[00297] Em cada uma das modalidades de composicdao, uso e
método aqui descritas, o RNA guia pode compreender uma unica
molécula de RNA como um "RNA guia unico" ou "sgRNA". O sgRNA
pode compreender um crRNA (ou uma porgdo do mesmo)
compreendendo uma sequéncia guia mostrada na Tabela 1
covalentemente ligada a um trRNA. O gRNA pode compreender 17, 18,

19 ou 20 nucleotideos contiguos de uma sequéncia guia mostrada na
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Tabela 1. Em algumas modalidades, o crRNA e o trRNA sao ligados
covalentemente por meio de um ligante. Em algumas modalidades, o
sgRNA forma uma estrutura de haste-alga através do emparelhamento
de base entre por¢des do crRNA e do trRNA. Em algumas modalidades,
o crRNA e o trRNA sao ligados covalentemente por meio de uma ou
mais ligagdes que nao sao uma ligagao fosfodiéster.

[00298] Em algumas modalidades, o trRNA pode compreender toda
ou uma por¢ao de uma sequéncia de trRNA derivada de um sistema
CRISPR/Cas de ocorréncia natural. Em algumas modalidades, o trRNA
compreende um trRNA do tipo selvagem truncado ou modificado. O
comprimento do trRNA depende do sistema CRISPR/Cas usado. Em
algumas modalidades, o trRNA compreende ou consiste em 5, 6, 7, 8,
9,10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 25, 30, 40, 50, 60, 70, 80,
90, 100 ou mais de 100 nucleotideos. Em algumas modalidades, o
trRNA pode compreender certas estruturas secundarias, como, por
exemplo, uma ou mais estruturas em gancho de cabelo ou em haste ou
em uma ou mais estruturas de abaulamento.

[00299] Em algumas modalidades, a invencdo fornece uma
composi¢ao compreendendo um ou mais RNAs guia compreendendo
uma sequéncia guia de qualquer uma das SEQ ID NOs: 5-82.

[00300] Em um aspecto, a invencdo fornece uma composicao
compreendendo um gRNA que compreende uma sequéncia guia que é
pelo menos 99%, 98%, 97%, 96%, 95%, 94%, 93%, 92%, 91% ou 90 %
idéntica a qualquer um dos acidos nucleicos das SEQ ID NOs: 5-82.
[00301] Em outras modalidades, a composicdo compreende pelo
menos um, por exemplo, pelo menos dois gRNAs compreendendo
sequéncias guia selecionadas de qualquer duas ou mais das
sequéncias guia das SEQ ID NOs: 5-82. Em algumas modalidades, a
composicao compreende pelo menos dois gRNAs, cada um

compreendendo uma sequéncia guia de pelo menos 99%, 98%, 97%,
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96%, 95%, 94%, 93%, 92%, 91% ou 90% idéntica a qualquer um dos
acidos nucleicos das SEQ ID NOs: 5-82.

[00302] Em algumas modalidades, o gRNA ¢é um sgRNA
compreendendo qualquer uma das sequéncias mostradas na Tabela 2
(SEQ ID Nos. 87-124). Em algumas modalidades, o gRNA é um sgRNA
compreendendo qualquer uma das sequéncias mostradas na Tabela 2
(SEQ ID Nos. 87-124, mas sem as modificagdes mostradas (isto €, SEQ
ID Nos. 87-124 ndo modificadas)). Em algumas modalidades, o sgRNA
compreende uma sequéncia que é pelo menos 99%, 98%, 97%, 96%,
95%, 94%, 93%, 92%, 91% ou 90% idéntica a qualquer um dos acidos
nucleicos das SEQ ID Nos. 87-124. Em algumas modalidades, o sgRNA
compreende uma sequéncia que é pelo menos 99%, 98%, 97%, 96%,
95%, 94%, 93%, 92%, 91% ou 90% idéntica a qualquer um dos acidos
nucleicos das SEQ ID Nos. 87-124, mas sem as modificacdes
mostradas (isto €, SEQ ID Nos. 87-124 ndo modificadas). Em algumas
modalidades, o sgRNA compreende qualquer uma das sequéncias guia
mostradas na Tabela 1 no lugar das sequéncias guia mostradas nas
sequéncias sgRNA da Tabela 2 nas SEQ ID Nos: 87-124, com ou sem
as modificacoes.

[00303] As composicdes de RNA guia da presente invengao sao
projetadas para reconhecer (por exemplo, hibridizar com) uma
sequéncia alvo no gene TTR. Por exemplo, a sequéncia alvo de TTR
pode ser reconhecida e clivada por uma Cas clivase fornecida
compreendendo um RNA guia. Em algumas modalidades, um agente
de ligagdo a DNA guiado por RNA, como uma Cas cleavase, pode ser
direcionado por um RNA guia para uma sequéncia alvo do gene TTR,
em que a sequéncia guia do RNA guia hibrida com a sequéncia alvo e
0 agente de ligacdo ao DNA guiado por RNA, como uma Cas clivase,
cliva a sequéncia alvo.

[00304] Em algumas modalidades, a selecdo de um ou mais RNAs
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guia é determinada com base nas sequéncias alvo dentro do gene TTR.
[00305] Sem estar vinculado a nenhuma teoria em particular,
mutagdes (por exemplo, mutagdes de deslocamento de quadro
resultantes de indels que ocorrem como resultado de um DSB mediado
por nuclease) em certas regides do gene podem ser menos toleraveis
do que mutagdes em outras regides do gene, portanto, a localizagao de
um DSB é um fator importante na quantidade ou tipo de knockdown de
proteina que pode resultar. Em algumas modalidades, um gRNA
complementar ou com complementaridade com uma sequéncia alvo
dentro de TTR é usado para direcionar o agente de ligacdo ao DNA
guiado por RNA para um local especifico no gene TTR. Em algumas
modalidades, os gRNAs sao projetados para ter sequéncias guia que
sao complementares ou tém complementaridade para sequéncias alvo
no éxon 1, éxon 2, éxon 3 ou éxon 4 de TTR.

[00306] Em algumas modalidades, a sequéncia guia é pelo menos
99%, 98%, 97%, 96%, 95%, 94%, 93%, 92%, 91% ou 90% idéntica a
uma sequéncia alvo presente no geneTTR humano. Em algumas
modalidades, a sequéncia alvo pode ser complementar a sequéncia
guia do RNA guia. Em algumas modalidades, o grau de
complementaridade ou identidade entre uma sequéncia guia de um
RNA guia e sua sequéncia alvo correspondente pode ser de pelo menos
80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, ou 100%. Em algumas
modalidades, a sequéncia alvo e a sequéncia guia do gRNA podem ser
100% complementares ou idénticas. Em outras modalidades, a
sequéncia alvo e a sequéncia guia do gRNA podem conter pelo menos
uma incompatibilidade. Por exemplo, a sequéncia alvo e a sequéncia
guia do gRNA podem conter 1, 2, 3 ou 4 incompatibilidades, em que o
comprimento total da sequéncia guia € 20. Em algumas modalidades, a
sequéncia alvo e a sequéncia guia do gRNA podem conter 1-4

incompatibilidades, onde a sequéncia guia € de 20 nucleotideos.
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[00307] Em algumas modalidades, uma composi¢ao ou formulagéo
aqui divulgada compreende um mRNA compreendendo um quadro de
leitura aberto (ORF) que codifica um agente de ligagcdo a DNA guiado
por RNA, como uma Cas nuclease, como aqui descrito. Em algumas
modalidades, um mRNA compreendendo um ORF que codifica um
agente de ligacdo a DNA guiado por RNA, como uma Cas nuclease, €
fornecido, usado ou administrado.

[00308] Em algumas modalidades, o agente de ligacdo ao DNA
guiado por RNA €& uma Cas nuclease Classe 2. Em algumas
modalidades, o agente de ligacdo ao DNA guiado por RNA possui
atividade de clivase, que também pode ser referida como atividade de
endonuclease de fita dupla. Em algumas modalidades, o agente de
ligacdo ao DNA guiado por RNA compreende uma Cas nuclease, como
uma Cas nuclease Classe 2 (que pode ser, por exemplo, uma Cas
nuclease do Tipo Il, V ou VI). As Cas nucleases Classe 2 incluem, por
exemplo, proteinas Cas9, Cpf1, C2c1, C2c2 e C2c3 e modificagdes das
mesmas. Exemplos de nucleases Cas9 incluem aquelas dos sistemas
CRISPR do tipo Il de S. pyogenes, S. aureus e outros procariontes (ver,
por exemplo, a lista no préximo paragrafo) e versdes modificadas (por
exemplo, engenheiradas ou mutantes). Ver, por exemplo,
US2016/0312198 A1; US 2016/0312199 A1. Outros exemplos de Cas
nucleases incluem um complexo Csm ou Cmr de um sistema CRISPR
do tipo Ill ou a subunidade Cas10, Csm1 ou Cmr2 do mesmo; e um
complexo Cascade de um sistema CRISPR do tipo | ou a sua
subunidade Cas3 do mesmo. Em algumas modalidades, a Cas nuclease
pode ser de um sistema Tipo lIA, Tipo IIB ou Tipo IIC. Para discusséao
de varios sistemas CRISPR e Cas nucleases, ver, por exemplo,
Makarova et al., NAT. REV. MICROBIOL. 9:467-477 (2011); Makarova et
al., NAT. REV. MICROBIOL, 13: 722-36 (2015); Shmakov et al., MOLECULAR
CELL, 60:385-397 (2015).
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[00309] As espécies exemplificativas n&o limitativas das quais a Cas
nuclease pode ser derivada incluem Streptococcus pyogenes,
Streptococcus thermophilus, Streptococcus sp., Staphylococcus
aureus, Listeria innocua, Lactobacillus gasseri, Francisella novicida,
Wolinella succinogenes, Sutterella wadsworthensis,
Gammaproteobacterium, Neisseria meningitidis, Campylobacter jejuni,
Pasteurella multocida, Fibrobacter succinogene, Rhodospirillum rubrum,
Nocardiopsis dassonvillei, Streptomyces pristinaespiralis, Streptomyces
viridochromogenes, Streptomyces viridochromogenes,
Streptosporangium roseum, Streptosporangium roseum,
Alicyclobacillus acidocaldarius, Bacillus pseudomycoides, Bacillus
selenitireducens, Exiguobacterium sibiricum, Lactobacillus delbrueckii,
Lactobacillus salivarius, Lactobacillus buchneri, Treponema denticola,
Microscilla  marina,  Burkholderiales  bacterium,  Polaromonas
naphthalenivorans, = Polaromonas sp., Crocosphaera watsonii,
Cyanothece sp., Microcystis aeruginosa, Synechococcus sp.,
Acetohalobium arabaticum, Ammonifex degensii, Caldicelulosiruptor
becscii, Candidatus Desulforudis, Clostridium botulinum, Clostridium
difficile, Finegoldia magna, Natranaerobius thermophilus,
Pelotomaculum thermopropionicum, Acidithiobacillus caldus,
Acidithiobacillus ferrooxidans, Allochromatium vinosum, Marinobacter
sp., Nitrosococcus halophilus, Nitrosococcus watsoni,
Pseudoalteromonas haloplanktis, Ktedonobacter racemifer,
Methanohalobium evestigatum, Anabaena variabilis, Nodularia
spumigena, Nostoc sp., Arthrospira maxima, Arthrospira platensis,
Arthrospira sp., Lyngbya sp., Microcoleus chthonoplastes, Oscillatoria
sp., Petrotoga mobilis, Thermosipho africanus, Streptococcus
pasteurianus, Neisseria cinerea, Campylobacter lari, Parvibaculum
lavamentivorans, Corynebacterium diphtheria, Acidaminococcus sp.,

Lachnospiraceae bacterium ND2006, e Acaryochloris marina.
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[00310] Em algumas modalidades, a Cas nuclease é a Cas9
nuclease de Streptococcus pyogenes. Em algumas modalidades, a Cas
nuclease € a Cas9 nuclease de Streptococcus thermophilus. Em
algumas modalidades, a Cas nuclease € a Cas9 nuclease de Neisseria
meningitidis. Em algumas modalidades, a Cas nuclease é a Cas9
nuclease de Staphylococcus aureus. Em algumas modalidades, a Cas
nuclease é a Cpf1 nuclease de Francisella novicida. Em algumas
modalidades, a Cas nuclease é a Cpf1 nuclease de Acidaminococcus
sp. Em algumas modalidades, a Cas nuclease é a Cpf1 nuclease de
Lachnospiraceae bacterium ND2006. Em outras modalidades, a Cas
nuclease € a Cpf1 nuclease de Francisella tularensis, Lachnospiraceae
bacterium, Butyrivibrio proteoclasticus, Peregrinibacteria bacterium,
Parcubacteria bacterium, Smithella, Acidaminococcus, Candidatus
Methanoplasma termitum, Eubacterium eligens, Moraxella bovoculi,
Leptospira inadai, Porphyromonas crevioricanis, Prevotella disiens, ou
Porphyromonas macacae. Em certas modalidades, a Cas nuclease é
uma Cpf1 nuclease de um Acidaminococcus ou Lachnospiraceae.

[00311] Cas9 do tipo selvagem possui dois dominios de nuclease:
RuvC e HNH. O dominio RuvC cliva a fita de DNA nao alvo, e o dominio
HNH cliva a fita alvo de DNA. Em algumas modalidades, a Cas9
nuclease compreende mais de um dominio RuvC e/ou mais de um
dominio HNH. Em algumas modalidades, a nuclease Cas9 € uma Cas9
do tipo selvagem. Em algumas modalidades, a Cas9 é capaz de induzir
uma quebra de fita dupla no DNA alvo. Em certas modalidades, a Cas
nuclease pode clivar dsDNA, pode clivar uma fita de dsDNA ou pode
nao ter atividade de clivase ou nickase de DNA. Uma sequéncia de
aminoacidos Cas9 exemplificativa é fornecida como SEQ ID NO: 203.
Uma sequéncia ORF de mRNA de Cas9 exemplificativa, que inclui
cédons de inicio e parada, é fornecida como SEQ ID NO: 204. Uma

sequéncia de codificacdo de mRNA de Cas9 exemplificativa, adequada
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para inclusdo em uma proteina de fusdo, é fornecida como SEQ ID NO:
210.

[00312] Em algumas modalidades, sdo utilizadas Cas nucleases
quiméricas, em que um dominio ou regido da proteina é substituido por
uma porcado de uma proteina diferente. Em algumas modalidades, um
dominio de Cas nuclease pode ser substituido por um dominio de uma
nuclease diferente, como Fok1. Em algumas modalidades, uma Cas
nuclease pode ser uma nuclease modificada.

[00313] Em outras modalidades, a Cas nuclease pode ser de um
sistema CRISPR/Cas de Tipo |I. Em algumas modalidades, a Cas
nuclease pode ser um componente do complexo Cascade de um
sistema CRISPR/Cas Tipo I. Em algumas modalidades, a Cas nuclease
pode ser uma proteina Cas3. Em algumas modalidades, a Cas nuclease
pode ser de um sistema CRISPR/Cas de Tipo Ill. Em algumas
modalidades, a Cas nuclease pode ter uma atividade de clivagem de
RNA.

[00314] Em algumas modalidades, o agente de ligacdo ao DNA
guiado por RNA possui atividade de nickase de fita unica, isto €, pode
cortar uma fita de DNA para produzir uma quebra de fita Unica, também
conhecida como "corte". Em algumas modalidades, o agente de ligagao
ao DNA guiado por RNA compreende uma Cas nickase. Uma nickase &
uma enzima que cria um corte no dsDNA, isto é, corta uma fita, mas néo
a outra da dupla hélice do DNA. Em algumas modalidades, uma Cas
nickase € uma versdo de uma Cas nuclease (por exemplo, uma Cas
nuclease discutida acima) na qual um sitio ativo endonucleolitico é
inativado, por exemplo, por uma ou mais alteragcbes (por exemplo,
mutagcdes pontuais) em um dominio catalitico. Ver, por exemplo,
Patente US 8.889.356 para discussdo de Cas nickases e alteracbes
exemplificativas no dominio catalitico. Em algumas modalidades, uma

Cas nickase como uma Cas9 nickase tem um dominio RuvC ou HNH
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inativado. Uma sequéncia de aminoacidos Cas9 nickase exemplificativa
é fornecida como SEQ ID NO: 206. Uma sequéncia ORF de mRNA de
Cas9 nickase exemplificativa, que inclui cédons de inicio e parada, é
fornecida como SEQ ID NO: 207. Uma sequéncia de codificagcado de
MRNA de Cas9 nickase exemplificativa, adequada para inclusdo em
uma proteina de fusao, é fornecida como SEQ ID NO: 211.

[00315] Em algumas modalidades, o agente de ligacdo ao DNA
guiado por RNA é modificado para conter apenas um dominio de
nuclease funcional. Por exemplo, a proteina do agente pode ser
modificada de modo que um dos dominios da nuclease seja mutado ou
completamente ou parcialmente excluido para reduzir sua atividade de
clivagem de acido nucleico. Em algumas modalidades, uma nickase é
usada tendo um dominio RuvC com atividade reduzida. Em algumas
modalidades, uma nickase é usada tendo um dominio RuvC inativo. Em
algumas modalidades, uma nickase € usada tendo um dominio HNH
com atividade reduzida. Em algumas modalidades, uma nickase é
usada tendo um dominio HNH inativo.

[00316] Em algumas modalidades, um aminoacido conservado
dentro de um dominio de nuclease da proteina Cas € substituido para
reduzir ou alterar a atividade da nuclease. Em algumas modalidades,
uma Cas nuclease pode compreender uma substituicdo de aminoacidos
no dominio da RuvC nuclease ou semelhante a RuvC. Substituicbes de
aminoacidos exemplificativas no dominio da RuvC nuclease ou
semelhante a RuvC incluem D10A (com base na proteina Cas9 de S.
pyogenes ). Ver, por exemplo, Zetsche et al. (2015) Cell Oct 22:163(3):
759-771. Em algumas modalidades, a Cas nuclease pode compreender
uma substituicdo de aminoacidos no dominio da HNH nuclease ou
semelhante a HNH. Substituicbes de aminoacidos exemplificativos no
dominio da HNH nuclease ou semelhante a HNH incluem E762A,
H840A, N863A, HI983A e DI986A (com base na proteina Cas9 de S.
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pyogenes). Ver, por exemplo, Zetsche et al. (2015). Outras substitui¢cdes
de aminoacidos exemplificativas incluem D917A, E1006A e D1255A
(com base na sequéncia de Francisella novicida U112 Cpf1 (FnCpf1)
(UniProtKB - A0OQ7Q2 (CPF1_FRATN)).

[00317] Em algumas modalidades, um mRNA que codifica uma
nickase é fornecido em combinagdo com um par de RNAs guia que séo
complementares as fitas de sentido e antissentido da sequéncia alvo,
respectivamente. Nesta modalidade, os RNAs guia direcionam a
nickase para uma sequéncia alvo e introduzem um DSB gerando um
nick em fitas opostas da sequéncia alvo (isto é, duplo corte). Em
algumas modalidades, o uso de duplo corte pode melhorar a
especificidade e reduzir os efeitos fora do alvo. Em algumas
modalidades, uma nickase € usada junto com dois RNAs guia
separados, direcionando fitas opostas de DNA, para produzir um corte
duplo no DNA alvo. Em algumas modalidades, uma nickase € usada
junto com dois RNAs guia separados que sdo selecionados para
estarem préximos para produzir um corte duplo no DNA alvo.

[00318] Em algumas modalidades, o agente de ligacdo ao DNA
guiado por RNA carece de atividade de clivase e nickase. Em algumas
modalidades, o agente de ligagao ao DNA guiado por RNA compreende
um polipeptideo de ligagdo ao DNA de dCas. Um polipeptideo dCas
possui atividade de ligagdo ao DNA, enquanto essencialmente carece
de atividade catalitica (clivase/nickase). Em algumas modalidades, o
polipeptideo dCas € um polipeptideo dCas9. Em algumas modalidades,
0 agente de ligacdo ao DNA guiado por RNA sem atividade de clivase e
nickase ou o polipeptideo de ligagdo a dCas é uma versao de uma
nuclease Cas (por exemplo, uma nuclease Cas discutida acima) na qual
seus sitios ativos endonucleoliticos sao inativados, por exemplo, por
uma ou mais alteragdes (por exemplo, mutagdes pontuais) em seus
dominios cataliticos. Ver, por exemplo, US 2014/0186958 A1; US
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2015/0166980 A1. Uma sequéncia de aminoacidos dCas9
exemplificativa é fornecida como SEQ ID NO: 208. Uma sequéncia ORF
de mRNA de dCas9 exemplificativa, que inclui cédons de inicio e
parada, € fornecida como SEQ ID NO: 209. Uma sequéncia de
codificacdo de mMRNA de dCas9 exemplificativa, adequada para
inclusdo em uma proteina de fusdo, é fornecida como SEQ ID NO: 212.
[00319] Em algumas modalidades, o agente de ligacdo ao DNA
guiado por RNA compreende um ou mais dominios funcionais
heterdlogos (por exemplo, € ou compreende um polipeptideo de fusao).
[00320] Em algumas modalidades, o dominio funcional heterdlogo
pode facilitar o transporte do agente de ligacdo ao DNA guiado por RNA
para o nucleo de uma célula. Por exemplo, o dominio funcional
heterdlogo pode ser um sinal de localizagao nuclear (NLS). Em algumas
modalidades, o agente de ligacdo ao DNA guiado por RNA pode ser
fundido com 1-10 NLS(s). Em algumas modalidades, o agente de
ligacdo ao DNA guiado por RNA pode ser fundido com 1-5 NLS(s). Em
algumas modalidades, o agente de ligagao ao DNA guiado por RNA
pode ser fundido com um NLS. Quando um NLS € usado, o NLS pode
ser ligado no N-terminal ou no C-terminal da sequéncia do agente de
ligagdo ao DNA guiada por RNA. Também pode ser inserido na
sequéncia do agente de ligagdo ao DNA guiado por RNA. Em outras
modalidades, o agente de ligagcao ao DNA guiado por RNA pode ser
fundido com mais de um NLS. Em algumas modalidades, o agente de
ligacdo ao DNA guiado por RNA pode ser fundido com 2, 3,4 ou 5 NLSs.
Em algumas modalidades, o agente de ligagdo ao DNA guiado por RNA
pode ser fundido com dois NLSs. Em certas circunstancias, os dois
NLSs podem ser os mesmos (por exemplo, dois SV40 NLSs) ou
diferentes. Em algumas modalidades, o agente de ligagcdo ao DNA
guiado por RNA é fundido a duas sequéncias SV40 NLS ligadas no

terminal carboxi. Em algumas modalidades, o agente de ligacdo ao DNA
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guiado por RNA pode ser fundido com dois NLSs, um ligado no N-
terminal e um no C-terminal. Em algumas modalidades, o agente de
ligacdo ao DNA guiado por RNA pode ser fundido com 3 NLSs. Em
algumas modalidades, o agente de ligacdo ao DNA guiado por RNA
pode ser fundido com nenhum NLS. Em algumas modalidades, o NLS
pode ser uma sequéncia monopartida, como, por exemplo, o SV40 NLS,
PKKKRKYV (SEQ ID NO: 274) ou PKKKRRYV (SEQ ID NO: 275). Em
algumas modalidades, o NLS pode ser uma sequéncia bipartida, como
o NLS da nucleoplasmina, KRPAATKKAGQAKKKK (SEQ ID NO: 276).
Numa modalidade especifica, um unico PKKKRKYV (SEQ ID NO: 274)
NLS pode ser ligado no C-terminal do agente de ligacdo ao DNA guiado
por RNA. Um ou mais ligantes sao opcionalmente incluidos no sitio de
fusdo.

[00321] Em algumas modalidades, o dominio funcional heterdlogo
pode ser capaz de modificar a meia-vida intracelular do agente de
ligacdo ao DNA guiado por RNA. Em algumas modalidades, a meia-
vida do agente de ligagao ao DNA guiado por RNA pode ser aumentada.
Em algumas modalidades, a meia-vida do agente de ligacdo ao DNA
guiado por RNA pode ser reduzida. Em algumas modalidades, o
dominio funcional heterélogo pode ser capaz de aumentar a
estabilidade do agente de ligacdo ao DNA guiado por RNA. Em
algumas modalidades, o dominio funcional heterdlogo pode ser capaz
de reduzir a estabilidade do agente de ligacdo ao DNA guiado por RNA.
Em algumas modalidades, o dominio funcional heterélogo pode atuar
como um peptideo sinal para degradacédo de proteinas. Em algumas
modalidades, a degradagao de proteinas pode ser mediada por enzimas
proteoliticas, como, por exemplo, proteassomas, proteases
lisossébmicas ou proteases de calpaina. Em algumas modalidades, o
dominio funcional heterélogo pode compreender uma sequéncia PEST.

Em algumas modalidades, o agente de ligagdo ao DNA guiado por RNA
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pode ser modificado pela adicdo de ubiquitina ou uma cadeia de
polubiquitina. Em algumas modalidades, a ubiquitina pode ser uma
proteina do tipo ubiquitina (UBL). Exemplos n&o limitativos de proteinas
do tipo ubiquitina incluem modificador pequeno do tipo ubiquitina
(SUMO), proteina reativa cruzada da ubiquitina (UCRP, também
conhecida como gene 15 estimulado por interferon-15 (ISG15)),
modificador-1 relacionado a ubiquitina (URM1), proteina-8 desregulada
no desenvolvimento expressa em células precursoras dos neurdnios
(NEDDS8, também chamada Rub1 em S. cerevisiae), associada ao
antigeno leucocitario humano F (FAT10), autofagia-8 (ATG8) e -12
(ATG12), proteina semelhante a Fau ubiquitina (FUB1), UBL ancorado
na membrana (MUB), modificador de dobra de ubiquitina-1 (UFM1) e
proteina-5 semelhante a ubiquitina (UBL5).

[00322] Em algumas modalidades, o dominio funcional heterdlogo
pode ser um dominio marcador. Exemplos nao limitativos de dominios
marcadores incluem proteinas fluorescentes, marcadores de
purificacdo, marcadores de epitopos e sequéncias de genes reporteres.
Em algumas modalidades, o dominio marcador pode ser uma proteina
fluorescente. Exemplos nao limitativos de proteinas fluorescentes
adequadas incluem proteinas fluorescentes verdes (por exemplo, GFP,
GFP-2, tagGFP, turboGFP, sfGFP, EGFP, Esmeralda, Verde Azami,
Verde Azami Monomérico, CopGFP, AceGFP, ZsGreen1), proteinas
fluorescentes amarelas (por exemplo, YFP, EYFP, Citrina, Vénus, YPet,
PhiYFP, ZsYellow1), proteinas fluorescentes azuis (por exemplo, EBFP,
EBFP2, Azurita, mKalamal, GFPuv, Safira, Safira-T), proteinas
fluorescentes cianas (por exemplo, ECFP, ceruleo, CyPet, AmCyanf1,
Midoriishi-Cyan), proteinas fluorescentes vermelhas (por exemplo,
mKate, mKate2, mPlum, monémero DsRed, mCherry, mRFP1, DsRed-
Express, DsRed2, DsRed-monémero, HcRed-Tandem, HcRed1,

AsRed2, eRedberry2, mStrawberry, Jred) e proteinas fluorescentes
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laranjas (mOrange, mKO, Kusabira-Orange, Komabira-Monomérica-
Orange, mTangerina, tdTomato) ou qualquer outra proteina
fluorescente adequada. Em outras modalidades, o dominio marcador
pode ser uma etiqueta de purificacdo e/ou uma etiqueta de epitopo.
Etiquetas exemplificativas n&o limitativas incluem glutationa-S-
transferase (GST), proteina de ligacdo a quitina (CBP), proteina de
ligacdo a maltose (MBP), tioredoxina (TRX), poli (NANP), etiqueta de
purificacdo por afinidade em tandem (TAP), myc, AcV5, AU1, AUS, E,
ECS, E2, FLAG, HA, nus, Softag 1, Softag 3, Strep, SBP, Glu-Glu, HSV,
KT3, S, S1, T7, V5, VSV-G, 6xHis, 8xHis, proteina transportadora de
biotina carboxil (BCCP), poli-His e calmodulina. Genes reporter
exemplificativos nao limitativos incluem glutationa-S-transferase (GST),
peroxidase de rabano silvestre (HRP), cloranfenicol acetiltransferase
(CAT), beta-galactosidase, beta-glucuronidase, luciferase ou proteinas
fluorescentes.

[00323] Em modalidades adicionais, o dominio funcional heterdlogo
pode direcionar o agente de ligagdo ao DNA guiado por RNA para uma
organela, tipo de célula, tecido ou 6rgao especifico. Em algumas
modalidades, o dominio funcional heter6élogo pode direcionar o agente
de ligagao ao DNA guiado por RNA para mitocondrias.

[00324] Em outras modalidades, o dominio funcional heterdlogo
pode ser um dominio efetor. Quando o agente de ligagdo ao DNA guiado
por RNA é direcionado para sua sequéncia alvo, por exemplo, quando
uma Cas nuclease € direcionada para uma sequéncia alvo por um
gRNA, o dominio efetor pode modificar ou afetar a sequéncia alvo. Em
algumas modalidades, o dominio efetor pode ser escolhido a partir de
um dominio de ligagdo de acido nucleico, um dominio nuclease (por
exemplo, um dominio nuclease ndao Cas), um dominio de modificagao
epigenética, um dominio de ativagao transcricional ou um dominio

repressor transcricional. Em algumas modalidades, o dominio funcional
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heterdlogo € uma nuclease, como uma nuclease Fokl. Ver, por exemplo,
Patente US 9.023.649. Em algumas modalidades, o dominio funcional
heterdlogo € um ativador ou repressor da transcri¢gao. Ver, por exemplo,
Qi et al., “Repurposing CRISPR as an RNA-guided platform for
sequence-specific control of gene expression,” Cell 152:1173-83 (2013);
Perez-Pinera et al., “RNA-guided gene activation by CRISPR-Cas9-
based transcription factors,” Nat. Methods 10:973-6 (2013); Mali et al.,
“CAS9 transcriptional activators for target specificity screening and
paired nickases for cooperative genome engineering,” Nat. Biotechnol.
31:833-8 (2013); Gilbert et al., “CRISPR-mediated modular RNA-guided
regulation of transcription in eukaryotes,” Cell 154:442-51 (2013). Como
tal, o agente de ligacdo ao DNA guiado por RNA torna-se
essencialmente um fator de transcricdo que pode ser direcionado para
ligar uma sequéncia alvo desejada usando um RNA guia.

B. gRNAs e mRNAs modificados

[00325] Em algumas modalidades, o gRNA ¢é quimicamente
modificado. Um gRNA que compreende um ou mais nucleosideos ou
nucleotideos modificados € chamado de gRNA "modificado" ou gRNA
"quimicamente modificado" para descrever a presenca de um ou mais
componentes ou configuracdes de ocorréncia natural e ndo natural que
s&o usados em vez de ou em além dos residuos candnicos A, G, C e U.
Em algumas modalidades, um gRNA modificado é sintetizado com um
nucleosideo ou nucleotideo n&o candnico, é aqui chamado de
"modificado". Os nucleosideos e nucleotideos modificados podem
incluir um ou mais de: (i) alteragao, por exemplo, substituicdo, de um ou
de ambos os oxigénios de fosfato nédo ligados e/ou de um ou mais dos
oxigénios de fosfato de ligagao na ligagao da espinha dorsal fosfodiéster
(uma modificagdo de espinha dorsal exemplificativa); (ii) alteracéo, por
exemplo, substituigdo, de um constituinte do agucar ribose, por

exemplo, do 2" hidroxila no agucar ribose (uma modificagdo exemplar no
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agucar); (iii) substituigdo por atacado da fragdo fosfato por ligantes
"desfosfo" (uma modificacdo exemplificativa da espinha dorsal); (iv)
modificagdo ou substituicdo de uma nucleobase de ocorréncia natural,
incluindo uma nucleobase ndo candnica (uma modificacdo de base
exemplificativa); (v) substituicdo ou modificagdo da espinha dorsal
ribose-fosfato (uma modificagcdo exemplificativa da espinha dorsal); (vi)
modificacdo da extremidade 3' ou da extremidade 5 do
oligonucleotideo, por exemplo, remog¢ao, modificacdo ou substituicdo de
um grupo fosfato terminal ou conjugagcao de uma fragdo, campeamento
ou ligante (tais modificagdes de capeamento 3' ou 5 podem
compreender uma modificacido de acucar e/ou espinha dorsal); e (vii)
modificagcdo ou substituicdo do agucar (uma modificagao exemplificativa
do acgucar).

[00326] Como observado acima, em algumas modalidades, uma
composicdo ou formulacdo aqui divulgada compreende um mRNA
compreendendo um quadro de leitura aberto (ORF) que codifica um
agente de ligacdo a DNA guiado por RNA, como uma Cas nuclease,
como aqui descrito. Em algumas modalidades, um mRNA
compreendendo um ORF que codifica um agente de ligagdo a DNA
guiado por RNA, como uma Cas nuclease, € fornecido, usado ou
administrado. Em algumas modalidades, o ORF que codifica uma
nuclease de DNA guiado por RNA €& um "agente de ligacdo a DNA
guiado por RNA modificado" ou simplesmente um "ORF modificado",
que é usado como abreviacio para indicar que o ORF é modificado em
uma ou mais das seguintes maneiras: (1) o ORF modificado tem um teor
de uridina que varia de seu teor minimo de uridina a 150% do teor
minimo de uridina; (2) o ORF modificado tem um teor de dinucleotideo
de uridina que varia do seu teor minimo de dinucleotideo de uridina a
150% do teor minimo de dinucleotideo de uridina; (3) o ORF modificado

possui pelo menos 90% de identidade com qualquer uma de SEQ ID
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NOs: 201, 204, 210, 214, 215, 223, 224, 250, 252, 254, 265 ou 266; (4)
o ORF modificado consiste em um conjunto de cédons dos quais pelo
menos 75% dos cédons sdo codons listados na Tabela 3A dos cédons
minimos de uridina; ou (5) o ORF modificado compreende pelo menos
uma uridina modificada. Em algumas modalidades, o ORF modificado é
modificada em pelo menos duas, trés ou quatro das formas anteriores.
Em algumas modalidades, o ORF modificado compreende pelo menos
uma uridina modificada e € modificado em pelo menos um, dois, trés ou
todos os itens (1) - (4) acima.

Tabela 3A dos Cdédons Minimos de Uridina

Aminoacido Cdodon minimo de uridina
A Alanina GCA ou GCC ou GCG
G Glicina GGA ou GGC ou GGG
\% Valina GUC ou GUA ou GUG
D Acido aspartico | GAC
E Acido glutamico | GAA ou GAG
I Isoleucina AUC ou AUA
T Treonina ACA ou ACC ou ACG
N Asparagina AAC
K Lisina AAG ou AAA
S Serina AGC
R Arginina AGA ou AGG
L Leucina CUG ou CUA ou CUC
P Prolina CCGou CCAouCCC
H Histidina CAC
Q Glutamina CAG ou CAA
F Fenilalanina uucC
Y Tirosina UAC
C Cisteina UGC
w Triptofano UGG
M Metionina AUG

[00327] Em qualquer uma das modalidades anteriores, o ORF

modificado pode consistir em um conjunto de cédons dos quais pelo
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menos 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 98%, 99% ou 100% dos coédons sao
codons listados na Tabela 3A mostrando os Cdédons Minimos de
Uridina.

[00328] Em qualquer uma das modalidades anteriores, o ORF
modificado pode compreender uma sequéncia com pelo menos 90%,
95%, 98%, 99% ou 100% de identidade com qualquer uma das SEQ ID
NO: 201, 204, 210, 214, 215, 223, 224, 250, 252, 254, 265 ou 266.
[00329] Em qualquer uma das modalidades anteriores, o ORF
modificado pode ter um teor de uridina que varia de seu teor minimo de
uridina a 150%, 145%, 140%, 135%, 130%, 125%, 120%, 115%, 110%,
105 %, 104%, 103%, 102% ou 101% do teor minimo de uridina.
[00330] Em qualquer uma das modalidades anteriores, o ORF
modificado pode ter um toer de dinucleotideo de uridina que varia de
seu teor minimo de dinucleotideo de uridina a 150%, 145%, 140%,
135%, 130%, 125%, 120%, 115%, 110%, 105%, 104%, 103%, 102% ou
101% do teor minimo de dinucleotideo de uridina.

[00331] Em qualquer uma das modalidades anteriores, o ORF
modificado pode compreender uma uridina modificada pelo menos em
uma, uma pluralidade de, ou todas as posi¢gdes de uridina. Em algumas
modalidades, a uridina modificada € uma uridina modificada na posicéo
5, por exemplo, com um halogénio, metil ou etil. Em algumas
modalidades, a uridina modificada € uma pseudouridina modificada na
posicao 1, por exemplo, com um halogénio, metil ou etil. A uridina
modificada pode ser, por exemplo, pseudouridina, N1-metil-
pseudouridina, 5-metoxiuridina, 5-iodouridina ou uma combinacédo dos
mesmos. Em algumas modalidades, a uridina modificada €& 5-
metoxiuridina. Em algumas modalidades, a uridina modificada é 5-
iodouridina. Em algumas modalidades, a uridina modificada é
pseudouridina. Em algumas modalidades, a uridina modificada é N1-

metil-pseudouridina. Em algumas modalidades, a uridina modificada é
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uma combinacao de pseudouridina e N1-metil-pseudouridina. Em
algumas modalidades, a uridina modificada € uma combinagdo de
pseudouridina e 5-metoxiuridina. Em algumas modalidades, a uridina
modificada é uma combinacdo de N1-metil pseudouridina e 5-
metoxiuridina. Em algumas modalidades, a uridina modificada € uma
combinagao de 5-iodouridina e N1-metil-pseudouridina. Em algumas
modalidades, a uridina modificada € uma combinac¢ao de pseudouridina
e 5-iodouridina. Em algumas modalidades, a uridina modificada € uma
combinagao de 5-iodouridina e 5-metoxiuridina.

[00332] Em algumas modalidades, pelo menos 10%, 15%, 20%,
25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%,
85%, 90%, 95%, 98%, 99% ou 100% das posi¢cdes de uridina em um
MRNA de acordo com a divulgagcdo sao uridinas modificadas. Em
algumas modalidades, 10%-25%, 15-25%, 25-35%, 35-45%, 45-55%,
55-65%, 65-75%, 75-85%, 85-95%, ou 90-100% das posi¢des de uridina
em um mRNA de acordo com a divulgacao s&o uridinas modificadas,
por exemplo, 5-metoxiuridina, 5-iodouridina, N1-metil pseudouridina,
pseudouridina ou uma combinagdo dos mesmos. Em algumas
modalidades, 10%-25%, 15-25%, 25-35%, 35-45%, 45-55%, 55-65%,
65-75%, 75-85%, 85-95%, ou 90-100% das posi¢des de uridina em um
MRNA de acordo com a divulgacado sdo 5-metoxiuridina. Em algumas
modalidades, 10%-25%, 15-25%, 25-35%, 35-45%, 45-55%, 55-65%,
65-75%, 75-85%, 85-95%, ou 90-100% das posi¢des de uridina em um
MRNA de acordo com a divulgagao sao pseudouridina. Em algumas
modalidades, 10%-25%, 15-25%, 25-35%, 35-45%, 45-55%, 55-65%,
65-75%, 75-85%, 85-95%, ou 90-100% das posi¢des de uridina em um
MRNA de acordo com a divulgagao sao N1-metil pseudouridina. Em
algumas modalidades, 10%-25%, 15-25%, 25-35%, 35-45%, 45-55%,
55-65%, 65-75%, 75-85%, 85-95%, ou 90-100% das posic¢des de uridina

em um mMRNA de acordo com a divulgacdo sdo 5-iodouridina. Em
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algumas modalidades, 10%-25%, 15-25%, 25-35%, 35-45%, 45-55%,
55-65%, 65-75%, 75-85%, 85-95%, ou 90-100% das posic¢des de uridina
em um mRNA de acordo com a divulgagao sao 5-metoxiuridina e o
restante € N1-metil pseudouridina. Em algumas modalidades, 10%-
25%, 15-25%, 25-35%, 35-45%, 45-55%, 55-65%, 65-75%, 75-85%, 85-
95%, ou 90-100% das posi¢des de uridina em um mRNA de acordo com
a divulgacao sao 5-iodouridina e o restante € N1-metil pseudouridina.
[00333] Emalgumas modalidades, o mMRNA compreende pelo menos
uma UTR de um mRNA de mamifero expresso, como um mRNA
expresso constitutivamente. Um MRNA e considerado
constitutivamente expresso em um mamifero se for continuamente
transcrito em pelo menos um tecido de um mamifero adulto saudavel.
Em algumas modalidades, o mMRNA compreende um 5' UTR, 3' UTR ou
5'e 3' UTRs a partir de um RNA de mamifero expresso, tal como um
MRNA de mamifero expresso constitutivamente. O mRNA da actina é
um exemplo de um mRNA expresso constitutivamente.

[00334] Em algumas modalidades, o mMRNA compreende pelo menos
uma UTR da hidroxisteroide 17-beta desidrogenase 4 (HSD17B4 ou
HSD), por exemplo, uma UTR de 5' da HSD. Em algumas modalidades,
o mMRNA compreende pelo menos uma UTR de um mRNA de globina,
por exemplo, mRNA de alfa globina humana (HBA), mRNA de beta
globina humana (HBB) ou mRNA de Xenopus laevis beta globina (XBG).
Em algumas modalidades, o mRNA compreende um 5' UTR, 3' UTR ou
5'e 3' UTRs de um mRNA de globina, como HBA, HBB ou XBG. Em
algumas modalidades, 0 mMRNA compreende uma UTR 5' do horménio
de crescimento bovino, citomegalovirus (CMV), Hba-a1 de
camundongo, HSD, um gene da albumina, HBA, HBB ou XBG. Em
algumas modalidades, 0 mMRNA compreende uma UTR 3' do horménio
de crescimento bovino, citomegalovirus, Hba-a1 de camundongo, HSD,

um gene de albumina, HBA, HBB ou XBG. Em algumas modalidades, o
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MRNA compreende UTRs 5' e 3' do horménio de crescimento bovino,
citomegalovirus, Hba-a1 de camundongo, HSD, um gene da albumina,
HBA, HBB, XBG, proteina de choque térmico 90 (Hsp90), gliceraldeido
3-fosfato desidrogenase (GAPDH), beta-actina, alfa-tubulina, proteina
tumoral (p53) ou receptor do fator de crescimento epidérmico (EGFR).
[00335] Em algumas modalidades, o mRNA compreende UTRs &' e
3' que sdo da mesma fonte, por exemplo, um mRNA expressado
constitutivamente como actina, albumina ou globina como HBA, HBB ou
XBG.

[00336] Em algumas modalidades, o mRNA ndo compreende uma
UTR 5', por exemplo, ndo ha nucleotideos adicionais entre o
capeamento 5' e o cddon de partida. Em algumas modalidades, o mRNA
compreende uma sequéncia de Kozak (descrita abaixo) entre o
capeamento 5' e o cdédon de inicio, mas ndo possui nenhuma UTR &'
adicional. Em algumas modalidades, o mRNA nao compreende uma
UTR 3', por exemplo, ndo ha nucleotideos adicionais entre o codon de
parada e a cauda poli-A.

[00337] Em algumas modalidades, o mRNA compreende uma
sequéncia de Kozak. A sequéncia de Kozak pode afetar o inicio da
traducdo e o rendimento geral de um polipeptideo traduzido de um
MRNA. Uma sequéncia de Kozak inclui um cédon de metionina que
pode funcionar como o cédon de inicio. Uma sequéncia de Kozak
minima € NNNRUGN em que pelo menos um dos seguintes é
verdadeiro: o primeiro N € A ou G e o0 segundo N é G. No contexto de
uma sequéncia nucleotidica, R significa uma purina (A ou G). Em
algumas modalidades, a sequéncia de Kozak €é RNNRUGN,
NNNRUGG, RNNRUGG, RNNAUGN, NNNAUGG, ou RNNAUGG. Em
algumas modalidades, a sequéncia de Kozak é rccRUGg com zero
incompatibilidades ou com até uma ou duas incompatibilidades para

posi¢cdes em minusculas. Em algumas modalidades, a sequéncia de
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Kozak é rccAUGg com zero incompatibilidades ou com até uma ou duas
incompatibilidades para posicdes em minusculas. Em algumas
modalidades, a sequéncia Kozak é gccRccAUGG (SEQ ID NO: 277)
com zero incompatibilidades ou com até uma, duas ou trés
incompatibilidades para posigcdes em minusculas. Em algumas
modalidades, a sequéncia de Kozak é gccAccAUG com zero
incompatibilidades ou com até uma, duas, trés ou quatro
incompatibilidades para posigcdes em minusculas. Em algumas
modalidades, a sequéncia de Kozak ¢ GCCACCAUG. Em algumas
modalidades, a sequéncia Kozak é gccgccRccAUGG (SEQ ID NO: 278)
com zero incompatibilidades ou com até uma, duas, trés ou quatro
incompatibilidades para posicdes em minusculas.

[00338] Em algumas modalidades, o mRNA que compreende um
ORF que codifica um agente de ligacdo ao DNA guiado por RNA
compreende uma sequéncia com pelo menos 90% de identidade com a
SEQ ID NO: 1, opcionalmente em que o ORF da SEQ ID NO: 1 (isto &,
SEQ ID NO: 204) é substituido por um ORF alternativo de qualquer uma
das SEQ ID NO: 210, 214, 215, 223, 224, 250, 252, 254, 265 ou 266.
[00339] Em algumas modalidades, o mRNA que compreende um
ORF que codifica um agente de ligacdo ao DNA guiado por RNA
compreende uma sequéncia com pelo menos 90% de identidade com a
SEQ ID NO: 244, opcionalmente em que o ORF da SEQ ID NO: 244
(isto €, SEQ ID NO: 204) é substituido por um ORF alternativo de
qualquer uma das SEQ ID NO: 210, 214, 215, 223, 224, 250, 252, 254,
265 ou 266.

[00340] Em algumas modalidades, o mRNA que compreende um
ORF que codifica um agente de ligacdo ao DNA guiado por RNA
compreende uma sequéncia com pelo menos 90% de identidade com a
SEQ ID NO: 256, opcionalmente em que o ORF da SEQ ID NO: 256
(isto €, SEQ ID NO: 204) é substituido por um ORF alternativo de
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qualquer uma das SEQ ID NO: 210, 214, 215, 223, 224, 250, 252, 254,
265 ou 266.

[00341] Em algumas modalidades, o mRNA que compreende um
ORF que codifica um agente de ligacdo ao DNA guiado por RNA
compreende uma sequéncia com pelo menos 90% de identidade com a
SEQ ID NO: 257, opcionalmente em que o ORF da SEQ ID NO: 257
(isto €, SEQ ID NO: 204) é substituido por um ORF alternativo de
qualquer uma das SEQ ID NO: 210, 214, 215, 223, 224, 250, 252, 254,
265 ou 266.

[00342] Em algumas modalidades, o mRNA que compreende um
ORF que codifica um agente de ligacdo ao DNA guiado por RNA
compreende uma sequéncia com pelo menos 90% de identidade com a
SEQ ID NO: 257, opcionalmente em que o ORF da SEQ ID NO: 258
(isto €, SEQ ID NO: 204) é substituido por um ORF alternativo de
qualquer uma das SEQ ID NO: 210, 214, 215, 223, 224, 250, 252, 254,
265 ou 266.

[00343] Em algumas modalidades, o mRNA que compreende um
ORF que codifica um agente de ligacdo ao DNA guiado por RNA
compreende uma sequéncia com pelo menos 90% de identidade com a
SEQ ID NO: 259, opcionalmente em que o ORF da SEQ ID NO: 259
(isto €, SEQ ID NO: 204) é substituido por um ORF alternativo de
qualquer uma das SEQ ID NO: 210, 214, 215, 223, 224, 250, 252, 254,
265 ou 266.

[00344] Em algumas modalidades, o mRNA que compreende um
ORF que codifica um agente de ligacdo ao DNA guiado por RNA
compreende uma sequéncia com pelo menos 90% de identidade com a
SEQ ID NO: 260, opcionalmente em que o ORF da SEQ ID NO: 260
(isto €, SEQ ID NO: 204) é substituido por um ORF alternativo de
qualquer uma das SEQ ID NO: 210, 214, 215, 223, 224, 250, 252, 254,
265 ou 266.
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[00345] Em algumas modalidades, o mRNA que compreende um
ORF que codifica um agente de ligacdo ao DNA guiado por RNA
compreende uma sequéncia com pelo menos 90% de identidade com a
SEQ ID NO: 261, opcionalmente em que o ORF da SEQ ID NO: 261
(isto é, SEQ ID NO: 204) é substituido por um ORF alternativo de
qualquer uma das SEQ ID NO: 210, 214, 215, 223, 224, 250, 252, 254,
265 ou 266.

[00346] Em algumas modalidades, o grau de identidade para as
sequéncias opcionalmente substituidas das SEQ ID NOs 243, 244 ou
256-261 & de 95%. Em algumas modalidades, o grau de identidade para
as sequéncias opcionalmente substituidas das SEQ ID NOs 243, 244
ou 256-261 é de 98%. Em algumas modalidades, o grau de identidade
para as sequéncias opcionalmente substituidas das SEQ ID NOs 243,
244 ou 256-261 é de 99%. Em algumas modalidades, o grau de
identidade para as sequéncias opcionalmente substituidas das SEQ ID
NOs 243, 244 ou 256-261 é de 100%.

[00347] Em algumas modalidades, um mRNA divulgado neste
documento compreende um capeamento 5', como um Cap0, Cap1 ou
Cap2. Um capeamento 5' é geralmente um ribonucleotideo de 7-
metilguanina (que pode ser adicionalmente modificado, conforme
discutido abaixo, por exemplo, com relacdo ao ARCA) ligado através de
um 5'-trifosfato a posicao 5' do primeiro nucleotideo da cadeia 5'-a-3' do
MRNA, isto €, o primeiro nucleotideo cap-proximal. No Cap0, as riboses
do primeiro e do segundo nucleotideos cap-proximais do mMRNA
compreendem um 2'-hidroxila. No Cap1, as riboses do primeiro e do
segundo nucleotideos transcritos do mRNA compreendem um 2'-metoxi
e um 2'-hidroxil, respectivamente. No Cap2, as riboses do primeiro e do
segundo nucleotideos cap-proximais do mRNA compreendem um 2'-
metoxi. Ver, por exemplo, Katibah et al. (2014) Proc Nat/ Acad Sci USA
111(33):12025-30; Abbas et al. (2017) Proc Natl Acad Sci USA
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114(11):E2106-E2115. A maioria dos mRNAs eucariéticos enddgenos
superiores, incluindo os mRNAs de mamiferos, como os mRNAs
humanos, compreendem Cap1 ou Cap2. CapO e outras estruturas de
capeamento diferentes de Cap1 e Cap2 podem ser imunogénicas em
mamiferos, como seres humanos, devido ao reconhecimento como "néo
proprio” por componentes do sistema imunoldgico inato, como IFIT-1 e
IFIT-5, que podem resultar em niveis elevados de citocinas, incluindo
interferon tipo I. Os componentes do sistema imunoldgico inato, como o
IFIT-1 e o IFIT-5, também podem competir com o elF4E pela ligagao de
um mMRNA com um capeamento diferente de Cap1 ou Cap2,
potencialmente inibindo a tradugédo do mRNA.

[00348] Um capeamento pode ser incluido cotranscricionalmente.
Por exemplo, ARCA (andlogo de capeamento antirreverso; Thermo
Fisher Scientific Cat. N° AM8045) é um analogo de capeamento que
compreende um 7-metilguanina 3'-metoxi-5'-trifosfato ligado a posigao
5' de um ribonucleotideo de guanina que pode ser incorporado in vitro
em um transcrito no inicio. O ARCA resulta em um capeamento Cap0
em que a posig¢ao 2' do primeiro nucleotideo cap-proximal € hidroxila.
Ver, por exemplo, Stepinski et al., (2001) “Synthesis and properties of
MRNAs containing the novel ‘anti-reverse’ cap analogs 7-methyl(3'-O-
methyl)GpppG and 7-methyl(3'deoxy)GpppG,” RNA 7: 1486-1495. A

estrutura do ARCA é mostrada abaixo.
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[00349] CleanCap™ AG (m7G(5")ppp(5')(2'OMeA)pG; TriLink
Biotechnologies Cat. N° N-7113) ou CleanCap™ GG
(M7G(5")ppp(5')(2'0OMeG)pG; TriLink Biotechnologies Cat. N° N-7133)
pode ser usado para fornecer uma estrutura Cap1

cotranscricionalmente. As versdes 3'-O-metiladas de CleanCap™ AG e
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CleanCap™ GG também estao disponiveis na TriLink Biotechnologies
como Cat. Nos. N-7413 e N-7433, respectivamente. A estrutura

CleanCap™ AG ¢ mostrada abaixo.

HO OH

[0001] Alternativamente, um capeamento pode ser adicionado a um
RNA poés-transcricionalmente. Por exemplo, a enzima de capeamento
Vaccinia esta disponivel comercialmente (New England Biolabs Cat. N°
M2080S) e possui atividades de RNA trifosfatase e guanililtransferase,
fornecidas por sua subunidade D1, e guanina metiltransferase,
fornecidas por sua subunidade D12. Como tal, pode adicionar uma 7-
metilguanina a um RNA, de modo a originar Cap0, na presenca de S-
adenosilmetionina e GTP. Ver, por exemplo, Guo, P. e Moss, B. (1990)
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87, 4023-4027; Mao, X. and Shuman, S.
(1994) J. Biol. Chem., 269, 24472-24479. Para uma discussao adicional
das abordagens de capeamentos, ver, por exemplo, W0O2017/053297 e
Ishikawa et al., Nucl. Acids. Symp. Ser. (2009) No. 53, 129-130.

[0002] Em algumas modalidades, o mMRNA compreende ainda uma
cauda poli-adenilada (poli-A). Em algumas modalidades, a cauda poli-A
compreende pelo menos 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 ou 100 adeninas,
opcionalmente até 300 adeninas. Em algumas modalidades, a cauda
poli-A compreende 95, 96, 97, 98, 99 ou 100 nucleotideos de adenina.
Em alguns casos, a cauda poli-A é "interrompida" com uma ou mais

"ancoras" de nucleotideos nao adenina em um ou mais locais dentro da
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cauda poli-A. As caudas poli-A podem compreender pelo menos 8
nucleotideos de adenina consecutivos, mas também compreender um
ou mais nucleotideos ndo adenina. Como utilizado neste documento,
"nucleotideos ndo adenina" refere-se a nucleotideos naturais ou nao
naturais que ndo compreendem adenina. Os nucleotideos de guanina,
timina e citosina sao nucleotideos ndo adenina exemplificativos. Assim,
as caudas de poli-A no mRNA aqui descrito podem compreender
nucleotideos de adenina consecutivos localizados 3' a nucleotideos que
codificam um agente de ligacdo a DNA guiado por RNA ou uma
sequéncia de interesse. Em alguns casos, as caudas poli-A no mRNA
compreendem nucleotideos de adenina ndo consecutivos localizados 3'
para nucleotideos que codificam um agente de ligagao a DNA guiado
por RNA ou uma sequéncia de interesse, em que nucleotideos nao
adenina interrompem os nucleotideos adenina em intervalos espagados
regular ou irregularmente.

[0003] Em algumas modalidades, o um ou mais nucleotideos néo
adenina sao posicionados para interromper os nucleotideos adenina
consecutivos, de modo que uma proteina de ligacéo a poli(A) possa se
ligar a um trecho de nucleotideos adenina consecutivos. Em algumas
modalidades, um ou mais nucleotideos ndo adenina estao localizados
apods pelo menos 8, 9, 10, 11 ou 12 nucleotideos adenina consecutivos.
Em algumas modalidades, o um ou mais nucleotideos nao adenina esta
localizado apds pelo menos 8-50 nucleotideos adenina consecutivos.
Em algumas modalidades, o um ou mais nucleotideos ndo-adenina esta
localizado apds pelo menos 8-100 nucleotideos adenina consecutivos.
Em algumas modalidades, o nucleotideo n&o adenina € apos um, dois,
trés, quatro, cinco, seis ou sete nucleotideos de adenina e € seguido por
pelo menos 8 nucleotideos adenina consecutivos.

[0004] A cauda poli-A pode compreender uma sequéncia de

nucleotideos de adenina consecutivos seguidos por um ou mais
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nucleotideos nao adenina, opcionalmente seguidos por nucleotideos
adenina adicionais.

[0005] Em algumas modalidades, a cauda poli-A compreende ou
contém um nucleotideo ndo adenina ou um trecho consecutivo de 2-10
nucleotideos nao adenina. Em algumas modalidades, o(s)
nucleotideo(s) ndo adenina estéo localizados apos pelo menos 8, 9, 10,
11 ou 12 nucleotideos adenina consecutivos. Em alguns casos, o um ou
mais nucleotideos ndo adenina estao localizados apds pelo menos 8-50
nucleotideos adenina consecutivos. Em algumas modalidades, o um ou
mais nucleotideos ndo adenina estao localizados apds pelo menos 8, 9,
10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28,
29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47,
48, 49, ou 50 nucleotideos adenina consecutivos.

[0006] Em algumas modalidades, o nucleotideo ndo adenina é
guanina, citosina ou timina. Em alguns casos, o nucleotideo nao
adenina é um nucleotideo guanina. Em algumas modalidades, o
nucleotideo nao adenina € um nucleotideo citosina. Em algumas
modalidades, o nucleotideo n&o adenina é um nucleotideo timina. Em
alguns casos, onde mais de um nucleotideo ndo adenina esta presente,
0 nucleotideo ndo adenina pode ser selecionado de: a) nucleotideos
guanina e timina; b) nucleotideos de guanina e citosina; c) nucleotideos
de timina e citosina; ou d) nucleotideos de guanina, timina e citosina.
Um exemplo de cauda poli-A compreendendo nucleotideos ndo adenina
é fornecido como SEQ ID NO: 4.

[0007] Em algumas modalidades, o mMRNA compreende ainda uma
cauda poli-adenilada (poli-A). Em alguns casos, a cauda poli-A é
"interrompida" com uma ou mais "ancoras" de nucleotideos ndo adenina
em um ou mais locais dentro da cauda poli-A. As caudas poli-A podem
compreender pelo menos 8 nucleotideos de adenina consecutivos, mas

também compreender um ou mais nucleotideos ndo adenina. Como
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utilizado neste documento, "nucleotideos n&o adenina" refere-se a
nucleotideos naturais ou ndo naturais que n&do compreendem adenina.
Os nucleotideos de guanina, timina e citosina sdo nucleotideos nao
adenina exemplificativos. Assim, as caudas de poli-A no mRNA aqui
descrito podem compreender nucleotideos de adenina consecutivos
localizados 3' a nucleotideos que codificam um agente de ligacdo a DNA
guiado por RNA ou uma sequéncia de interesse. Em alguns casos, as
caudas poli-A no mRNA compreendem nucleotideos de adenina nao
consecutivos localizados 3' para nucleotideos que codificam um agente
de ligagao a DNA guiado por RNA ou uma sequéncia de interesse, em
que nucleotideos ndo adenina interrompem os nucleotideos adenina em
intervalos espagados regular ou irregularmente.

[0008] Em algumas modalidades, o um ou mais nucleotideos nao
adenina sao posicionados para interromper os nucleotideos adenina
consecutivos, de modo que uma proteina de ligagao a poli(A) possa se
ligar a um trecho de nucleotideos adenina consecutivos. Em algumas
modalidades, um ou mais nucleotideos ndo adenina estao localizados
apods pelo menos 8, 9, 10, 11 ou 12 nucleotideos adenina consecutivos.
Em algumas modalidades, o um ou mais nucleotideos nao adenina esta
localizado apds pelo menos 8-50 nucleotideos adenina consecutivos.
Em algumas modalidades, o um ou mais nucleotideos n&o-adenina esta
localizado apds pelo menos 8-100 nucleotideos adenina consecutivos.
Em algumas modalidades, o nucleotideo ndo adenina é apos um, dois,
trés, quatro, cinco, seis ou sete nucleotideos de adenina e € seguido por
pelo menos 8 nucleotideos adenina consecutivos.

[0009] A cauda poli-A da presente invengao pode compreender uma
sequéncia de nucleotideos de adenina consecutivos seguidos por um
ou mais nucleotideos n&o adenina, opcionalmente seguidos por
nucleotideos adenina adicionais.

[0010] Em algumas modalidades, a cauda poli-A compreende ou
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contém um nucleotideo ndo adenina ou um trecho consecutivo de 2-10
nucleotideos n&o adenina. Em algumas modalidades, o(s)
nucleotideo(s) ndo adenina estéo localizados apos pelo menos 8, 9, 10,
11 ou 12 nucleotideos adenina consecutivos. Em alguns casos, o um ou
mais nucleotideos ndo adenina estao localizados apds pelo menos 8-50
nucleotideos adenina consecutivos. Em algumas modalidades, o um ou
mais nucleotideos ndo adenina estio localizados apés pelo menos 8, 9,
10, 11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28,
29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47,
48, 49, ou 50 nucleotideos adenina consecutivos.

[0011] Em algumas modalidades, o nucleotideo ndo adenina é
guanina, citosina ou timina. Em alguns casos, o nucleotideo nao
adenina € um nucleotideo guanina. Em algumas modalidades, o
nucleotideo ndo adenina é um nucleotideo citosina. Em algumas
modalidades, o nucleotideo ndo adenina € um nucleotideo timina. Em
alguns casos, onde mais de um nucleotideo ndo adenina esta presente,
0 nucleotideo ndo adenina pode ser selecionado de: a) nucleotideos
guanina e timina; b) nucleotideos de guanina e citosina; c¢) nucleotideos
de timina e citosina; ou d) nucleotideos de guanina, timina e citosina.
Um exemplo de cauda poli-A compreendendo nucleotideos ndo adenina
e fornecido como SEQ ID NO: 4:
AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAGCGAAAAAAAAAAAAA
AAAAAAAAAAAAAAAAACCGAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA
AAAAAAAAAAAA.

[0012] Modificagdes quimicas como as listadas acima podem ser
combinadas para fornecer gRNAs e/ou mRNAs modificados que
compreendem nucleosideos e nucleotideos (coletivamente "residuos")
que podem ter duas, trés, quatro ou mais modificacbes. Por exemplo,
um residuo modificado pode ter um acgucar modificado e uma

nucleobase modificada. Em algumas modalidades, todas as bases de
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um gRNA sao modificadas, por exemplo, todas as bases tém um grupo
fosfato modificado, como um grupo fosforotioato. Em certas
modalidades, todos ou substancialmente todos os grupos fosfato de
uma molécula de gRNA sao substituidos por grupos fosforotioato. Em
algumas modalidades, os gRNAs modificados compreendem pelo
menos um residuo modificado na extremidade 5' do RNA ou préximo a
ela. Em algumas modalidades, os gRNAs modificados compreendem
pelo menos um residuo modificado na extremidade 3' do RNA ou
préximo a ela.

[0013] Em algumas modalidades, o gRNA compreende um, dois,
trés ou mais residuos modificados. Em algumas modalidades, pelo
menos 5% (por exemplo, pelo menos 5%, pelo menos 10%, pelo menos
15%, pelo menos 20%, pelo menos 25%, pelo menos 30%, pelo menos
35%, pelo menos 40%, pelo menos 45%, pelo menos 50%, pelo menos
55%, pelo menos 60%, pelo menos 65%, pelo menos 70%, pelo menos
75%, pelo menos 80%, pelo menos 85%, pelo menos 90%, pelo menos
95% ou 100%) das posicdes em um gRNA modificado s&o nucleosideos
ou nucleotideos modificados.

[0014] Os acidos nucleicos ndo modificados podem ser propensos
a degradacgao, por exemplo, nucleases intracelulares ou aquelas
encontradas no soro. Por exemplo, as nucleases podem hidrolisar as
ligacbes fosfodiéster do acido nucleico. Por conseguinte, em um
aspecto, os gRNAs aqui descritos podem conter um ou mais
nucleosideos ou nucleotideos modificados, por exemplo, para introduzir
estabilidade em relacdo a nucleases intracelulares ou baseadas em
soro. Em algumas modalidades, as moléculas de gRNA modificado aqui
descritas podem exibir uma resposta imune inata reduzida quando
introduzidas em uma populacgao de células, tanto in vivo quanto ex vivo.
O termo "resposta imune inata" inclui uma resposta celular a acidos

nucleicos exdgenos, incluindo acidos nucleicos de fita simples, que
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envolvem a inducdo da expressido e liberagdo de citocinas,
particularmente os interferons, e a morte celular.

[0015] Em algumas modalidades de uma modificagdo da espinha
dorsal, o grupo fosfato de um residuo modificado pode ser modificado
substituindo um ou mais dos oxigénios por um substituinte diferente.
Além disso, o residuo modificado, por exemplo, residuo modificado
presente em um acido nucleico modificado, pode incluir a substituicdo
por atacado de uma fragao fosfato ndo modificada por um grupo fosfato
modificado, como descrito aqui. Em algumas modalidades, a
modificacdo de espinha dorsal da espinha dorsal de fosfato pode incluir
alteracdes que resultam em um ligante ndo carregado ou um ligante
carregado com distribuigdo de carga assimeétrica.

[0016] Exemplos de grupos fosfato modificados incluem
fosforotioato, fosforosselenatos, fosfatos de borano, ésteres de borano
fosfato, fosfonatos de hidrogénio, fosforamidatos, fosfonatos de alquil
ou aril e fosfotriésteres. O atomo de fésforo em um grupo fosfato ndo
modificado é aquiral. No entanto, a substituicdo de um dos oxigénios
sem ponte por um dos atomos ou grupos de atomos acima pode tornar
o atomo de fésforo quiral. O atomo de fosforo estereogénico pode
possuir a configuracido "R" (aqui Rp) ou a configuracao "S" (aqui Sp). A
espinha dorsal também pode ser modificada pela substituicido de um
oxigénio em ponte (isto €, o oxigénio que liga o fosfato ao nucleosideo),
por nitrogénio (fosforamamidatos em ponte), enxofre (fosforotioatos em
ponte) e carbono (metilenofosfonatos em ponte). A substituicdo pode
ocorrer no oxigénio de ligagdo ou em ambos os oxigénio de ligagao.
[0017] O grupo fosfato pode ser substituido por conectores que nao
contenham fosforo em certas modificagdes na espinha dorsal. Em
algumas modalidades, o grupo fosfato carregado pode ser substituido
por uma fragcdo neutra. Exemplos de fracbes que podem substituir o

grupo fosfato podem incluir, sem limitagao, por exemplo, fosfonato de
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metil, hidroxilamino, siloxano, carbonato, carboximetil, carbamato,
amida, tioéter, ligante de Oxido de etileno, sulfonato, sulfonamida,
tioformacetal, formalcetal, oxima, metilenoimino, metilenometilimino,
metileno-hidrazo, metilenodimetil-hidrazo e metileno-oximetilimino.
[0018] Os andaimes que podem imitar acidos nucleicos também
podem ser construidos em que o ligante de fosfato e o acucar ribose
sao substituidos por nucleosideos ou substitutos de nucleotideos
resistentes a nuclease. Tais modificacbes podem compreender
modificagdes na espinha dorsal e no agucar. Em algumas modalidades,
as nucleobases podem ser amarradas por uma espinha dorsal
substituta. Os exemplos podem incluir, sem limitacéo, os substitutos de
nucleosideos de morfolino, ciclobutil, pirrolidina e acido nucleico
peptidico (PNA).

[0019] Os nucleosideos modificados e nucleotideos modificados
podem incluir uma ou mais modificacbées no grupo agucar, isto €, na
modificagdo do agucar. Por exemplo, o grupo 2' hidroxil(OH) pode ser
modificado, por exemplo, substituido por varios substituintes "oxi" ou
"desoxi" diferentes. Em algumas modalidades, modifica¢gdes no grupo 2'
hidroxila podem melhorar a estabilidade do acido nucleico, uma vez que
o hidroxila ndo pode mais ser desprotonado para formar um ion 2'-
alcoxido.

[0020] Exemplos de modificagdes no grupo 2' hidroxila podem
incluir alcoxi ou ariloxi (OR, em que "R" pode ser, por exemplo, alquil,
cicloalquil, aril, aralquil, heteroaril ou agucar); polietilenoglicois (PEG),
O(CH2CH20)nCH2CH20R em que R pode ser, por exemplo, H ou alquil
opcionalmente substituido, e n pode ser um numero inteiro de 0 a 20
(por exemplo,de 0 a4,de0a8,de0a10,de0a16,de1a4,de1a
8,de1a10,de1a16,de1a20,de2a4,de2a8 de2a10,de?2a
16,de 2a20,de4a8,de4a10,de4 a16 e de 4 a 20). Em algumas

modalidades, a modificagdo do grupo 2' hidroxila pode ser 2'-O-Me. Em
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algumas modalidades, a modificagdo do grupo 2' hidroxila pode ser uma
modificacdo de 2'-fluoro, que substitui o grupo 2' hidroxila por um
fluoreto. Em algumas modalidades, a modificagdo do grupo 2' hidroxila
pode incluir acidos nucleicos (bloqueados) (LNA) nos quais o 2' hidroxila
pode ser conectado, por exemplo, por um C1-¢ alquileno ou ponte de C1.
6 heteroalquileno, ao carbono 4' do mesmo agucar ribose, onde pontes
exemplificativas podem incluir pontes metileno, propileno, éter ou
amino; O-amino (em que amino pode ser, por exemplo, NH;;
alquilamino,  dialquilamino, heterociclil, arilamino, diarilamino,
heteroarilamino ou di-heteroarilamino, etilenodiamina ou poliamino) e
aminoalcoxi, O(CHz2),-amino, (em que amino pode ser, por exemplo,
NH2; alquilamino, dialquilamino, heterociclil, arilamino, diarilamino,
heteroarilamino ou di-heteroarilamino, etilenodiamina ou poliamino). Em
algumas modalidades, a modificagao do grupo 2' hidroxila pode incluir
acidos nucleicos "desbloqueados"” (UNA) nos quais o anel ribose nao
possui a ligacdo C2'-C3'. Em algumas modalidades, a modificagdo do
grupo 2' hidroxila pode incluir o grupo metoxieti (MOE),
(OCH2CH20OCHS3, por exemplo, um derivado de PEG).

[0021] Modificagbes "desoxi" 2' podem incluir hidrogénio (isto é
acgucares desoxirribose, por exemplo, nas porgdes salientes do dsRNA
parcialmente); halo (por exemplo, bromo, cloro, fluoro, ou iodo); amino
(em que amino pode ser, por exemplo, NH2; alquilamino, dialquilamino,
heterociclil, arilamino, diarilamino, heteroarilamino, di-heteroarilamino
ou aminoacido); NH(CH2CH2NH),CH2CH2- amino (em que amino pode
ser, por exemplo, como descrito aqui), -NHC(O)R (em que R pode ser,
por exemplo, alquil, cicloalquil, aril, aralquil, heteroaril ou agucar), ciano;
mercapto; alquil-tio-alquil; tioalcoxi; e alquil, cicloalquil, aril, alquenil e
alquinil, que podem ser opcionalmente substituidos por por exemplo, um
amino como descrito aqui.

[0022] A modificagdo do agucar pode compreender um grupo de
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acucar que também pode conter um ou mais carbonos que possuem a
configuracdo estereoquimica oposta a do carbono correspondente na
ribose. Assim, um acido nucleico modificado pode incluir nucleotideos
contendo, por exemplo, arabinose, como agucar. Os acidos nucleicos
modificados também podem incluir agucares basicos. Esses acucares
abasicos também podem ser modificados ainda mais em um ou mais
atomos de agucar constituintes. Os acidos nucleicos modificados
também podem incluir um ou mais agucares que estao na forma L, por
exemplo, L-nucleosideos.

[0023] Os nucleosideos modificados e nucleotideos modificados
descritos aqui, que podem ser incorporados em um acido nucleico
modificado, podem incluir uma base modificada, também chamada de
nucleobase. Exemplos de nucleobases incluem, mas nao estéo
limitados a, adenina (A), guanina (G), citosina (C) e uracilo (U). Estas
nucleobases podem ser modificadas ou totalmente substituidas para
fornecer residuos modificados que podem ser incorporados em acidos
nucleicos modificados. A nucleobase do nucleotideo pode ser
selecionada independentemente de uma purina, uma pirimidina, um
analogo de purina ou analogo de pirimidina. Em algumas modalidades,
a nucleobase pode incluir, por exemplo, derivados naturais e sintéticos
de uma base.

[0024] Nas modalidades que empregam um RNA guia duplo, cada
um dos crRNA e do RNA tracr pode conter modificacbes. Tais
modificagcdes podem estar em uma ou ambas as extremidades do RNAt
crRNA e/ou tracr. Em modalidades compreendendo um sgRNA, um ou
mais residuos em uma ou nas duas extremidades do sgRNA podem ser
guimicamente modificados ou 0 sgRNA inteiro pode ser quimicamente
modificado. Certas modalidades compreendem uma modificagcdo na
extremidade 5'. Certas modalidades compreendem uma modificagao

na extremidade 3'. Em certas modalidades, um ou mais ou todos os

Peticao 870200059104, de 13/05/2020, pag. 188/405



96/319

nucleotideos na saliéncia de fita Unica de uma molécula de RNA guia
s&o desoxinucleotideos.

[0025] Em algumas modalidades, os RNAs de guia aqui divulgados
compreendem um dos padrées de modificacdo divulgados na US
62/431.756, depositada em 8 de dezembro de 2016, intitulada
“Chemically Modified Guide RNAs,” cujo conteudo € aqui incorporado
por referéncia na sua totalidade.

[0026] Em algumas modalidades, a invengao compreende um
MRNA compreendendo uma ou mais modificagdes. Em algumas
modalidades, a modificacdo compreende um nucleotideo modificado
em 2'-O-metil (2'-O-Me). Em algumas modalidades, a modificagéo
compreende uma ligagao fosforotioato (PS) entre nucleotideos.

[0027] Os termos "mA", "mC", "mU" ou "mG" podem ser usados
para denotar um nucleotideo que foi modificado com 2'-O-Me.

[0028] A modificacdo de 2’-O-metil pode ser representada da

\l B
o ase

O OCH;

BNA 2’-@4‘«'18

seguinte forma:

3
-
(=

@)

[0029] Outra modificacdo quimica que demonstrou influenciar os
anéis de acucar nucleotidico € a substituicdo do halogénio. Por
exemplo, a substituicdo de 2'-fluoro (2'-F) nos anéis de agucar
nucleotidico pode aumentar a afinidade de ligagcdo ao oligonucleotideo
e a estabilidade da nuclease.

[0030] Neste pedido, os termos "fA", "fC", "fU" ou "fG" podem ser

usados para denotar um nucleotideo que foi substituido por 2'-F.
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[0031] A substituicdo de 2'-F pode ser representada da seguinte

forma:

O
~ Base
O OH
¢
RNA 2'F-RNA
Composigéo natural de RNA Substituicdo 2'F

[0032] A ligacao ou ligacao de fosforotioato (PS) refere-se a uma
ligacdo em que um enxofre é substituido por um oxigénio fosfato nédo
hibrido em uma ligagao de fosfodiéster, por exemplo, nas ligacdes entre
bases de nucleotideos. Quando fosforotioatos sao utilizados para gerar
oligonucleotideos, os oligonucleotideos modificados também podem ser
referidos como S-oligos.

[0033] Um "*" pode ser usado para representar uma modificacado do
PS. Neste pedido, os termos A*, C*, U* ou G* podem ser usados para
denotar um nucleotideo que esta ligado ao proximo (por exemplo, 3')
nucleotideo com uma ligagao PS.

[0034] Neste pedido, os termos "mA*," "mC*," "mU*" ou "mG*"
podem ser usados para indicar um nucleotideo que foi substituido por
2'-O-Me e que esta ligado ao préximo nucleotideo (por exemplo, 3') com
uma ligagao PS.

[0035] O diagrama abaixo mostra a substituicdo de S- em um
oxigénio fosfato ndo hibrido, gerando uma ligagcdo PS em vez de uma

ligacao fosfodiéster:
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0
w S 7 ase
E OHBa e _o. B
o X 9 X
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o Base OW Base
o~ O "O‘“-\
0O X 0O X
$ 3
Fosfodiéster Fosforotioato (PS)
Ligag&o fosfodiéster Ligagao fosforotioato (PS)
natural de RNA modificada
[0036] Os nucleotideos abasicos se referem aqueles que nao

possuem bases nitrogenadas. A figura abaixo mostra um
oligonucleotideo com um sitio abasico (também conhecido como

apurinico) que nao possui uma base:

£
bﬂase

Q...
o

0
0. OH
Sitio apurinico

o

[0037] Bases invertidas referem-se aquelas com ligagdes que sao
invertidas da ligacdo normal de 5' para 3' (isto €, uma ligacédo de 5' para

5' ou uma ligagao de 3' para 3'). Por exempilo:
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~N 0 Base o
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N o \Base ‘ .
0O X
2 0
i
Ligac&o oligonucleotideo Ligago oligonucleotideo
normal invertida

[0038] Um nucleotideo abasico pode ser ligado com uma ligacéo
invertida. Por exemplo, um nucleotideo abasico pode ser ligado ao
nucleotideo terminal 5' por meio de uma ligacdo 5' a 5, ou um
nucleotideo abasico pode ser conectado ao nucleotideo terminal 3' por
meio de uma ligacdo 3' a 3'. Um nucleotideo abasico invertido no
nucleotideo terminal 5' ou 3' também pode ser chamado de capeamento
terminal abasico invertido.

[0039] Em algumas modalidades, um ou mais dos primeiros trés,
quatro ou cinco nucleotideos no terminal 5' e um ou mais dos ultimos
trés, quatro ou cinco nucleotideos no terminal 3' sdo modificados. Em
algumas modalidades, a modificagdo é um nucleotideo abasico
invertido 2'-O-Me, 2'-F, ligacdo PS ou outra modificagdo nucleotidica
bem conhecida na técnica para aumentar a estabilidade e/ou
desempenho.

[0040] Em algumas modalidades, os quatro primeiros nucleotideos
no terminal 5' e os ultimos quatro nucleotideos no terminal 3' estdo
ligados a ligacdes fosforotioato (PS).

[0041] Em algumas modalidades, os trés primeiros nucleotideos no
terminal 5' e os trés ultimos nucleotideos no terminal 3' compreendem
um nucleotideo modificado em 2'-O-metil (2'-O-Me). Em algumas
modalidades, os trés primeiros nucleotideos no terminal 5' e os trés
ultimos nucleotideos no terminal 3' compreendem um nucleotideo

modificado em 2'-fluoro (2'-F). Em algumas modalidades, os trés
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primeiros nucleotideos no terminal 5' e os trés ultimos nucleotideos no
terminal 3' compreendem um nucleotideo abasico invertido.

[0042] Em algumas modalidades, o RNA guia compreende um
sgRNA modificado. Em algumas modalidades, o sgRNA compreende o
padrao de modificagdo mostrado na SEQ ID No: 3, em que N € qualquer
nucleotideo natural ou ndo natural e em que a totalidade dos N's
compreende uma sequéncia guia que direciona uma nuclease para uma
sequéncia alvo.

[0043] Em algumas modalidades, o RNA guia compreende um
sgRNA mostrado em qualquer uma das SEQ ID No: 87-124. Em
algumas modalidades, o RNA guia compreende um sgRNA
compreendendo qualquer uma das sequéncias guia da SEQ ID No: 5-
82 e os nucleotideos da SEQ ID No: 125, em que os nucleotideos da
SEQ ID No: 125 estdo na extremidade 3' da sequéncia guia, e em que
a sequéncia guia pode ser modificada como mostrado na SEQ ID No:
3.

C. Complexo ribonucleoproteico

[0044] Em algumas modalidades, uma composicdo € abrangida
compreendendo um ou mais gRNAs compreendendo uma ou mais
sequéncias guia da Tabela 1 ou um ou mais sgRNAs da Tabela 2 e um
agente de ligacao ao DNA guiado por RNA, por exemplo, uma nuclease,
como uma nuclease Cas, como Cas9. Em algumas modalidades, o
agente de ligagcdo ao DNA guiado por RNA codificado possui atividade
de clivase, que também pode ser referida como atividade de
endonuclease de fita dupla. Em algumas modalidades, o agente de
ligacdo ao DNA guiado por RNA compreende uma Cas nuclease.
Exemplos de nucleases Cas9 incluem aquelas dos sistemas CRISPR
do tipo Il de S. pyogenes, S. aureus e outros procariontes (ver, por
exemplo, a lista no proximo paragrafo) e versdes modificadas (por

exemplo, engenheiradas ou mutantes). Ver, por exemplo,
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US2016/0312198 A1; US 2016/0312199 A1. Outros exemplos de Cas
nucleases incluem um complexo Csm ou Cmr de um sistema CRISPR
do tipo Ill ou a subunidade Cas10, Csm1 ou Cmr2 do mesmo; e um
complexo Cascade de um sistema CRISPR do tipo | ou a sua
subunidade Cas3 do mesmo. Em algumas modalidades, a Cas nuclease
pode ser de um sistema Tipo IIA, Tipo IIB ou Tipo IIC. Para discusséao
de varios sistemas CRISPR e Cas nucleases, ver, por exemplo,
Makarova et al., NAT. REV. MICROBIOL. 9:467-477 (2011); Makarova et
al., NAT. REV. MICROBIOL, 13: 722-36 (2015); Shmakov et al., MOLECULAR
CELL, 60:385-397 (2015).

[0045] As espécies exemplificativas nao limitativas das quais a Cas
nuclease pode ser derivada incluem Streptococcus pyogenes,
Streptococcus thermophilus, Streptococcus sp., Staphylococcus
aureus, Listeria innocua, Lactobacillus gasseri, Francisella novicida,
Wolinella succinogenes, Sutterella wadsworthensis,
Gammaproteobacterium, Neisseria meningitidis, Campylobacter jejuni,
Pasteurella multocida, Fibrobacter succinogene, Rhodospirillum rubrum,
Nocardiopsis dassonvillei, Streptomyces pristinaespiralis, Streptomyces
viridochromogenes, Streptomyces viridochromogenes,
Streptosporangium roseum, Streptosporangium roseum,
Alicyclobacillus acidocaldarius, Bacillus pseudomycoides, Bacillus
selenitireducens, Exiguobacterium sibiricum, Lactobacillus delbrueckii,
Lactobacillus salivarius, Lactobacillus buchneri, Treponema denticola,
Microscilla  marina,  Burkholderiales  bacterium, Polaromonas
naphthalenivorans, = Polaromonas sp., Crocosphaera watsonii,
Cyanothece sp., Microcystis aeruginosa, Synechococcus sp.,
Acetohalobium arabaticum, Ammonifex degensii, Caldicelulosiruptor
becscii, Candidatus Desulforudis, Clostridium botulinum, Clostridium
difficile, Finegoldia magna, Natranaerobius thermophilus,

Pelotomaculum thermopropionicum, Acidithiobacillus caldus,
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Acidithiobacillus ferrooxidans, Allochromatium vinosum, Marinobacter
sp., Nitrosococcus halophilus, Nitrosococcus watsoni,
Pseudoalteromonas haloplanktis, Ktedonobacter racemifer,
Methanohalobium evestigatum, Anabaena variabilis, Nodularia
spumigena, Nostoc sp., Arthrospira maxima, Arthrospira platensis,
Arthrospira sp., Lyngbya sp., Microcoleus chthonoplastes, Oscillatoria
sp., Petrofoga mobilis, Thermosipho africanus, Streptococcus
pasteurianus, Neisseria cinerea, Campylobacter lari, Parvibaculum
lavamentivorans, Corynebacterium diphtheria, Acidaminococcus sp.,
Lachnospiraceae bacterium ND2006, e Acaryochloris marina.

[0046] Em algumas modalidades, a Cas nuclease € a Cas9
nuclease de Streptococcus pyogenes. Em algumas modalidades, a Cas
nuclease é a Cas9 nuclease de Streptococcus thermophilus. Em
algumas modalidades, a Cas nuclease € a Cas9 nuclease de Neisseria
meningitidis. Em algumas modalidades, a Cas nuclease é a Cas9
nuclease de Staphylococcus aureus. Em algumas modalidades, a Cas
nuclease é a Cpfl nuclease de Francisella novicida. Em algumas
modalidades, a Cas nuclease é a Cpf1 nuclease de Acidaminococcus
sp. Em algumas modalidades, a Cas nuclease é a Cpf1 nuclease de
Lachnospiraceae bacterium ND2006. Em outras modalidades, a Cas
nuclease € a Cpf1 nuclease de Francisella tularensis, Lachnospiraceae
bacterium, Butyrivibrio proteoclasticus, Peregrinibacteria bacterium,
Parcubacteria bacterium, Smithella, Acidaminococcus, Candidatus
Methanoplasma termitum, Eubacterium eligens, Moraxella bovoculi,
Leptospira inadai, Porphyromonas crevioricanis, Prevotella disiens, ou
Porphyromonas macacae. Em certas modalidades, a Cas nuclease é
uma Cpf1 nuclease de um Acidaminococcus ou Lachnospiraceae.
[0047] Em algumas modalidades, o gRNA em conjunto com um
agente de ligagao ao DNA guiado por RNA é chamado de complexo de

ribonucleoproteinas (RNP). Em algumas modalidades, o agente de
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ligacdo ao DNA guiado por RNA é uma Cas nuclease. Em algumas
modalidades, 0 gRNA em conjunto com uma Cas nuclease € chamado
de Cas RNP. Em algumas modalidades, o RNP compreende
componentes Tipo |, Tipo Il ou Tipo lll. Em algumas modalidades, a Cas
nuclease é a proteina Cas9 do sistema CRISPR/Cas tipo II. Em alguma
modalidade, o gRNA em conjunto com Cas9 é chamado de Cas9 RNP.
[0048] Cas9 do tipo selvagem possui dois dominios de nuclease:
RuvC e HNH. O dominio RuvC cliva a fita de DNA n&o alvo, e o dominio
HNH cliva a fita alvo de DNA. Em algumas modalidades, a proteina
Cas9 compreende mais de um dominio RuvC e/ou mais de um dominio
HNH. Em algumas modalidades, a proteina Cas9 é uma Cas9 do tipo
selvagem. Em cada uma das modalidades de composi¢cdo, uso e
método, o Cas induz uma quebra de fita dupla no DNA alvo.

[0049] Cas9 do tipo selvagem possui dois dominios de nuclease:
RuvC e HNH. O dominio RuvC cliva a fita de DNA nao alvo, e o dominio
HNH cliva a fita alvo de DNA. Em algumas modalidades, a Cas9
nuclease compreende mais de um dominio RuvC e/ou mais de um
dominio HNH. Em algumas modalidades, a nuclease Cas9 € uma Cas9
do tipo selvagem. Em algumas modalidades, a Cas9 é capaz de induzir
uma quebra de fita dupla no DNA alvo. Em certas modalidades, a Cas
nuclease pode clivar dsDNA, pode clivar uma fita de dsDNA ou pode
nao ter atividade de clivase ou nickase de DNA. Uma sequéncia de
aminoacidos Cas9 exemplificativa é fornecida como SEQ ID NO: 203.
Uma sequéncia ORF de mRNA de Cas9 exemplificativa, que inclui
cédons de inicio e parada, é fornecida como SEQ ID NO: 204. Uma
sequéncia de codificacdo de mMRNA de Cas9 exemplificativa, adequada
para inclusdo em uma proteina de fusdo, é fornecida como SEQ ID NO:
210.

[0050] Em algumas modalidades, sédo utilizadas Cas nucleases

quiméricas, em que um dominio ou regido da proteina é substituido por
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uma porcado de uma proteina diferente. Em algumas modalidades, um
dominio de Cas nuclease pode ser substituido por um dominio de uma
nuclease diferente, como Fok1. Em algumas modalidades, uma Cas
nuclease pode ser uma nuclease modificada.

[0051] Em outras modalidades, a Cas nuclease pode ser de um
sistema CRISPR/Cas de Tipo |I. Em algumas modalidades, a Cas
nuclease pode ser um componente do complexo Cascade de um
sistema CRISPR/Cas Tipo I. Em algumas modalidades, a Cas nuclease
pode ser uma proteina Cas3. Em algumas modalidades, a Cas nuclease
pode ser de um sistema CRISPR/Cas de Tipo Ill. Em algumas
modalidades, a Cas nuclease pode ter uma atividade de clivagem de
RNA.

[0052] Em algumas modalidades, o agente de ligagdo ao DNA
guiado por RNA possui atividade de nickase de fita unica, isto €, pode
cortar uma fita de DNA para produzir uma quebra de fita Unica, também
conhecida como "corte". Em algumas modalidades, o agente de ligagao
ao DNA guiado por RNA compreende uma Cas nickase. Uma nickase &
uma enzima que cria um corte no dsDNA, isto €, corta uma fita, mas néo
a outra da dupla hélice do DNA. Em algumas modalidades, uma Cas
nickase € uma versdo de uma Cas nuclease (por exemplo, uma Cas
nuclease discutida acima) na qual um sitio ativo endonucleolitico é
inativado, por exemplo, por uma ou mais alteragcbes (por exemplo,
mutagdes pontuais) em um dominio catalitico. Ver, por exemplo,
Patente US 8.889.356 para discussao de Cas nickases e alteracbes
exemplificativas no dominio catalitico. Em algumas modalidades, uma
Cas nickase como uma Cas9 nickase tem um dominio RuvC ou HNH
inativado. Uma sequéncia de aminoacidos Cas9 nickase exemplificativa
é fornecida como SEQ ID NO: 206. Uma sequéncia ORF de mRNA de
Cas9 nickase exemplificativa, que inclui cédons de inicio e parada, é

fornecida como SEQ ID NO: 207. Uma sequéncia de codificagado de
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MRNA de Cas9 nickase exemplificativa, adequada para inclusdo em
uma proteina de fusédo, € fornecida como SEQ ID NO: 211.

[0053] Em algumas modalidades, o agente de ligagdo ao DNA
guiado por RNA é modificado para conter apenas um dominio de
nuclease funcional. Por exemplo, a proteina do agente pode ser
modificada de modo que um dos dominios da nuclease seja mutado ou
completamente ou parcialmente excluido para reduzir sua atividade de
clivagem de acido nucleico. Em algumas modalidades, uma nickase é
usada tendo um dominio RuvC com atividade reduzida. Em algumas
modalidades, uma nickase é usada tendo um dominio RuvC inativo. Em
algumas modalidades, uma nickase € usada tendo um dominio HNH
com atividade reduzida. Em algumas modalidades, uma nickase é
usada tendo um dominio HNH inativo.

[0054] Em algumas modalidades, um aminoacido conservado
dentro de um dominio de nuclease da proteina Cas € substituido para
reduzir ou alterar a atividade da nuclease. Em algumas modalidades,
uma Cas nuclease pode compreender uma substituicdo de aminoacidos
no dominio da RuvC nuclease ou semelhante a RuvC. Substituicbes de
aminoacidos exemplificativas no dominio da RuvC nuclease ou
semelhante a RuvC incluem D10A (com base na proteina Cas9 de S.
pyogenes ). Ver, por exemplo, Zetsche et al. (2015) Cell Oct 22:163(3):
759-771. Em algumas modalidades, a Cas nuclease pode compreender
uma substituicdo de aminoacidos no dominio da HNH nuclease ou
semelhante a HNH. Substituicdes de aminoacidos exemplificativos no
dominio da HNH nuclease ou semelhante a HNH incluem E762A,
H840A, N863A, HI983A e D986A (com base na proteina Cas9 de S.
pyogenes). Ver, por exemplo, Zetsche et al. (2015). Outras substitui¢cdes
de aminoacidos exemplificativas incluem D917A, E1006A e D1255A
(com base na sequéncia de Francisella novicida U112 Cpf1 (FnCpf1)
(UniProtKB - A0OQ7Q2 (CPF1_FRATN)).
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[0055] Em algumas modalidades, um mRNA que codifica uma
nickase é fornecido em combinagdo com um par de RNAs guia que séo
complementares as fitas de sentido e antissentido da sequéncia alvo,
respectivamente. Nesta modalidade, os RNAs guia direcionam a
nickase para uma sequéncia alvo e introduzem um DSB gerando um
nick em fitas opostas da sequéncia alvo (isto é, duplo corte). Em
algumas modalidades, o uso de duplo corte pode melhorar a
especificidade e reduzir os efeitos fora do alvo. Em algumas
modalidades, uma nickase €& usada junto com dois RNAs guia
separados, direcionando fitas opostas de DNA, para produzir um corte
duplo no DNA alvo. Em algumas modalidades, uma nickase é usada
junto com dois RNAs guia separados que sao selecionados para
estarem préximos para produzir um corte duplo no DNA alvo.

[0056] Em algumas modalidades, o agente de ligacdo ao DNA
guiado por RNA carece de atividade de clivase e nickase. Em algumas
modalidades, o agente de ligacdo ao DNA guiado por RNA compreende
um polipeptideo de ligagdo ao DNA de dCas. Um polipeptideo dCas
possui atividade de ligacdo ao DNA, enquanto essencialmente carece
de atividade catalitica (clivase/nickase). Em algumas modalidades, o
polipeptideo dCas € um polipeptideo dCas9. Em algumas modalidades,
0 agente de ligacdo ao DNA guiado por RNA sem atividade de clivase e
nickase ou o polipeptideo de ligagdo a dCas é uma versao de uma
nuclease Cas (por exemplo, uma nuclease Cas discutida acima) na qual
seus sitios ativos endonucleoliticos s&o inativados, por exemplo, por
uma ou mais alteracdes (por exemplo, mutagcdes pontuais) em seus
dominios cataliticos. Ver, por exemplo, US 2014/0186958 A1; US
2015/0166980 A1. Uma sequéncia de aminoacidos dCas9
exemplificativa é fornecida como SEQ ID NO: 208. Uma sequéncia ORF
de mRNA de Cas9 exemplificativa, que inclui codons de inicio e parada,

e fornecida como SEQ ID NO: 209. Uma sequéncia de codificacdo de
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MRNA de Cas9 exemplificativa, adequada para inclusdo em uma
proteina de fusdo, € fornecida como SEQ ID NO: 212.

[0057] Em algumas modalidades, o agente de ligagdo ao DNA
guiado por RNA compreende um ou mais dominios funcionais
heterdlogos (por exemplo, € ou compreende um polipeptideo de fusao).
[0058] Em algumas modalidades, o dominio funcional heterdlogo
pode facilitar o transporte do agente de ligacdo ao DNA guiado por RNA
para o nucleo de uma célula. Por exemplo, o dominio funcional
heterdlogo pode ser um sinal de localizag&o nuclear (NLS). Em algumas
modalidades, o agente de ligagcao ao DNA guiado por RNA pode ser
fundido com 1-10 NLS(s). Em algumas modalidades, o agente de
ligacdo ao DNA guiado por RNA pode ser fundido com 1-5 NLS(s). Em
algumas modalidades, o agente de ligagao ao DNA guiado por RNA
pode ser fundido com um NLS. Quando um NLS € usado, o NLS pode
ser ligado no N-terminal ou no C-terminal da sequéncia do agente de
ligacdo ao DNA guiada por RNA. Em algumas modalidades, o agente
de ligagao ao DNA guiado por RNA pode ser fundido no C-terminal com
pelo menos um NLS. Um NLS também pode ser inserido na sequéncia
do agente de ligagao ao DNA guiado por RNA. Em outras modalidades,
o agente de ligacdo ao DNA guiado por RNA pode ser fundido com mais
de um NLS. Em algumas modalidades, o agente de ligacdo ao DNA
guiado por RNA pode ser fundido com 2, 3, 4 ou 5 NLSs. Em algumas
modalidades, o agente de ligacdo ao DNA guiado por RNA pode ser
fundido com dois NLSs. Em certas circunstancias, os dois NLSs podem
ser os mesmos (por exemplo, dois SV40 NLSs) ou diferentes. Em
algumas modalidades, o agente de ligagao ao DNA guiado por RNA é
fundido a duas sequéncias SV40 NLS ligadas no terminal carboxi. Em
algumas modalidades, o agente de ligacdo ao DNA guiado por RNA
pode ser fundido com dois NLSs, um ligado no N-terminal e um no C-

terminal. Em algumas modalidades, o agente de ligagcdo ao DNA guiado
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por RNA pode ser fundido com 3 NLSs. Em algumas modalidades, o
agente de ligacdo ao DNA guiado por RNA pode ser fundido com
nenhum NLS. Em algumas modalidades, o NLS pode ser uma
sequéncia monopartida, como, por exemplo, o SV40 NLS, PKKKRKV
(SEQ ID NO: 274) ou PKKKRRV (SEQ ID NO: 275). Em algumas
modalidades, o NLS pode ser uma sequéncia bipartida, como o NLS da
nucleoplasmina, KRPAATKKAGQAKKKK (SEQ ID NO: 276). Numa
modalidade especifica, um unico PKKKRKV (SEQ ID NO: 274) NLS
pode ser ligado no C-terminal do agente de ligacdo ao DNA guiado por
RNA. Um ou mais ligantes sdo opcionalmente incluidos no sitio de
fusdo. Em algumas modalidades, um ou mais NLS(s) de acordo com
qualquer uma das modalidades anteriores estdo presentes no agente
de ligagdo ao DNA guiado por RNA em combinagdo com um ou mais
dominios funcionais heterélogos adicionais, como qualquer um dos
dominios funcionais heterélogos descritos abaixo.

[0059] Em algumas modalidades, o dominio funcional heterdlogo
pode ser capaz de modificar a meia-vida intracelular do agente de
ligacdo ao DNA guiado por RNA. Em algumas modalidades, a meia-
vida do agente de ligagao ao DNA guiado por RNA pode ser aumentada.
Em algumas modalidades, a meia-vida do agente de ligacdo ao DNA
guiado por RNA pode ser reduzida. Em algumas modalidades, o
dominio funcional heterélogo pode ser capaz de aumentar a
estabilidade do agente de ligacdo ao DNA guiado por RNA. Em
algumas modalidades, o dominio funcional heterdlogo pode ser capaz
de reduzir a estabilidade do agente de ligacdo ao DNA guiado por RNA.
Em algumas modalidades, o dominio funcional heterélogo pode atuar
como um peptideo sinal para degradacgao de proteinas. Em algumas
modalidades, a degradacao de proteinas pode ser mediada por enzimas
proteoliticas, como, por exemplo, proteassomas, proteases

lisossébmicas ou proteases de calpaina. Em algumas modalidades, o
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dominio funcional heterélogo pode compreender uma sequéncia PEST.
Em algumas modalidades, o agente de ligagdo ao DNA guiado por RNA
pode ser modificado pela adicdo de ubiquitina ou uma cadeia de
polubiquitina. Em algumas modalidades, a ubiquitina pode ser uma
proteina do tipo ubiquitina (UBL). Exemplos n&o limitativos de proteinas
do tipo ubiquitina incluem modificador pequeno do tipo ubiquitina
(SUMO), proteina reativa cruzada da ubiquitina (UCRP, também
conhecida como gene 15 estimulado por interferon-15 (ISG15)),
modificador-1 relacionado a ubiquitina (URM?1), proteina-8 desregulada
no desenvolvimento expressa em células precursoras dos neurdnios
(NEDDS8, também chamada Rub1 em S. cerevisiae), associada ao
antigeno leucocitario humano F (FAT10), autofagia-8 (ATG8) e -12
(ATG12), proteina semelhante a Fau ubiquitina (FUB1), UBL ancorado
na membrana (MUB), modificador de dobra de ubiquitina-1 (UFM1) e
proteina-5 semelhante a ubiquitina (UBL5).

[0060] Em algumas modalidades, o dominio funcional heterdlogo
pode ser um dominio marcador. Exemplos nao limitativos de dominios
marcadores incluem proteinas fluorescentes, marcadores de
purificacdo, marcadores de epitopos e sequéncias de genes reporteres.
Em algumas modalidades, o dominio marcador pode ser uma proteina
fluorescente. Exemplos n&o limitativos de proteinas fluorescentes
adequadas incluem proteinas fluorescentes verdes (por exemplo, GFP,
GFP-2, tagGFP, turboGFP, sfGFP, EGFP, Esmeralda, Verde Azami,
Verde Azami Monomérico, CopGFP, AceGFP, ZsGreen1), proteinas
fluorescentes amarelas (por exemplo, YFP, EYFP, Citrina, Vénus, YPet,
PhiYFP, ZsYellow1), proteinas fluorescentes azuis (por exemplo, EBFP,
EBFP2, Azurita, mKalamal, GFPuv, Safira, Safira-T), proteinas
fluorescentes cianas (por exemplo, ECFP, ceruleo, CyPet, AmCyan1,
Midoriishi-Cyan), proteinas fluorescentes vermelhas (por exemplo,

mKate, mKate2, mPlum, monémero DsRed, mCherry, mRFP1, DsRed-
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Express, DsRed2, DsRed-monémero, HcRed-Tandem, HcRed1,
AsRed2, eRedberry2, mStrawberry, Jred) e proteinas fluorescentes
laranjas (mOrange, mKO, Kusabira-Orange, Komabira-Monomérica-
Orange, mTangerina, tdTomato) ou qualquer outra proteina
fluorescente adequada. Em outras modalidades, o dominio marcador
pode ser uma etiqueta de purificacdo e/ou uma etiqueta de epitopo.
Etiquetas exemplificativas n&o limitativas incluem glutationa-S-
transferase (GST), proteina de ligacdo a quitina (CBP), proteina de
ligacdo a maltose (MBP), tioredoxina (TRX), poli (NANP), etiqueta de
purificacdo por afinidade em tandem (TAP), myc, AcV5, AU1, AUS, E,
ECS, E2, FLAG, HA, nus, Softag 1, Softag 3, Strep, SBP, Glu-Glu, HSV,
KT3, S, S1, T7, V5, VSV-G, 6xHis, 8xHis, proteina transportadora de
biotina carboxil (BCCP), poli-His e calmodulina. Genes repérter
exemplificativos ndo limitativos incluem glutationa-S-transferase (GST),
peroxidase de rabano silvestre (HRP), cloranfenicol acetiltransferase
(CAT), beta-galactosidase, beta-glucuronidase, luciferase ou proteinas
fluorescentes.

[0061] Em modalidades adicionais, o dominio funcional heterdlogo
pode direcionar o agente de ligagdo ao DNA guiado por RNA para uma
organela, tipo de célula, tecido ou érgao especifico. Em algumas
modalidades, o dominio funcional heterélogo pode direcionar o agente
de ligagao ao DNA guiado por RNA para mitocondrias.

[0062] Em outras modalidades, o dominio funcional heterdlogo
pode ser um dominio efetor. Quando o agente de ligagdo ao DNA guiado
por RNA é direcionado para sua sequéncia alvo, por exemplo, quando
uma Cas nuclease € direcionada para uma sequéncia alvo por um
gRNA, o dominio efetor pode modificar ou afetar a sequéncia alvo. Em
algumas modalidades, o dominio efetor pode ser escolhido a partir de
um dominio de ligagdo de acido nucleico, um dominio nuclease (por

exemplo, um dominio nuclease ndao Cas), um dominio de modificagao
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epigenética, um dominio de ativagao transcricional ou um dominio
repressor transcricional. Em algumas modalidades, o dominio funcional
heterdlogo € uma nuclease, como uma nuclease Fokl. Ver, por exemplo,
Patente US 9.023.649. Em algumas modalidades, o dominio funcional
heterdlogo € um ativador ou repressor da transcri¢gao. Ver, por exemplo,
Qi et al., “Repurposing CRISPR as an RNA-guided platform for
sequence-specific control of gene expression,” Cell 152:1173-83 (2013);
Perez-Pinera et al., “RNA-guided gene activation by CRISPR-Cas9-
based transcription factors,” Nat. Methods 10:973-6 (2013); Mali et al.,
“CAS9 transcriptional activators for target specificity screening and
paired nickases for cooperative genome engineering,” Nat. Biotechnol.
31:833-8 (2013); Gilbert et al., “CRISPR-mediated modular RNA-guided
regulation of transcription in eukaryotes,” Cell 154:442-51 (2013). Como
tal, o agente de ligacdo ao DNA guiado por RNA torna-se
essencialmente um fator de transcricdo que pode ser direcionado para
ligar uma sequéncia alvo desejada usando um RNA guia.

D. Determinagao da eficacia dos gRNAs

[0063] Em algumas modalidades, a eficacia de um gRNA é
determinada quando distribuida ou expressa em conjunto com outros
componentes que formam uma RNP. Em algumas modalidades, o
gRNA é expresso juntamente com uma nuclease de DNA guiado por
RNA, como uma proteina Cas. Em algumas modalidades, o gRNA é
distribuido a ou expresso em uma linhagem celular que ja expressa de
maneira estavel uma nuclease de DNA guiada por RNA, como uma
proteina Cas. Em algumas modalidades, o gRNA ¢ distribuido a uma
célula como parte de uma RNP. Em algumas modalidades, o gRNA é
distribuido a uma célula junto com um mRNA que codifica uma nuclease
de DNA guiado por RNA, como uma Cas nuclease.

[0064] Como descrito aqui, 0 uso de uma nuclease de DNA guiado

por RNA e um RNA guia divulgado aqui pode levar a quebras de fita
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dupla no DNA que podem produzir erros na forma de mutagdes de
insercdo/exclusao (indel) mediante reparo por maquinas celulares.
Muitas mutagdes devidas a indels alteram o quadro de leitura ou
introduzem cdédons de parada prematura e, portanto, produzem uma
proteina nao funcional.

[0065] Em algumas modalidades, a eficacia de determinados
gRNAs é determinada com base em modelos in vitro. Em algumas
modalidades, o modelo in vitro sao células HEK293 que expressam
estavelmente Cas9 (HEK293 Cas9). Em algumas modalidades, o
modelo in vitro sdo células de hepatocarcinoma humano HUH7. Em
algumas modalidades, o modelo in vitro s&o células HepG2. Em
algumas modalidades, o modelo in vitro sao hepatdcitos primarios
humanos. Em algumas modalidades, o modelo in vitro sao hepatocitos
primarios de cynomolgus. No que diz respeito a utilizagdo de
hepatdcitos primarios humanos, os hepatocitos primarios humanos
disponiveis no mercado podem ser utilizados para proporcionar maior
consisténcia entre as experiéncias. Em algumas modalidades, o numero
de sitios fora do alvo nos quais ocorre uma delecio ou insercdo em um
modelo in vitro (por exemplo, em hepatdcitos primarios humanos) é
determinado, por exemplo, analisando o DNA genémico de hepatdcitos
primarios humanos transfectados in vitro com mRNA de Cas9 e o RNA
guia. Em algumas modalidades, essa determinagao compreende a
analise de DNA genb6mico de hepatdcitos primarios humanos
transfectados in vitro com mMRNA de Cas9, o RNA guia e um
oligonucleotideo doador. Procedimentos exemplificativos para tais
determinacdes sao fornecidos nos exemplos de trabalho abaixo.

[0066] Em algumas modalidades, a eficacia de gRNAs especificos
€ determinada em varios modelos de células in vitro para um processo
de selecao de gRNA. Em algumas modalidades, é realizada uma

comparacao de dados de linhagem celular com os gRNAs selecionados.
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Em algumas modalidades, a triagem cruzada em varios modelos de
células é realizada.

[0067] Em algumas modalidades, a eficacia de determinados
gRNAs é determinada com base em modelos in vivo. Em algumas
modalidades, o modelo in vivo € um modelo de roedor. Em algumas
modalidades, o modelo de roedor € um camundongo que expressa um
gene TTR humano, que pode ser um gene TTR humano mutante. Em
algumas modalidades, o modelo in vivo € um primata nao humano, por
exemplo, macaco cynomolgus.

[0068] Em algumas modalidades, a eficacia de um RNA guia é
medida pela porcentagem de edi¢do do TTR. Em algumas modalidades,
a porcentagem de edi¢cdo do TTR é comparada com a porcentagem de
edicdo necessaria para obter o knockdown da proteina TTR, por
exemplo, no meio de cultura de células no caso de um modelo in vitro
ou no soro ou tecido no caso de um modelo in vivo.

[0069] Em algumas modalidades, a eficacia de um RNA guia é
medida pelo numero e/ou frequéncia de indels em sequéncias fora do
alvo dentro do genoma do tipo de célula alvo. Em algumas
modalidades, sdo fornecidos RNAs guia eficazes que produzem indels
em sitios fora do alvo em frequéncias muito baixas (por exemplo, <5%)
em uma populacdo de células e/ou em relacado a frequéncia da criagao
de indel no sitio alvo. Assim, a divulgagao fornece RNAs guia que nao
exibem formacéo indel fora do alvo no tipo de célula alvo (por exemplo,
um hepatdcito) ou que produzem uma frequéncia de formacéao indel fora
do alvo de <5% em uma populacéao celular e/ou em relagdo a frequéncia
de criagcdo de indel no sitio alvo. Em algumas modalidades, a
divulgacao fornece RNAs guia que nao exibem formacéao indel fora do
alvo no tipo de célula alvo (por exemplo, hepatdcitos). Em algumas
modalidades, sdo fornecidos RNAs guia que produzem indels em

menos de 5 sitios fora do alvo, por exemplo, conforme avaliado por um
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ou mais metodos aqui descritos. Em algumas modalidades, sao
fornecidos RNAs guia que produzem indels menores ou iguais a 4, 3, 2
ou 1 sitios fora do alvo, por exemplo, como avaliados por um ou mais
meétodos aqui descritos. Em algumas modalidades, os sitios fora do alvo
nao ocorrem em uma regido de codificacdo de proteinas no genoma da
célula alvo (por exemplo, hepatdcitos).

[0070] Em algumas modalidades, a detec¢ao de eventos de edicéo
de genes, como a formagao de mutacdes de insercao/delecéo ("indel")
e eventos de reparo direcionado por homologia (HDR) no DNA alvo,
utiliza amplificacdo linear com um iniciador marcado e isolando os
produtos de amplificacdo marcados (aqui apos referido como método
"LAM-PCR" ou "Linear Amplification (LA)").

[0071] Em algumas modalidades, o método compreende isolar o
DNA celular de uma célula que foi induzida a ter uma quebra de fita
dupla (DSB) e, opcionalmente, que foi fornecida com um modelo de
HDR para reparar o DSB; realizar pelo menos um ciclo de amplificacéo
linear do DNA com um iniciador marcado; isolar os produtos de
amplificagdo linear que compreendem etiqueta, descartando assim
qualquer produto de amplificagado que foi amplificado com um iniciador
nao marcado; opcionalmente amplificar ainda mais os produtos
isolados; e analisar os produtos de amplificacao linear, ou os produtos
amplificados adicionais, para determinar a presenca ou auséncia de um
evento de edicdo, como, por exemplo, uma quebra de fita dupla, uma
sequéncia de insercao, exclusao ou modelo de HDR no DNA alvo. Em
alguns casos, o evento de edi¢cido pode ser quantificado. A quantificagcao
e semelhantes, conforme aqui utilizados (incluindo no contexto de
eventos de edigdo HDR e ndo HDR, como indels) incluem a deteccao
da frequéncia e/ou tipo(s) de eventos de edicdo em uma populagao.
[0072] Em algumas modalidades, apenas um ciclo de amplificagdo

linear & conduzido.
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[0073] Em alguns casos, o iniciador marcado compreende um
cédigo de barras molecular. Em algumas modalidades, o iniciador
marcado compreende um codigo de barras molecular e apenas um ciclo
de amplificacdo linear é conduzido.

[0074] Em algumas modalidades, a etapa de analise compreende
sequenciar os produtos amplificados lineares ou os produtos
amplificados adicionais. O sequenciamento pode compreender
qualquer método conhecido pelos versados na técnica, incluindo o
sequenciamento de préxima geracdo e a clonagem dos produtos de
amplificagcdo linear ou produtos amplificados adicionais em um
plasmideo e o sequenciamento do plasmideo ou de uma porcao do
plasmideo. Em outros aspectos, a etapa de analise compreende realizar
PCR digital (dPCR) ou PCR digital de goticulas (ddPCR) nos produtos
amplificados lineares ou nos produtos amplificados adicionais. Em
outros casos, a etapa de analise compreende contatar os produtos
amplificados lineares ou outros produtos amplificados com uma sonda
de acido nucleico projetada para identificar o DNA que compreende a
sequéncia do modelo de HDR e detectar as sondas que se ligaram ao(s)
produto(s) amplificado(s) ou produto(s) amplificado(s) adicional(is). Em
algumas modalidades, o método compreende ainda determinar a
localizacdo do modelo de HDR no DNA alvo.

[0075] Em certas modalidades, o método compreende ainda
determinar a sequéncia de um sitio de inser¢do no DNA alvo, em que o
sitio de insergcao € o sitio em que o modelo de HDR se incorpora ao
DNA alvo e em que o sitio de insergao pode incluir alguma sequéncia
de DNA alvo e algumas sequéncias de modelos HDR.

[0076] Em algumas modalidades, a amplificagado linear do DNA alvo
com um iniciador marcado é realizada por 1-50 ciclos, 1-60 ciclos, 1-70
ciclos, 1-80 ciclos, 1-90 ciclos ou 1-100 ciclos.

[0077] Em algumas modalidades, a amplificagao linear do DNA alvo
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com um iniciador marcado compreende uma etapa de desnaturagcao
para separar duplexes de DNA, uma etapa de recozimento para permitir
a ligagdo do iniciador e uma etapa de alongamento. Em algumas
modalidades, a amplificagcdo linear € isotérmica (ndo requer uma
mudanga de temperatura). Em algumas modalidades, a amplificacédo
linear isotérmica € uma amplificacdo isotérmica mediada por alca
(LAMP), uma amplificacdo de deslocamento de fita (SDA), uma
amplificagcdo dependente de helicase ou uma reagao de amplificacao de
enzima nicking.

[0078] Em algumas modalidades, o iniciador marcado emparelha
com o DNA alvo pelo menos 50, pelo menos 60, pelo menos 70, pelo
menos 80, pelo menos 90, pelo menos 100, pelo menos 110, pelo
menos 120, pelo menos 130, pelo menos 140, pelo menos 150, pelo
menos 160, pelo menos 170, pelo menos 180, pelo menos 190, pelo
menos 200, pelo menos 210, pelo menos 220, pelo menos 230, pelo
menos 240, pelo menos 250, pelo menos 260, pelo menos 270, pelo
menos 280, pelo menos 290, pelo menos 300, pelo menos 1.000, pelo
menos 5.000 ou pelo menos 10.000 nucleotideos de distancia do local
do evento de edi¢cao esperado, por exemplo, o sitio de insercao, delecao
ou insercao de modelo.

[0079] Em algumas modalidades, o iniciador marcado compreende
um codigo de barras molecular. Em algumas modalidades, o codigo de
barras molecular compreende uma sequéncia que nao é complementar
ao DNA alvo. Em algumas modalidades, o cédigo de barras molecular
compreende 6, 8, 10 ou 12 nucleotideos.

[0080] Em algumas modalidades, o marcador no iniciador € biotina,
estreptavidina, digoxigenina, uma sequéncia de DNA ou isotiocianato
de fluoresceina (FITC).

[0081] Em algumas modalidades, os produtos de amplificagdo

linear sao isolados usando um reagente de captura especifico para a
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etiqueta no iniciador. Em algumas modalidades, o reagente de captura
estd em uma esfera, suporte solido, matriz ou coluna. Em algumas
modalidades, a etapa de isolamento compreende contatar o(s)
produto(s) de amplificacdo linear com um reagente de captura
especifico para a etiqueta no iniciador. Em algumas modalidades, o
reagente de captura € biotina, estreptavidina, digoxigenina, uma
sequéncia de DNA ou isotiocianato de fluoresceina (FITC).

[0082] Em algumas modalidades, o marcador € biotina e o reagente
de captura é estreptavidina. Em algumas modalidades, o marcador &
estreptavidina e o reagente de captura € biotina. Em algumas
modalidades, a etiqueta esta no terminal 5' do iniciador, no terminal 3'
do iniciador, ou interno ao iniciador. Em algumas modalidades, a
etiqueta e/ou o reagente de captura sdo removidos apos a etapa de
isolamento. Em algumas modalidades, a etiqueta e/ou o reagente de
captura ndo sao removidos e as etapas adicionais de amplificacdo e
analise sao realizadas na presenca de etiqueta e/ou captura.

[0083] Em algumas modalidades, a amplificacdo adicional € néo
linear. Em algumas modalidades, a amplificagao adicional € PCR digital,
gPCR ou RT-PCR. Em algumas modalidades, o sequenciamento € o
sequenciamento de proxima geragao (NGS).

[0084] Em algumas modalidades, o DNA alvo é gendémico ou
mitocondrial. Em algumas modalidades, o DNA alvo € o DNA gendémico
de uma célula procaridtica ou eucariética. Em algumas modalidades, o
DNA alvo é mamifero. O DNA alvo pode ser de uma célula que nao se
divide ou de uma célula que se divide. Em algumas modalidades, o
DNA alvo pode ser de uma célula primaria. Em algumas modalidades,
o DNA alvo é de uma célula replicadora.

[0085] Em alguns casos, o DNA celular é cortado antes da
amplificacao linear. Em algumas modalidades, o DNA cortado tem um

tamanho médio entre 0,5 kb e 20 kb. Em alguns casos, o DNA celular é
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cortado em um tamanho médio de 0,5, 0,75, 1,0, 1,25, 1,5, 1,75, 2,0,
2,25, 2,5, 2,75, 3,0, 3,25, 3,5, 3,75, 4,0, 4,25, 4,5, 4,75, 5,0, 5,25, 5,5,
5,75, 6,0, 6,25, 6,5, 6,75, 7,0, 7,25, 7,5, 7,75, 8,0, 8,25, 8,5, 8,75, 9,75,
9,25, 9,5, 9,75, 10,0, 10,25, 10,5, 10,75, 11,0, 11,25, 11,5, 11,75, 12,0,
12,25, 12,5, 12,75, 13,0, 13,25, 13,5, 13,75, 14,0, 14,25, 14,5, 14,75,
15,05, 15,25, 15,5, 15,5, 15,75, 16,0, 16,25, 16,5, 16,75, 17,0, 17,25,
17,5, 17,75, 18,0, 18,25, 18,5, 18,75, 19,0, 19,25, 19,5, 19,75 ou 20,0
kb. Em alguns casos, o DNA celular é cortado em um tamanho médio
de cerca de 1,5 kb.

[0086] Em algumas modalidades, a eficacia de um RNA guia é
medida por secregao de TTR. Em algumas modalidades, a secregao de
TTR é medida usando um ensaio de imunoabsorg¢ao enzimatica (ELISA)
com meio de cultura celular ou soro. Em algumas modalidades, a
secrecao de TTR é medida nos mesmos sistemas ou modelos in vitro
ou in vivo usados para medir a edigdao. Em algumas modalidades, a
secrecao de TTR é medida em hepatdcitos primarios humanos. Em
algumas modalidades, a secrecao de TTR é medida em células HUHY.
Em algumas modalidades, a secre¢cdo de TTR é medida em células
HepG2.

[0087] Os ensaios ELISA sao geralmente conhecidos pelos
versados na matéria e podem ser concebidos para determinar os niveis
séricos de TTR. Numa modalidade exemplificativa, o sangue é coletado
€ 0 soro é isolado. Os niveis séricos totais de TTR podem ser
determinados usando um Kit ELISA de Pré-albumina de Camundongo
(Transtiretina) (Aviva Systems Biology, Cat. OKIA00111) ou kit
semelhante para medir a TTR humana. Se nenhum kit estiver
disponivel, um ELISA pode ser desenvolvido usando placas pré-
revestidas com anticorpo de captura especifico para a TTR que esta
sendo medida. A placa é incubada em seguida a temperatura ambiente

por um periodo de tempo antes da lavagem. O conjugado enzima-
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anticorpo anti-TTR é adicionado e inoculado. O conjugado de anticorpo
nao ligado é removido e a placa € lavada antes da adicao da solucéo de
substrato cromogénico que reage com a enzima. A placa é lida em um
leitor de placas apropriado em uma absorbancia especifica para a
enzima e o substrato usado.

[0088] Em algumas modalidades, a quantidade de TTR nas células
(incluindo aquelas do tecido) mede a eficacia de um gRNA. Em algumas
modalidades, a quantidade de TTR nas células é medida usando
western blot. Em algumas modalidades, a célula usada sao células
HUH7. Em algumas modalidades, a célula usada € um hepatocito
primario humano. Em algumas modalidades, a célula usada € uma
célula primaria obtida de um animal. Em algumas modalidades, a
quantidade de TTR & comparada a quantidade de gliceraldeido 3-
fosfato desidrogenase GAPDH (um gene de limpeza) para controlar
alteragcdes no numero de células.

III. Formulagdes de LNP e tratamento de ATTR

[0089] Em algumas modalidades, é fornecido um método para
induzir uma quebra de fita dupla (DSB) dentro do gene TTR,
compreendendo administrar uma composi¢cao compreendendo um RNA
guia compreendendo qualquer uma ou mais sequéncias guia das SEQ
ID Nos: 5-82, ou qualquer um ou mais dos sgRNAs das SEQ ID Nos:
87-124. Em algumas modalidades, os gRNAs compreendendo qualquer
uma ou mais das sequéncias guia das SEQ ID Nos: 5-82 séo
administrados para induzir um DSB no gene TTR. Os RNAs guia podem
ser administrados em conjunto com uma nuclease de DNA guiado por
RNA, como uma Cas nuclease (por exemplo, Cas9) ou um mRNA ou
vetor que codifica uma nuclease de DNA guiado por RNA, como uma
Cas nuclease (por exemplo, Cas9).

[0090] Em algumas modalidades, é fornecido um método para

modificar o gene TTR, compreendendo administrar uma composicao
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compreendendo um RNA guia compreendendo qualquer uma ou mais
das sequéncias guia das SEQ ID Nos: 5-82, ou qualquer um ou mais
dos sgRNAs da SEQ ID Nos: 87-124. Em algumas modalidades, os
gRNAs compreendendo qualquer uma ou mais das sequéncias guia das
SEQ ID Nos: 5-82, ou qualquer um ou mais dos sgRNAs das SEQ ID
Nos: 87-124, sdo administrados para modificar o gene TTR. Os RNAs
guia podem ser administrados em conjunto com uma nuclease de DNA
guiado por RNA, como uma Cas nuclease (por exemplo, Cas9) ou um
MRNA ou vetor que codifica uma nuclease de DNA guiado por RNA,
como uma Cas nuclease (por exemplo, Cas9).

[0091] Em algumas modalidades, um método de tratamento de
ATTR ¢é fornecido um método para modificar o gene TTR,
compreendendo administrar uma composi¢cao compreendendo um RNA
guia compreendendo qualquer uma ou mais das sequéncias guia das
SEQ ID NOs: 5-82, ou qualquer um ou mais dos sgRNAs da SEQ ID
Nos: 87-124. Em algumas modalidades, os gRNAs compreendendo
qualquer uma ou mais das sequéncias guia das SEQ ID NOs: 5-82, ou
qualquer um ou mais dos sgRNAs das SEQ ID Nos: 87-124 sao
administrados para tratar ATTR. Os RNAs guia podem ser
administrados em conjunto com uma nuclease de DNA guiado por RNA,
como uma Cas nuclease (por exemplo, Cas9) ou um mRNA ou vetor
que codifica uma nuclease de DNA guiado por RNA, como uma Cas
nuclease (por exemplo, Cas9).

[0092] Em algumas modalidades, um método de redugao da
concentragao serica de TTR é fornecido compreendendo administrar
um RNA guia compreendendo qualquer uma ou mais das sequéncias
guia das SEQ ID NOs: 5-82, ou qualquer um ou mais dos sgRNAs das
SEQ ID Nos: 87-124. Em algumas modalidades, os gRNAs
compreendendo qualquer uma ou mais das sequéncias guia das SEQ

ID NOs: 5-82 ou qualquer um ou mais dos sgRNAs das SEQ ID Nos:
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87-124 sdo administrados para reduzir ou impedir o acumulo de TTR
em amiloides ou fibrilas amiloides. Os RNAs podem ser administrados
em conjunto com uma nuclease de DNA guiado por RNA, como uma
Cas nuclease (por exemplo, Cas9) ou um mRNA ou vetor que codifica
uma nuclease de DNA guiado por RNA, como uma Cas nuclease (por
exemplo, Cas9).

[0093] Em algumas modalidades, € fornecido um método para
reduzir ou impedir o acumulo de TTR em amiloides ou fibrilas amiloides
de um sujeito, compreendendo administrar uma composi¢ao
compreendendo um RNA guia compreendendo qualquer uma ou mais
das sequéncias guia das SEQ ID NOs: 5-82, ou qualquer um ou mais
dos sgRNAs das SEQ ID Nos: 87-124. Em algumas modalidades, é
fornecido um método para reduzir ou impedir o acumulo de TTR em
amiloides ou fibrilas amiloides de um sujeito, compreendendo
administrar uma composicao compreendendo qualquer um ou mais dos
sgRNAs das SEQ ID Nos: 87-113. Em algumas modalidades, os gRNAs
compreendendo qualquer uma ou mais das sequéncias guia das SEQ
ID NOs: 5-82 ou qualquer um ou mais dos sgRNAs das SEQ ID Nos:
87-124 sdo administrados para reduzir ou impedir o acumulo de TTR
em amiloides ou fibrilas amiloides. Os RNAs podem ser administrados
em conjunto com uma nuclease de DNA guiado por RNA, como uma
Cas nuclease (por exemplo, Cas9) ou um mRNA ou vetor que codifica
uma nuclease de DNA guiado por RNA, como uma Cas nuclease (por
exemplo, Cas9).

[0094] Em algumas modalidades, os gRNAs compreendendo as
sequéncias guia da Tabela 1 ou um ou mais sgRNAs da Tabela 2,
juntamente com uma nuclease de DNA guiado por RNA, como uma Cas
nuclease induzem DSBs, e a juncdo ndo homoéloga (NHEJ) durante o
reparo leva a uma mutagao no gene TTR. Em algumas modalidades, o

NHEJ leva a uma delecido ou insercdo de um nucleotideo (s), o que
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induz uma mudancga de quadro ou mutagdo sem sentido no gene TTR.
[0095] Em algumas modalidades, a administracdo dos RNAs guia
da invencgao (por exemplo, em uma composi¢ao aqui fornecida) reduz
os niveis (por exemplo, niveis séricos) de TTR no sujeito e, portanto,
impede a acumulagdo e agregagao de TTR em amiloides ou fibrilas
amiloides.

[0096] Em algumas modalidades, reduzir ou impedir o0 acumulo de
TTR em amiloides ou fibrilas amiloides de um sujeito compreende
reduzir ou impedir a deposicdo de TTR em um ou mais tecidos do
sujeito, como estébmago, coélon ou tecido nervoso. Em algumas
modalidades, o tecido nervoso compreende nervo ciatico ou ganglio da
raiz dorsal. Em algumas modalidades, a deposi¢cao de TTR é reduzida
em dois, trés ou quatro do estdbmago, colon, ganglio da raiz dorsal e
nervo ciatico. O nivel de deposicdo em um determinado tecido pode ser
determinado usando uma amostra de bidpsia, por exemplo, usando
imunocoloragdo. Em algumas modalidades, a redugao ou prevengao do
acumulo de TTR em amiloides ou fibrilas amiloides de um sujeito e/ou
reducdo ou prevencao da deposicdo de TTR é inferida com base na
reducao dos niveis séricos de TTR por um periodo de tempo. Conforme
discutido nos exemplos, verificou-se que a reducao dos niveis séricos
de TTR de acordo com os métodos e usos aqui fornecidos pode resultar
na remocao da TTR depositada de tecidos como os discutidos acima e
nos exemplos, por exemplo, medidos 8 semanas apds a administracéo
da composicao.

[0097] Em algumas modalidades, o sujeito € mamifero. Em algumas
modalidades, o sujeito € humano. Em algumas modalidades, o sujeito é
vaca, porco, macaco, ovelha, cachorro, gato, peixe ou ave.

[0098] Em algumas modalidades, o uso de um RNAs guia
compreendendo qualquer uma ou mais das sequéncias guia na Tabela

1 ou um ou mais sgRNAs da Tabela 2 (por exemplo, em uma
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composicdo aqui fornecida) é fornecido para a preparagdo de um
medicamento para o tratamento de uma sujeito humano com ATTR.
[0099] Em algumas modalidades, os RNAs, composi¢des e
formulagbes guia sdo administrados por via intravenosa. Em algumas
modalidades, os RNAs, composicbes e formulagbes guia sé&o
administrados na circulacao hepatica.

[00100] Em algumas modalidades, uma unica administracdo de uma
composicdo compreendendo um RNA guia aqui fornecido € suficiente
para derrubar a expressao da proteina mutante. Em algumas
modalidades, uma uUnica administracdo de uma composicao
compreendendo um RNA guia aqui fornecido é suficiente para eliminar
a expressao da proteina mutante em uma populacdo de células. Em
outras modalidades, mais de uma administragdo de uma composigcao
compreendendo um RNA guia aqui fornecido pode ser benéfica para
maximizar a edicdo via efeitos cumulativos. Por exemplo, uma
composi¢cao aqui fornecida pode ser administrada 2, 3, 4, 5 ou mais
vezes, como 2 vezes. As administragcdes podem ser separadas por um
periodo que varia de, por exemplo, 1 dia a 2 anos, como 1 a 7 dias, 7 a
14 dias, 14 dias a 30 dias, 30 dias a 60 dias, 60 dias a 120 dias, 120
dias a 183 dias, 183 dias a 274 dias, 274 dias a 366 dias ou 366 dias a
2 anos.

[00101] Em algumas modalidades, uma composi¢ao € administrada
em uma quantidade eficaz na faixa de 0,01 a 10 mg/kg (mpk), por
exemplo, 0,01 a 0,1 mpk, 0,1 a 0,3 mpk, 0,3 a 0,5 mpk, 0,5 a 1 mpk, 1
a2 mpk, 2a 3 mpk, 3a5mpk, 5a10 mpkou 0,1, 0,2, 0,3, 0,5, 1, 2, 3,
5 ou 10 mpk.

[00102] Em algumas modalidades, a eficacia do tratamento com as
composi¢des da invengdo € vista em 1 ano, 2 anos, 3 anos, 4 anos, 5
anos ou 10 anos apos a distribuicdo. Em algumas modalidades, a

eficacia do tratamento com as composi¢cdes da invencdo € avaliada
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medindo os niveis séricos de TTR antes e apds o tratamento. Em
algumas modalidades, a eficacia do tratamento com as composicdes
avaliadas via reducdo dos niveis séricos de TTR é observada em 1
semana, 2 semanas, 3 semanas, 4 semanas, 2 meses, 3 meses, 4
meses, 5 meses, 6 meses, 7 meses, 8 meses, 9 meses, 10 meses ou
11 meses.

[00103] Em algumas modalidades, o tratamento diminui ou
interrompe a progressao da doencga.

[00104] Em algumas modalidades, o tratamento retarda ou
interrompe a progressdo da FAP. Em algumas modalidades, o
tratamento resulta em melhora, estabilizacdo ou retardo da mudanca
nos sintomas de neuropatia sensorial-motora. ou neuropatia
autondémica.

[00105] Em algumas modalidades, o tratamento resulta em melhora,
estabilizacdo ou retardo da mudanca nos sintomas da FAC. Em
algumas modalidades, o tratamento resulta em melhora, estabilizagéo
ou retardo dos sintomas de alteragdo de cardiomiopatia restritiva ou
insuficiéncia cardiaca congestiva.

[00106] Em algumas modalidades, a eficacia do tratamento € medida
pelo aumento do tempo de sobrevida do sujeito.

[00107] Emalgumas modalidades, a eficacia do tratamento é medida
pela melhoria ou lentiddo da progressao nos sintomas de neuropatia
sensorial-motora. ou autonémica. Em algumas modalidades, a eficacia
do tratamento € medida por um aumento ou retardo da diminuicdo da
capacidade de mover uma area do corpo ou sentir em qualquer area do
corpo. Em algumas modalidades, a eficacia do tratamento é medida por
melhora ou retardo da diminuicdo da capacidade de engolir; respirar;
usar bragcos, maos, pernas ou pe€s; ou caminhar. Em algumas
modalidades, a eficacia do tratamento € medida pela melhora ou um

retardo da progressdo da neuralgia. Em algumas modalidades, a
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neuralgia € caracterizada por dor, queimagdo, formigamento ou
sensacao anormal. Em algumas modalidades, a eficacia do tratamento
€ medida pela melhora ou um retardo do aumento da hipotensao
postural, tontura, dismotilidade gastrointestinal, disfuncéo da bexiga ou
disfuncao sexual. Em algumas modalidades, a eficacia do tratamento é
medida pela melhora ou um retardo da progressao da fraqueza. Em
algumas modalidades, a eficacia do tratamento é medida usando
eletromiograma, testes de conducao nervosa ou resultados relatados
pelo paciente.

[00108] Em algumas modalidades, a eficacia do tratamento € medida
pela melhora ou retardo da progressdo dos sintomas de insuficiéncia
cardiaca congestiva ou CHF. Em algumas modalidades, a eficacia do
tratamento é medida por uma diminui¢ao ou retardo do aumento da falta
de ar, dificuldade em respirar, fadiga ou inchago nos tornozelos, pés,
pernas, abdémen ou veias no pescog¢o. Em algumas modalidades, a
eficacia do tratamento € medida pela melhora ou um retardo da
progressao do acumulo de liquidos no corpo, que pode ser avaliada por
medidas como ganho de peso, mic¢ao frequente ou tosse noturna. Em
algumas modalidades, a eficacia do tratamento € medida usando testes
de biomarcadores cardiacos (como peptideo natriurético do tipo B [BNP]
ou peptideo natriurético pro-tipo B do N-terminal [NT-proBNP]), testes
de fungdo pulmonar, radiografias, ou eletrocardiografia.

A. Terapia de Combinagao

[00109] Em algumas modalidades, a invengao compreende terapias
combinadas compreendendo qualquer um dos gRNAs compreendendo
qualquer uma ou mais das sequéncias guia divulgadas na Tabela 1 ou
qualquer um ou mais dos sgRNAs na Tabela 2 (por exemplo, em uma
composicdo aqui fornecida) juntamente com uma terapia adicional
adequada para aliviar os sintomas de ATTR.

[00110] Em algumas modalidades, a terapia adicional para ATTR é

Peticao 870200059104, de 13/05/2020, pag. 219/405



126/319

um tratamento para neuropatia sensorial-motora. ou autonémica. Em
algumas modalidades, o tratamento para neuropatia sensorial-motora.
ou autonébmica é wuma droga anti-inflamatéria ndo esteroide,
antidepressiva,  medicamento  anticonvulsivante, = medicamento
antiarritmico ou agente narcoético. Em algumas modalidades, o
antidepressivo € um agente tricilico ou um inibidor da recaptagao de
serotonina-noradrenalina. Em algumas modalidades, o antidepressivo &
amitriptilina, duloxetina ou venlafaxina. Em algumas modalidades, o
agente anticonvulsivante € gabapentina, pregabalina, topiramato ou
carbamazepina. Em algumas modalidades, a terapia adicional para
neuropatia sensorial-motora. é a estimulagdo elétrica nervosa
transcutanea.

[00111] Em algumas modalidades, a terapia adicional para ATTR é
um tratamento para cardiomiopatia restritiva ou insuficiéncia cardiaca
congestiva (CHF). Em algumas modalidades, o tratamento para CHF é
um inibidor de ACE, antagonista da aldosterona, bloqueador do receptor
da angiotensina, bloqueador beta, digoxina, diurético ou dinitrato de
isossorbida/cloridrato de hidralazina. Em algumas modalidades, o
inibidor de ACE é enalapril, captopril, ramipril, perindopril, imidapril ou
quinapril. Em algumas modalidades, o antagonista da aldosterona é
eplerenona ou espironolactona. Em algumas modalidades, o
bloqueador do receptor da angiotensina € azilsartana, cadesartana,
eprosartana, irbesartana, losartana, olmesartana, telmisartana ou
valsartana. Em algumas modalidades, o betabloqueador & acebutolol,
atenolol, bisoprolol, metoprolol, nadolol, nebivolol ou propranolol. Em
algumas modalidades, o diurético é clorotiazida, clortalidona,
hidroclorotiazida, indapamida, metolazona, bumetanida, furosemida,
torsemida, amilorida ou triametereno.

[00112] Em algumas modalidades, a terapia de combinacao

compreende qualquer um dos gRNAs compreendendo uma ou mais das
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sequéncias guia divulgadas na Tabela 1 ou qualquer um ou mais dos
sgRNAs na Tabela 2 (por exemplo, em uma composicao fornecida aqui)
juntamente com um siRNA que direciona TTR ou TTR mutante. Em
algumas modalidades, o siRNA é qualquer siRNA capaz de reduzir ou
eliminar ainda mais a expressao de TTR de tipo selvagem ou mutante.
Em algumas modalidades, o siRNA é a droga Patisirana (ALN-TTRO02)
ou ALN-TTRsc02. Em algumas modalidades, o siRNA é administrado
apos qualquer um dos gRNAs compreendendo qualquer uma ou mais
das sequéncias guia divulgadas na Tabela 1 ou qualquer um ou mais
dos sgRNAs na Tabela 2 (por exemplo, em uma composi¢do aqui
fornecida). Em algumas modalidades, o siRNA ¢é administrado
regularmente apods o tratamento com qualquer uma das composigoes
de gRNA fornecidas neste documento.

[00113] Em algumas modalidades, a terapia de combinacéo
compreende qualquer um dos gRNAs compreendendo uma ou mais das
sequéncias guia divulgadas na Tabela 1 ou qualquer um ou mais dos
sgRNAs na Tabela 2 (por exemplo, em uma composi¢ao fornecida aqui)
juntamente com um nucleotideo antissentido que direciona TTR ou TTR
mutante. Em algumas modalidades, o nucleotideo antissentido é
qualquer nucleotideo antissentido capaz de reduzir ou eliminar ainda
mais a expressao de TTR de tipo selvagem ou mutante. Em algumas
modalidades, o nucleotideo antissentido € o medicamento Inoterseno
(lons-TTRRx).  Em algumas modalidades, o nucleotideo antissentido é
administrado ap6s qualquer um dos gRNAs compreendendo qualquer
uma ou mais das sequéncias guia divulgadas na Tabela 1 ou qualquer
um ou mais dos sgRNAs na Tabela 2 (por exemplo, em uma
composicado aqui fornecida). Em algumas modalidades, o nucleotideo
antissentido € administrado regularmente apds o tratamento com
qualquer uma das composi¢des de gRNA fornecidas neste documento.

[00114] Em algumas modalidades, a terapia de combinacéo
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compreende qualquer um dos gRNAs que compreende qualquer uma
ou mais das sequéncias guia divulgadas na Tabela 1 ou qualquer um
ou mais dos sgRNAs na Tabela 2 (por exemplo, em uma composi¢cao
aqui fornecida) juntamente com um estabilizador de moléculas
pequenas que promove a estabilizagcdo cinética da forma tetramérica
corretamente dobrada de TTR. Em algumas modalidades, o
estabilizador de moléculas pequenas € a droga tafamidis (Vyndagel®)
ou diflunisal. Em algumas modalidades, o estabilizador de moléculas
pequenas €& administrado apdés qualquer um dos gRNAs
compreendendo qualquer uma ou mais das sequéncias guia divulgadas
na Tabela 1 ou qualquer um ou mais dos sgRNAs na Tabela 2 (por
exemplo, em uma composi¢do aqui fornecida). Em algumas
modalidades, o estabilizador de moléculas pequenas é administrado
regularmente apds o tratamento com qualquer uma das composigdes
de gRNA fornecidas neste documento.

B. Distribuicao de composicoes de gRNA

[00115] Em algumas modalidades, as composi¢coes de RNA guia
descritas aqui, sozinhas ou codificadas em um ou mais vetores, sao
formuladas ou administradas através de uma nanoparticula lipidica; ver,
por exemplo, PCT/US2017/024973, depositado em 30 de margo de
2017, intitulado “LIPID NANOPARTICLE FORMULATIONS FOR
CRISPR/CAS COMPONENTS,” cujo conteudo € incorporado por
referéncia na sua totalidade. Qualquer nanoparticula lipidica (LNP)
conhecida por aqueles versados na técnica como capaz de fornecer
nucleotideos a sujeitos pode ser utilizada com os RNAs guia aqui
descritos, bem como o mRNA que codifica uma nuclease de DNA
guiado por RNA, como Cas ou Cas9, ou uma nuclease de DNA guiado
por RNA, como a propria proteina Cas ou Cas9.

[00116] Aqui séo divulgadas varias modalidades de formulagdes de

LNP para RNAs, incluindo cargas CRISPR/Cas. Tais formulagbes de
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LNP podem incluir (i) um lipideo CCD, como um lipideo amina, (i) um
lipideo neutro, (iii) um lipideo auxiliar e (iv) um lipideo furtivo, como um
lipideo PEG. Algumas modalidades das formulagdes de LNP incluem
um "lipideo amina", juntamente com um lipideo auxiliar, um lipideo
neutro e um lipideo furtivo, como um lipideo PEG. Por "nanoparticula
lipidica" entende-se uma particula que compreende uma pluralidade de
(isto €, mais de uma) moléculas lipidicas fisicamente associadas entre
si por forcas intermoleculares.

Lipideos CCD

[00117] As composicbes lipidicas para distribuicao de mRNA de
CRISPR/Cas e componentes de RNA guia para uma célula hepatica
compreendem um lipideo CCD.

[00118] Em algumas modalidades, o lipideo do CCD ¢ o lipideo A,

que e (9Z,122)-3-((4,4-bis(octiloxi)butanoil)oxi)-2-((((3-
(dietilamino)propoxi)carbonil)oxi)metil)propil  octadeca-9,12-dienoato,
também chamado 3-((4,4-bis(octiloxi)butanoil)oxi)-2-((((3-

(dietilamino)propoxi)carbonil)oxi)metil)propil  (9Z,12Z)-octadeca-9,12-
dienoato. O lipideo A pode ser descrito como:
o)

A~

BN

SO0

[00119] O lipideo A pode ser sintetizado de acordo com
W02015/095340 (por exemplo, pp. 84-86).

[00120] Em algumas modalidades, o lipideo CCD ¢é o lipideo B, que
€ ((5-((dimetilamino)  metil)-1,3-fenileno)bis(oxi))bis(octano-8,1-di-
ibis(decanoato), também chamado ((5-((dimetilamino)metil)-1,3-
fenileno)bis(oxi))bis(octano-8,1-di-il)bis(decanoato). O lipideo B pode

ser descrito como:
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[00121] O lipideo B pode ser sintetizado de acordo com
W02014/136086 (por exemplo, pp. 107-09).

[00122] Em algumas modalidades, o lipideo CCD ¢ o lipideo C, que
e 2-((4-(((3-
(dimetilamino)propoxi)carbonil)oxi)hexadecanoil)oxi)propano-1,3-di-il
(92,9'2,1227, 12'Z)—bis(octadeca-9 12-dienoato). O lipideo C pode ser

N\/\/O O
\g:/o\/\/\/\/\
0

(@)

A

O\’(\/v\/e/;
descrito como:

[00123] Em algumas modalidades, o lipideo CCD ¢ o lipideo D, que
€ 3-(((3-(dimetilamino) propoxi)carbonil)oxi)-13-(octanoiloxi)tridecil 3-
octilundecanoato.

[00124] O lipideo D pode ser descrito como:

[00125] O lipideo C e o lipideo D podem ser sintetizados de acordo
com W02015/095340.
[00126] O lipideo CCD também pode ser equivalente ao lipideo A,
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lipideo B, lipideo C ou lipideo D. Em certas modalidades, o lipideo CCD
€ equivalente ao lipideo A, um equivalente ao lipideo B, um equivalente
ao lipideo C ou um equivalente ao lipideo D.
[00127] Lipideos de amina
[00128] Em algumas modalidades, as composi¢cdes de LNP para a
distribuicdo de agentes biologicamente ativos compreendem um "lipideo
amina", que é definido como lipideo A, lipideo B, lipideo C, lipideo D ou
equivalentes de lipideo A (incluindo analogos acetais do lipideo A),
equivalentes de lipideo B, equivalentes de lipideo C e equivalentes de
lipideo D.
[00129] Em algumas modalidades, o lipideo de amina é o lipideo A,
que é (9Z,122)-3-((4,4-bis(octiloxi)butanoil)oxi)-2-((((3-
(dietilamino)propoxi)carbonil)oxi)metil)propil  octadeca-9,12-dienoato,
também chamado 3-((4,4-bis(octiloxi)butanoil)oxi)-2-((((3-
(dietilamino)propoxi)carbonil)oxi)metil)propil  (9Z,12Z)-octadeca-9,12-
dienoato. O lipideo A pode ser descrito como:

o]

/\/\/;/;/\/\/\)J\O 0]
0 5/\0)1\0/\/\N/\
O o N
SN0

[00130] O lipideo A pode ser sintetizado de acordo com
W02015/095340 (por exemplo, pp. 84-86). Em certas modalidades, o
lipideo de amina € equivalente ao lipideo A.

[00131] Em certas modalidades, um lipideo de amina € um analogo
do lipideo A. Em certas modalidades, um analogo de lipideo A € um
analogo acetal do lipideo A. Em determinadas composi¢cdes de LNP, o
analogo acetal € um analogo acetal C4-C12. Em algumas modalidades,
0 anadlogo acetal € um analogo acetal C5-C12. Em modalidades

adicionais, o analogo acetal € um analogo acetal C5-C10. Em outras
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modalidades, o analogo acetal é escolhido dentre um analogo acetal de
C4, C5, C6, C7, C9, C10, C11 e C12.

[00132] Os lipideos de amina adequados para utilizagdo nas LNPs
aqui descritas sdo biodegradaveis in vivo. Os lipideos de aminas tém
baixa toxicidade (por exemplo, s&o tolerados em modelos animais sem
efeito adverso em quantidades maiores ou iguais a 10 mg/kg). Em
certas modalidades, as LNPs compreendendo um lipideo de amina
incluem aquelas em que pelo menos 75% do lipideo de amina é
removido do plasma dentro de 8, 10, 12, 24 ou 48 horasou 3, 4, 5,6, 7
ou 10 dias. Em certas modalidades, as LNPs que compreendem um
lipideo de amina incluem aquelas em que pelo menos 50% do mRNA
ou do gRNA sao eliminados do plasma dentro de 8, 10, 12, 24 ou 48
horas ou 3, 4, 5, 6, 7, ou 10 dias. Em certas modalidades, as LNPs
compreendendo um lipideo de amina incluem aquelas em que pelo
menos 50% da LNP é eliminado do plasma dentro de 8, 10, 12, 24 ou
48 horas ou 3, 4, 5, 6, 7 ou 10 dias, por exemplo, medindo um lipideo
(por exemplo, um lipideo de amina), RNA (por exemplo, mMRNA) ou outro
componente. Em certas modalidades, o componente lipideo
encapsulado em lipideo versus lipideo livre, RNA ou acido nucleico do
LNP é medido.

[00133] A depuracao lipidica pode ser medida como descrito na
literatura. Ver Maier, MA, et al. Biodegradable Lipids Enabling Rapidly
Eliminated Lipid Nanoparticles for Systemic Delivery of RNAI
Therapeutics. Mol. Ther. 2013, 21(8), 1570-78 (“Maier”). Por exemplo,
em Maier, os sistemas LNP-siRNA contendo siRNA direcionado as
luciferases foram administrados a camundongos machos C57BI/6 de
seis a oito semanas de idade a 0,3 mg/kg por injecao intravenosa em
bolus via veia da cauda lateral. Amostras de sangue, figado e bago
foram coletadas em 0,083, 0,25, 0,5, 1, 2, 4, 8, 24, 48, 96 e 168 horas

apo6s a dose. Os camundongos foram perfundidos com solugao salina
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antes da coleta de tecido e as amostras de sangue foram processadas
para obter plasma. Todas as amostras foram processadas e analisadas
por LC-MS. Além disso, Maier descreve um procedimento para avaliar
a toxicidade ap6s a administracado de formulacdes de LNP-siRNA. Por
exemplo, um siRNA direcionado a luciferase foi administrado a 0, 1, 3,
5 e 10 mg/kg (5 animais/grupo) via inje¢cdo intravenosa em bolus
intravenosa a um volume de dose de 5 mL/kg em ratos Sprague-Dawley
machos. Apds 24 horas, cerca de 1 mL de sangue foi obtido da veia
jugular de animais conscientes e o soro foi isolado. 72 horas apos a
dose, todos os animais foram sacrificados para necrépsia. Foirealizada
avaliagao de sinais clinicos, peso corporal, quimica sérica, pesos de
orgéos e histopatologia. Embora Maier descreva métodos para avaliar
formulagdes de siRNA-LNP, esses métodos podem ser aplicados para
avaliar a depuracéao, farmacocinética e toxicidade da administracao de
composicdes de LNP da presente divulgacéo.

[00134] Os lipideos de amina levam a um aumento da taxa de
depuracdo. Em algumas modalidades, a taxa de depuracédo é uma taxa
de depuracéao lipidica, por exemplo, a taxa na qual um lipideo de amina
€ eliminado do sangue, soro ou plasma. Em algumas modalidades, a
taxa de depuracdo é uma taxa de depuracado de RNA, por exemplo, a
taxa na qual um mRNA ou um gRNA ¢é eliminado do sangue, soro ou
plasma. Em algumas modalidades, a taxa de depuragado € a taxa na
qual a LNP é eliminada do sangue, soro ou plasma. Em algumas
modalidades, a taxa de depuracao é a taxa na qual a LNP é eliminada
de um tecido, como tecido do figado ou tecido do bagco. Em certas
modalidades, uma alta taxa de depuracao leva a um perfil de seguranca
sem efeitos adversos substanciais. Os lipideos da amina reduzem o
acumulo de LNP na circulagao e nos tecidos. Em algumas modalidades,
uma reducdo no acumulo de LNP na circulacao e nos tecidos leva a um

perfil de seguranga sem efeitos adversos substanciais.
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[00135] Os lipideos de amina da presente divulgagdo podem ser
ionizaveis dependendo do pH do meio em que estdo. Por exemplo, em
um meio levemente acidico, os lipideos de amina podem ser protonados
e, assim, carregar uma carga positiva. Por outro lado, em um meio
ligeiramente basico, como, por exemplo, sangue onde o pH é de
aproximadamente 7,35, os lipideos de amina podem n&o ser protonados
e, portanto, ndo tém carga. Em algumas modalidades, os lipideos de
amina da presente divulgacdo podem ser protonados a um pH de pelo
menos cerca de 9. Em algumas modalidades, os lipideos de amina da
presente divulgagcdo podem ser protonados a um pH de pelo menos
cerca de 9. Em algumas modalidades, os lipideos de amina da presente
divulgacéo podem ser protonados a um pH de pelo menos cerca de 10.
[00136] A capacidade de um lipideo de amina suportar uma carga
esta relacionada ao seu pKa intrinseco. Por exemplo, os lipideos de
amina da presente divulgacao podem cada um, independentemente, ter
um pKa na faixa de cerca de 5,8 a cerca de 6,2. Por exemplo, 0s
lipideos de amina da presente divulgacdo podem cada um,
independentemente, ter um pKa na faixa de cerca de 5,8 a cerca de 6,5.
Isto pode ser vantajoso, pois foi descoberto que lipideos catidbnicos com
um pKa variando entre 5,1 e 7,4 séo eficazes para a distribuicdo de
carga in vivo, por exemplo, para o figado. Além disso, verificou-se que
lipideos catibnicos com um pKa variando entre cerca de 5,3 e cerca de
6,4 sao eficazes para a distribuicdo in vivo, por exemplo, para tumores.
Ver, por exemplo, WO2014/136086.

Lipideos adicionais

[00137] "Lipideos neutros" adequados para uso em uma composicao
lipidica da divulgacao incluem, por exemplo, uma variedade de lipideos
neutros, ndo carregados ou zwitteridnicos. Exemplos de fosfolipideos
neutros adequados para uso na presente divulgacao incluem, mas nao

estdo limitados a, 5-heptadecilbenzeno-1,3-diol (resorcinol),
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dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC), distearoilfosfatidilcolina (DSPC),
pofosfolina (DOPC), dimiristoilfosfatidilcolina (DMPC), fosfatidilcolina
(PLPC), 1,2-distearoil-sn-glicero-3-fosfocolina (DAPC),
fosfatidiletanolamina  (PE), fosfatidilcolina de ovo (EPC),
dilaurililfosfatidilcolina (DLPC), dimiristoilfosfatidilcolina (DMPC), 1-
miristoil-2-palmitoilfosfatidilcolina (MPPC), 1-palmitoil-2-
miristoilfosfatidilcolina (PMPC), 1-palmitoil-2-estearoilfosfatidilcolina
(PSPC), 1,2-diaracidiloil -3-fosfocolina (DBPC), 1-estearoil-2-
palmitoilfosfatidilcolina (SPPC), 1,2-dieicosenoil-sn-glicero-3-
fosfocololina (DEPC), palmitoiloloilfosfatidilcolina (POPC), lisofosfatidil
colina, dioleoil-fosfatidiletanolamina (DOPE), dilinoleoilfosfatidilcolina
distearoilfosfatidiletanolamina (DSPE), dimiristoilfosfatidiletanolamina
(DMPE), dipalmitoil fosfatidiletanolamina (DPPE), palmitoiloleoil
fosfatidiletanolamina (POPE), lisofosfatidiletanolamina e combinagdes
dos mesmos. Numa modalidade, o fosfolipideo neutro pode ser
selecionado do grupo que consiste em distearoilfosfatidilcolina (DSPC)
e dimiristoil fosfatidil etanolamina (DMPE). Noutra modalidade, o
fosfolipideo neutro pode ser distearoilfosfatidilcolina (DSPC).

[00138] Os "lipideos auxiliares" incluem esteroides, esterdis e alquil
resorcindis. Os lipideos auxiliares adequados para uso na presente
divulgagcdo incluem, mas nao estdo limitados a, colesterol, 5-
heptadecilresorcinol e hemisuccinato de colesterol. Numa modalidade,
o lipideo auxiliar pode ser colesterol. Numa modalidade, o lipideo
auxiliar pode ser hemissuccinato de colesterol.

[00139] "Lipideos furtivos" sao lipideos que alteram o periodo de
tempo em que as nanoparticulas podem existir in vivo (por exemplo, no
sangue). Os lipideos furtivos podem ajudar no processo de formulagao,
por exemplo, reduzindo a agregacédo de particulas e controlando o
tamanho das particulas. Os lipideos furtivos aqui utilizados podem

modular as propriedades farmacocinéticas do LNP. Os lipideos furtivos
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adequados para uso em uma composi¢cao lipidica da divulgagao
incluem, mas nao estdo limitados a, lipideos furtivos com um grupo
principal hidrofilico ligado a uma fragédo lipidica. Lipideos furtivos
adequados para uso em uma composicao lipidica da presente
divulgacéao e informacdes sobre a bioquimica de tais lipideos podem ser
encontrados em Romberg et al., Pharmaceutical Research, Vol. 25, No.
1, 2008, pg. 55-71 e Hoekstra et al., Biochimica et Biophysica Acta 1660
(2004) 41-52. Lipideos de PEG adequados adicionais sédo divulgados,
por exemplo, em WO 2006/007712.

[00140] Em uma modalidade, o grupo principal hidrofilico de lipideo
furtivo compreende uma fracdo de polimero selecionada de polimeros
baseados em PEG. Os lipideos furtivos podem compreender uma fracéo
lipidica. Em algumas modalidades, o lipideo furtivo € um lipideo PEG.

[00141] Em uma modalidade, um lipideo furtivo compreende uma
fragcdo de polimero selecionada de polimeros baseados em PEG (as
vezes chamado de poli(éxido de etileno)), poli(oxazolina), poli(alcool
vinilico), poli(glicerol), poli(N-vinilpirrolidona), poliaminoacidos e poli[N-
(2-hidroxipropil)metacrilamida].

[00142] Numa modalidade, o lipideo PEG compreende uma fracéo
de polimero a base de PEG (as vezes referido como poli(6xido de
etileno)).

[00143] O lipideo PEG compreende ainda uma fragao lipidica. Em
algumas modalidades, a fracdo lipidica pode ser derivada de
diacilglicerol ou diacilglicamida, incluindo aqueles que compreendem
um grupo dialquilglicerol ou dialquilglicamida com comprimento de
cadeia alquil independentemente compreendendo de cerca de C4 a
cerca de C40 atomos de carbono saturados ou insaturados, em que a
cadeia pode compreender um ou mais atomos de carbono funcionais
grupos como, por exemplo, uma amida ou éster. Em algumas

modalidades, o comprimento da cadeia alquil compreende cerca de C10
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a C20. O grupo dialquilglicerol ou dialquilglicamida pode ainda
compreender um ou mais grupos alquil substituidos. Os comprimentos
da corrente podem ser simétricos ou assimeétricos.

[00144] Salvo indicagdo em contrario, o termo "PEG", conforme
usado aqui, significa qualquer polietileno glicol ou outro polimero de éter
polialquileno. Numa modalidade, o PEG & um polimero linear ou
ramificado opcionalmente substituido de etileno glicol ou o6xido de
etileno. Numa modalidade, o PEG n&o é substituido. Em uma
modalidade, o PEG é substituido, por exemplo, por um ou mais grupos
alquil, alcoxi, acil, hidroxi ou aril. Numa modalidade, o termo inclui
copolimeros de PEG, como PEG-poliuretano ou PEG-polipropileno (ver,
por exemplo, J. Milton Harris, Poli(ethylene glycol) chemistry:
biotechnical and biomedical applications (1992)); em outra modalidade,
o termo nao inclui copolimeros de PEG. Em uma modalidade, o PEG
tem um peso molecular de cerca de 130 a cerca de 50.000, em uma
sub-modalidade, cerca de 150 a cerca de 30.000, em uma sub-
modalidade, cerca de 150 a cerca de 20.000, em uma sub-modalidade
de cerca de 150 a cerca de 15.000, em uma sub-modalidade, cerca de
150 a cerca de 10.000, em uma sub-modalidade, cerca de 150 a cerca
de 6.000, em uma sub-modalidade, cerca de 150 a cerca de 5.000, em
uma sub-modalidade, cerca de 150 a cerca de 4.000, em uma sub-
modalidade, cerca de 150 a cerca de 3.000, em uma sub-modalidade,
cerca de 300 a cerca de 3.000, em uma sub-modalidade, cerca de 1.000
a cerca de 3.000 e em uma sub-modalidade, cerca de 1.500 a cerca de
2.500.

[00145] Em certas modalidades, o PEG (por exemplo, conjugado a
uma fragao lipidica ou lipideo, como um lipideo furtivo), € um "PEG-2K",
também denominado "PEG 2000", que tem um peso molecular médio
de cerca de 2.000 daltons. O PEG-2K é representado aqui pela seguinte

féormula (1), em que n é 45, significando que o grau médio de
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polimerizacdo do numero compreende cerca de 45 subunidades. No
entanto, outras modalidades de PEG conhecidas na técnica podem ser
usadas, incluindo, por exemplo, aquelas em que o grau meédio de
polimerizacdo compreende cerca de 23 subunidades (n = 23) e/ou 68
subunidades (n = 68). Em algumas modalidades, n pode variar de cerca
de 30 a cerca de 60. Em algumas modalidades, n pode variar de cerca
de 35 a cerca de 55. Em algumas modalidades, n pode variar de cerca
de 40 a cerca de 50. Em algumas modalidades, n pode variar de cerca
de 42 a cerca de 48. Em algumas modalidades, n pode ser 45. Em
algumas modalidades, R pode ser selecionado de H, alquil substituido
e alquil ndo substituido. Em algumas modalidades, R pode ser alquil
nao substituido. Em algumas modalidades, R pode ser metil.

[00146] Em qualquer uma das modalidades aqui descritas, o lipideo
PEG pode ser selecionado de PEG-dilauroilglicerol, PEG-
dimiristoilglicerol (PEG-DMG) (catalogo # GM-020 de NOF, Toquio,
Japao), PEG-dipalmitoilglicerol, PEG-distearoilglicerol (PEG -DSPE)
(catalogo # DSPE-020CN, NOF, Toquio, Japao), PEG-dilaurilglicamida,
PEG-dimiristilglicamida, PEG-dipalmitoilglicamida e PEG-
distearoililglicida, PEG-distearoililglicida, PEG-colesterol (1-[8'-(Cholest-
5-en-3[beta]-oxi)carboxamido-3',6'-dioxaoctanillcarbamoil-[6megal-
metil-poli(etileno glicol), PEG-DMB (3,4-ditetradecoxilbenzil-[6megal-
metil-poli(etileno glicol)éter), 1,2-dimiristoil-sn-glicero-3-
fosfoetanolamina-N-[metoxi(polietileno glicol)-2000] (PEG2k-DMG) (cat.
# 880150P de Avanti Polar Lipids, Alabaster, Alabama, EUA), 1,2-
distearoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina-N-[metoxi(polietileno  glicol)-
2000] (PEG2k-DSPE) (cat. # 880120C de Avanti Polar Lipids, Alabaster,
Alabama, EUA), 1,2-distearoil-sn-glicerol, metoxipolietilenoglicol
(PEG2k-DSG; GS-020, NOF Téquio, Japao), poli (etileno glicol)-2000-
dimetacrilato (PEG2k-DMA) e 1,2-disteariloxipropil-3-amina-N- [metoxi
(polietileno glicol)-2000] (PEG2k-DSA). Numa modalidade, o lipideo
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PEG pode ser PEG2k-DMG. Em algumas modalidades, o lipideo PEG
pode ser PEG2k-DSG. Numa modalidade, o lipideo PEG pode ser
PEG2k-DSPE. Numa modalidade, o lipideo PEG pode ser PEG2k-
DMA. Numa modalidade, o lipideo PEG pode ser PEG2k-C-DMA. Em
uma modalidade, o lipideo PEG pode ser o composto S027, divulgado
em W02016/010840 (paragrafos [00240] a [00244]). Numa modalidade,
o lipideo PEG pode ser PEG2k-DSA. Numa modalidade, o lipideo PEG
pode ser PEG2k-C11. Em algumas modalidades, o lipideo PEG pode
ser PEG2k-C14. Em algumas modalidades, o lipideo PEG pode ser
PEG2k-C16. Em algumas modalidades, o lipideo PEG pode ser PEG2k-
C18.

Formulagdes LNP

[00147] A LNP pode conter (i) um lipideo de amina para
encapsulamento e escape endossdmico, (ii) um lipideo neutro para
estabilizagdo, (iii) um lipideo auxiliar, também para estabilizacéo e (iv)
um lipideo furtivo, como um lipideo PEG.

[00148] Em algumas modalidades, uma composicdo de LNP pode
compreender um componente de RNA que inclui um ou mais de um
agente de ligacdo a DNA guiado a RNA, um mRNA de Cas nuclease,
um mRNA de Cas nuclease Classe 2, um mRNA de Cas9 e um gRNA.
Em algumas modalidades, uma composi¢ao de LNP pode incluir uma
Cas nuclease Classe 2 e um gRNA como componente de RNA. Em
certas modalidades, uma composi¢cao de LNP pode compreender o
componente de RNA, um lipideo de amina, um lipideo auxiliar, um
lipideo neutro e um lipideo furtivo. Em certas composi¢coes de LNP, o
lipideo auxiliar é o colesterol. Em outras composic¢des, o lipideo neutro
€ DSPC. Em modalidades adicionais, o lipideo furtivo € PEG2k-DMG
ou PEG2k-C11. Em certas modalidades, a composicdo de LNP
compreende lipideo A ou um equivalente de lipideo A; um lipido auxiliar;

um lipido neutro; um lipido furtivo; e um RNA guia. Em certas
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composicoes, o lipideo amina é o lipideo A. Em certas composicoes, o
lipideo de amina é o lipideo A ou um analogo acetal do mesmo; o lipideo
auxiliar € o colesterol; o lipideo neutro € DSPC; e o lipido furtivo é o
PEG2k-DMG.

[00149] Em certas modalidades, as composicdes lipidicas sao
descritas de acordo com as respectivas razbes molares dos lipideos
componentes na formulagdo. Modalidades da presente divulgacao
fornecem composicgdes lipidicas descritas de acordo com as respectivas
razbes molares dos lipideos componentes na formulacdo. Numa
modalidade, a % em mol do lipideo de amina pode ser de cerca de 30%
em mol a cerca de 60% em mol. Numa modalidade, a % em mol do
lipideo amina pode ser de cerca de 40% em mol a cerca de 60% em
mol. Numa modalidade, a % em mol do lipideo de amina pode ser de
cerca de 45% em mol a cerca de 60% em mol. Numa modalidade, a %
em mol do lipideo de amina pode ser de cerca de 50% em mol a cerca
de 60% em mol. Numa modalidade, a % em mol do lipideo amina pode
ser de cerca de 55% em mol a cerca de 60% em mol. Numa
modalidade, a % em mol do lipideo amina pode ser de cerca de 50%
em mol a cerca de 55% em mol. Numa modalidade, a % em mol do
lipideo de amina pode ser de cerca de 50% em mol. Numa modalidade,
a % em mol do lipideo de amina pode ser de cerca de 55% em mol. Em
algumas modalidades, a amina lipidica em % em mol do lote de LNP
sera de £ 30%, + 25%, £ 20%, + 15%, £ 10%, £ 5% ou + 2,5% da % em
mol alvo. Em algumas modalidades, a amina lipidica em % em mol do
lote de LNP sera de £ 4% em mol, £ 3% em mol, + 2% em mol, + 1,5%
em mol, £ 1% em mol, + 0,5% em mol, ou + 0,25% em mol da % em mol
alvo. Todos os numeros de % em mol sdo dados como uma fragao do
componente lipidico das composicées de LNP. Em certas modalidades,
a variabilidade entre lotes de LNP da amina lipidica em % em mol sera

menor que 15%, menor que 10% ou menor que 5%.
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[00150] Numa modalidade, a % em mol do lipideo neutro pode estar
entre cerca de 5% em mol e cerca de 15% em mol. Numa modalidade,
a % em mol do lipideo neutro pode ser de cerca de 7% em mol a cerca
de 12% em mol. Numa modalidade, a % em mol do lipideo neutro pode
ser de cerca de 9% em mol. Em algumas modalidades, o lipideo neutro
em % em mol do lote de LNP sera de + 30%, * 25%, + 20%, * 15%,
10%, = 5% ou £ 2,5% da % em mol de lipideo neutro alvo. Em certas
modalidades, a variabilidade entre lotes de LNP em mol sera menor que
15%, menor que 10% ou menor que 5%.

[00151] Numa modalidade, a % em mol do lipideo auxiliar pode ser
de cerca de 20% em mol a cerca de 60% em mol. Numa modalidade, a
% em mol do lipideo auxiliar pode ser de cerca de 25% em mol a cerca
de 55% em mol. Numa modalidade, a % em mol do lipideo auxiliar pode
ser de cerca de 25% em mol a cerca de 50% em mol. Numa
modalidade, a % em mol do lipideo auxiliar pode ser de cerca de 25%
em mol a cerca de 40% em mol. Numa modalidade, a % em mol do
lipideo auxiliar pode ser de cerca de 30% em mol a cerca de 50% em
mol. Numa modalidade, a % em mol do lipideo auxiliar pode ser de
cerca de 30% em mol a cerca de 40% em mol. Em uma modalidade, a
% em mol do lipideo auxiliar & ajustada com base nas concentragdes de
lipideo de amina, lipideo neutro e lipideo PEG para levar o componente
lipidico a 100% em mol. Em algumas modalidades, o auxiliar em % em
mol do lote de LNP sera de £ 30%, + 25%, + 20%, £ 15%, + 10%, + 5%
ou = 2,5% da % em mol alvo. Em certas modalidades, a variabilidade
entre lotes de LNP em mol sera menor que 15%, menor que 10% ou
menor que 5%.

[00152] Numa modalidade, a % em mol do lipideo PEG pode ser de
cerca de 1% em mol a cerca de 10% em mol. Numa modalidade, a %
em mol do lipideo PEG pode ser de cerca de 2% em mol a cerca de

10% em mol. Numa modalidade, a % em mol do lipideo PEG pode ser
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de cerca de 2% em mol a cerca de 8% em mol. Numa modalidade, a
% em mol do lipideo PEG pode ser de cerca de 2% em mol a cerca de
4% em mol. Numa modalidade, a % em mol do lipideo PEG pode ser
de cerca de 2,5% em mol a cerca de 4% em mol. Numa modalidade, a
% em mol do lipideo PEG pode ser de cerca de 3% em mol. Numa
modalidade, a % em mol do lipideo PEG pode ser de cerca de 2,5% em
mol. Em algumas modalidades, o lipideo PEG em % em mol do lote de
LNP sera de + 30%, * 25%, + 20%, + 15%, £ 10%, + 5% ou * 2,5% da
% em mol de lipideo PEG alvo. Em certas modalidades, a variabilidade
entre lotes de LNP em mol sera menor que 15%, menor que 10% ou
menor que 5%.

[00153] Em certas modalidades, a carga inclui um mRNA que
codifica um agente de ligagdo a DNA guiado por RNA (por exemplo,
uma Cas nuclease, uma Cas nuclease Classe 2 ou Cas9) e um gRNA
ou um acido nucleico que codifica um gRNA ou uma combinacao de
MRNA e gRNA. Numa modalidade, uma composi¢cao de LNP pode
compreender um lipideo A ou seus equivalentes. Em alguns aspectos,
o lipideo amina € o lipideo A. Em alguns aspectos, o lipideo amina é um
equivalente do lipideo A, por exemplo, um analogo do lipideo A. Em
certos aspectos, o lipideo amina é um analogo acetal do lipideo A. Em
varias modalidades, uma composicido de LNP compreende um lipideo
amina, um lipideo neutro, um lipideo auxiliar e um lipideo PEG. Em
certas modalidades, o lipideo auxiliar € o colesterol. Em certas
modalidades, o lipideo neutro € DSPC. Em modalidades especificas, o
lipideo PEG ¢é PEG2k-DMG. Em algumas modalidades, uma
composicdo de LNP pode compreender um lipideo A, um lipideo
auxiliar, um lipideo neutro e um lipideo PEG. Em algumas modalidades,
uma composicdo de LNP compreende um lipideo amina, DSPC,
colesterol e um lipideo PEG. Em algumas modalidades, a composicao

de LNP compreende um lipideo PEG compreendendo DMG. Em certas
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modalidades, o lipideo amina € selecionado do lipideo A e um
equivalente do lipideo A, incluindo um analogo de acetal do lipideo A.
Em modalidades adicionais, uma composicdo de LNP compreende
lipideo A, colesterol, DSPC e PEG2k-DMG.

[00154] Modalidades da presente divulgagdo também fornecem
composicoes lipidicas descritas de acordo com a razao molar entre os
grupos amina com carga positiva do lipideo amina (N) e os grupos
fosfato com carga negativa (P) do acido nucleico a ser encapsulado.
Isso pode ser matematicamente representado pela equagdo N/P. Em
algumas modalidades, uma composigcao de LNP pode compreender um
componente lipidico que compreende um lipideo amina, um lipideo
auxiliar, um lipideo neutro e um lipideo auxiliar; € um componente de
acido nucleico, em que a razdo N/P é de cerca de 3 a 10. Em algumas
modalidades, uma composicdo de LNP pode compreender um
componente lipidico que compreende um lipideo amina, um lipideo
auxiliar, um lipideo neutro e um lipideo auxiliar; € um componente de
RNA, em que a razdo N/P é de cerca de 3 a 10. Numa modalidade, a
razao N/P pode cerca de 5-7. Numa modalidade, a razdo N/P pode
cerca de 4,5-8. Numa modalidade, a razdo N/P pode cerca de 6. Numa
modalidade, a razdo N/P pode ser 6 + 1. Numa modalidade, a razéo
N/P pode cerca de 6 + 0.5. Em algumas modalidades, a razdo N/P sera
de £ 30%, £ 25%, + 20%, + 15%, £ 10%, £ 5% ou * 2,5% da razéo N/P
alvo. Em certas modalidades, a variabilidade entre lotes de LNP em mol
sera menor que 15%, menor que 10% ou menor que 5%.

[00155] Em algumas modalidades, o componente de RNA pode
compreender um mRNA, como um mRNA aqui divulgado, por exemplo,
codificando uma Cas nuclease. Numa modalidade, o componente de
RNA pode compreender um mRNA de Cas9. Em algumas composi¢des
compreendendo um mRNA que codifica uma Cas nuclease, a LNP

compreende ainda um acido nucleico de gRNA, como um gRNA. Em

Peticao 870200059104, de 13/05/2020, pag. 237/405



144/319

algumas modalidades, o componente de RNA compreende um mRNA
da Cas nuclease e um gRNA. Em algumas modalidades, o componente
de RNA compreende um mRNA de Cas nuclease Classe 2 e um gRNA.
[00156] Em certas modalidades, uma composicdo de LNP pode
compreender um mRNA aqui divulgado, por exemplo, codificando uma
Cas nuclease, como uma Cas nuclease Classe 2, um lipideo de amina,
um lipideo auxiliar, um lipideo auxiliar, um lipideo neutro e um lipideo
PEG. Em certas composi¢des de LNP compreendendo um mRNA que
codifica uma Cas nuclease, tal como uma Cas nuclease Classe 2, o
lipideo auxiliar € o colesterol. Em outras composi¢cdes compreendendo
um mRNA que codifica uma Cas nuclease, tal como uma Cas nuclease
Classe 2, o lipido neutro € DSPC. Em modalidades adicionais
compreendendo um mRNA que codifica uma Cas nuclease, tal como
uma Cas nuclease Classe 2, o lipideo PEG é PEG2k-DMG ou PEG2k-
C11. Em composicdes especificas que compreendem um mRNA que
codifica uma Cas nuclease, tal como uma Cas nuclease Classe 2, o
lipideo amina € selecionado do lipideo A e seus equivalentes, como um
analogo acetal do lipideo A.

[00157] Em algumas modalidades, uma composicdo de LNP pode
compreender um gRNA. Em certas modalidades, uma composi¢ao de
LNP pode compreender um lipideo amina, um gRNA, um lipideo auxiliar,
um lipideo neutro e um lipideo PEG. Em certas composi¢cdes de LNP
compreendendo um gRNA, o lipideo auxiliar € o colesterol. Em algumas
composi¢cdes compreendendo um gRNA, o lipideo neutro € DSPC. Em
modalidades adicionais compreendendo um gRNA, o lipideo PEG é
PEG2k-DMG ou PEG2k-C11. Em certas modalidades, o lipideo amina
€ selecionado do lipideo A e seus equivalentes, como um analogo acetal
do lipideo A.

[00158] Numa modalidade, uma composicdo de LNP pode

compreender um sgRNA. Numa modalidade, uma composi¢ao de LNP
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pode compreender um sgRNA de Cas9. Numa modalidade, uma
composicdo de LNP pode compreender um sgRNA de Cpf1. Em
algumas composi¢cdes compreendendo um sgRNA, a LNP inclui um
lipideo amina, um lipideo auxiliar, um lipideo neutro e um lipideo PEG.
Em certas composigdes compreendendo um sgRNA, o lipideo auxiliar é
o colesterol. Em outras composi¢des compreendendo um sgRNA, o
lipido neutro € DSPC. Em modalidades adicionais compreendendo um
sgRNA, o lipideo PEG é PEG2k-DMG ou PEG2k-C11. Em certas
modalidades, o lipideo amina é selecionado do lipideo A e seus
equivalentes, como analogos acetais do lipideo A.

[00159] Em certas modalidades, uma composicdo de LNP
compreende um mRNA que codifica uma Cas nuclease e um gRNA, que
pode ser um sgRNA. Em uma modalidade, uma composi¢do de LNP
pode compreender um lipideo amina, um mRNA que codifica uma Cas
nuclease, um gRNA, um lipideo auxiliar, um lipideo neutro e um lipideo
PEG. Em certas composicdes compreendendo um mRNA que codifica
uma nuclease de Cas e um gRNA, o lipideo auxiliar € o colesterol. Em
algumas composigdes compreendendo um mRNA que codifica uma
Cas nuclease e um gRNA, o lipideo neutro € DSPC. Em modalidades
adicionais compreendendo um mRNA que codifica uma Cas nuclease e
um gRNA, o lipideo PEG é PEG2k-DMG ou PEG2k-C11. Em certas
modalidades, o lipideo amina é selecionado do lipideo A e seus
equivalentes, como analogos acetais do lipideo A.

[00160] Em certas modalidades, as composi¢cdes de LNP incluem um
MRNA de Cas nuclease, como um mRNA de Cas Classe 2 e pelo menos
um gRNA. Em certas modalidades, a composi¢ao de LNP inclui uma
razdo de gRNA para mRNA de Cas nuclease, como mRNA de Cas
nuclease Classe 2 de cerca de 25:1 a cerca de 1:25. Em certas
modalidades, a formulagdo de LNP inclui uma razdo de gRNA para

MRNA de Cas nuclease, como mRNA de Cas nuclease Classe 2 de
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cerca de 10:1 a cerca de 1:10. Em certas modalidades, a formulacao
de LNP inclui uma razdo de gRNA para mRNA de Cas nuclease, como
MRNA de Cas nuclease Classe 2 de cerca de 8:1 a cerca de 1:8.
Conforme medido aqui, as razbes sdao em peso. Em algumas
modalidades, a formulagdo de LNP inclui uma razdo de gRNA para
MRNA de Cas nuclease, como mRNA de Cas Classe 2 de cerca de 5:1
a cerca de 1:5. Em algumas modalidades, a faixa da razdo é de cerca
de 3:1 a 1:3, cercade 2:1 a 1:2, cerca de 5:1 a 1:2, cercade 5:1 a 1:1,
cerca de 3:1a 1:2, cerca de 3:1 a 1:1, cerca de 3:1, cerca de 2:1 a 1:1.
Em algumas modalidades, a razao de gRNA para mRNA é de cerca de
3:1 ou cerca de 2:1 Em algumas modalidades, a razdo de mRNA de
gRNA para Cas nuclease, como a Cas nuclease Classe 2, é de cerca
de 1:1. A razdo pode ser de cerca de 25:1, 10:1, 5:1, 3:1, 1:1, 1:3, 1:5,
1:10, ou 1:25.

[00161] As composi¢cdes de LNP aqui divulgadas podem incluir um
acido nucleico modelo. O acido nucleico modelo pode ser coformulado
com um mRNA que codifica uma Cas nuclease, tal como um mRNA de
Cas nuclease Classe 2. Em algumas modalidades, o acido nucleico
modelo pode ser coformulado com um RNA guia. Em algumas
modalidades, o acido nucleico modelo pode ser co-formulado com um
MRNA que codifica uma Cas nuclease e um RNA guia. Em algumas
modalidades, o acido nucleico modelo pode ser formulado
separadamente de um mRNA que codifica uma Cas nuclease ou um
RNA guia. O acido nucleico modelo pode ser distribuido com ou
separadamente das composigdes de LNP. Em algumas modalidades,
0 acido nucleico modelo pode ser de fita simples ou dupla, dependendo
do mecanismo de reparo desejado. O modelo pode ter regides de
homologia para o DNA alvo ou para sequéncias adjacentes ao DNA
alvo.

[00162] Em algumas modalidades, os LNPs sido formados pela
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mistura de uma solugcdo aquosa de RNA com uma solucgao lipidica a
base de solvente organico, por exemplo, 100% de etanol. Soluc¢des ou
solventes adequados incluem ou podem conter: agua, PBS, tampao
Tris, NaCl, tampao citrato, etanol, cloroférmio, éter dietilico, ciclo-
hexano, tetra-hidrofurano, metanol, isopropanol. Um tampao
farmaceuticamente aceitavel, por exemplo, para administragdo in vivo
de LNPs, pode ser usado. Em certas modalidades, um tampéao é usado
para manter o pH da composi¢cado compreendendo LNPs em pH 6,5 ou
acima. Em certas modalidades, um tampao é usado para manter o pH
da composi¢cao compreendendo LNPs em pH 7,0 ou acima. Em certas
modalidades, a composi¢cao tem um pH variando de cerca de 7,2 a cerca
de 7,7. Em modalidades adicionais, a composicao tem um pH variando
de cerca de 7,3 a cerca de 7,7 ou variando de cerca de 7,4 a cerca de
7,6. Em outras modalidades, a composicao tem um pH de cerca de 7,2,
7,3, 74,75, 76 ou7,7. O pH de uma composi¢cdo pode ser medido
com uma sonda de micro pH. Em certas modalidades, um crioprotetor
€ incluido na composigdo. Exemplos n&o limitativos de crioprotetores
incluem sacarose, trealose, glicerol, DMSO e etileno glicol.
Composigdes exemplificativas podem incluir até 10% de crioprotetor,
como, por exemplo, sacarose. Em certas modalidades, a composigao
de LNP pode incluir cerca de 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 ou 10% de
crioprotetor. Em certas modalidades, a composi¢ao de LNP pode incluir
cercade 1, 2, 3,4,5,6, 7,8, 9 ou 10% de sacarose. Em algumas
modalidades, a composi¢cdo de LNP pode incluir um tampdo. Em
algumas modalidades, o tampao pode compreender um tampéao fosfato
(PBS), um tampao Tris, um tampéao citrato e misturas dos mesmos. Em
certas modalidades exemplificativas, o tampao compreende NaCl. Em
certas modalidades, o NaCl é omitido. Quantidades exemplificativas de
NaCl podem variar de cerca de 20 mM a cerca de 45 mM. Quantidades

exemplificativas de NaCl podem variar de cerca de 40 mM a cerca de
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50 mM. Em algumas modalidades, a quantidade de NaCl é de cerca de
45 mM. Em algumas modalidades, o tampédo é um tampé&o Tris.
Quantidades exemplificativas de Tris podem variar de cerca de 20 mM
a cerca de 60 mM. Quantidades exemplificativas de Tris podem variar
de cerca de 40 mM a cerca de 60 mM. Em algumas modalidades, a
quantidade de Tris é de cerca de 50 mM. Em algumas modalidades, o
tampao compreende NaCl e Tris. Certas modalidades exemplificativas
das composi¢des de LNP contém sacarose a 5% e NaCl 45 mM em
tampéao Tris. Em outras modalidades exemplificativas, as composicoes
contém sacarose em uma quantidade de cerca de 5% p/v, cerca de
NaCl 45 nM e cerca de Tris 50 nM a pH 7,5. As quantidades de sal,
tampao e crioprotetor podem variar de tal modo que a osmolalidade da
formulagéo geral seja mantida. Por exemplo, a osmolaridade final pode
ser mantida em menos de 450 mOsm/L. Em outras modalidades, a
osmolaridade esta entre 350 e 250 mOsm/L. Certas modalidades tém
uma osmolalidade final de 300 +/- 20 mOsm/L.

[00163] Em algumas modalidades, mistura microfluidica, mistura T
ou mistura cruzada € usada. Em certos aspectos, as taxas de fluxo,
tamanho da juncéo, geometria da jungédo, forma da juncao, didametro do
tubo, solucdes e/ou concentracdes de RNA e lipideos podem variar. As
composicoes de LNP ou LNP podem ser concentradas ou purificadas,
por exemplo, via didlise, filtragado de fluxo tangencial ou cromatografia.
Os LNPs podem ser armazenados como uma suspensao, uma emulsio
ou um po liofilizado, por exemplo. Em algumas modalidades, uma
composicdo de LNP é armazenada a 2-8°C, em certos aspectos, as
composi¢coes de LNP sdo armazenadas a temperatura ambiente. Em
modalidades adicionais, uma composicao de LNP ¢é armazenada
congelada, por exemplo, a -20°C ou -80°C. Em outras modalidades,
uma composi¢cdo de LNP é armazenada a uma temperatura variando de

cerca de 0°C a cerca de -80°C. As composi¢cdes de LNP congeladas
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podem ser descongeladas antes do uso, por exemplo no gelo, a 4°C, a
temperatura ambiente ou a 25°C. As composicdes de LNP congeladas
podem ser mantidas a varias temperaturas, por exemplo no gelo, a 4°C,
a temperatura ambiente, a 25°C ou a 37°C.

[00164] Em algumas modalidades, uma composi¢cao de LNP tem
mais de cerca de 80% de encapsulamento. Em algumas modalidades,
uma composi¢do de LNP tem um tamanho de particula menor que cerca
de 120 nm. Em algumas modalidades, uma composigao de LNP tem um
pdi menor que cerca de 0,2. Em algumas modalidades, pelo menos
duas dessas caracteristicas estdo presentes. Em algumas modalidades,
cada uma dessas trés caracteristicas esta presente. Os métodos
analiticos para determinar esses parametros sao discutidos abaixo na
secao geral de reagentes e métodos.

[00165] Em algumas modalidades, mistura microfluidica, mistura T
ou mistura cruzada é usada. Em certos aspectos, as taxas de fluxo,
tamanho da juncéo, geometria da jungéao, forma da juncao, didametro do
tubo, solucdes e/ou concentracdes de RNA e lipideos podem variar. As
composi¢cdes de LNP ou LNP podem ser concentradas ou purificadas,
por exemplo, via didlise ou cromatografia. Os LNPs podem ser
armazenados como uma suspensio, uma emulsdo ou um po liofilizado,
por exemplo. Em algumas modalidades, as composi¢des de LNP sao
armazenadas a 2-8°C, em certos aspectos, as composicdes de LNP sdo
armazenadas a temperatura ambiente. Em modalidades adicionais, a
composicado de LNP é armazenada congelada, por exemplo a -20°C ou
-80°C. Em outras modalidades, a composicdo de LNP é armazenada a
uma temperatura variando de 0°C a -80°C. As composi¢cdes de LNP
congeladas podem descongelar antes de usar, por exemplo, no gelo, a
temperatura ambiente ou a 25°C.

[00166] A Dispersao Dinamica da Luz ("DLS") pode ser usada para

caracterizar o indice de polidispersividade ("pdi") e o tamanho das LNPs
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da presente divulgacdo. A DLS mede a dispersédo da luz resultante da
submissdo de uma amostra a uma fonte de luz. PDI, conforme
determinado a partir de medi¢gdes DLS, representa a distribuicdo do
tamanho de particula (em torno do tamanho médio de particula) em uma
populagdo, com uma populacao perfeitamente uniforme tendo um PDI
de zero. Em algumas modalidades, o pdi pode variar de 0,005 a 0,75.
Em algumas modalidades, o pdi pode variar de 0,01 a 0,5. Em algumas
modalidades, o pdi pode variar de 0,02 a 0,4. Em algumas modalidades,
o pdi pode variar de 0,03 a 0,35. Em algumas modalidades, o pdi pode
variar de 0,1 a 0,35.

[00167] Em algumas modalidades, os LNPs aqui divulgados tém um
tamanho de 1 a 250 nm. Em algumas modalidades, os LNPs tém um
tamanho de 10 a 200 nm. Em outras modalidades, os LNPs tém um
tamanho de 20 a 150 nm. Em algumas modalidades, os LNPs tém um
tamanho de 50 a 150 nm. Em algumas modalidades, os LNPs tém um
tamanho de 50 a 100 nm. Em algumas modalidades, os LNPs tém um
tamanho de 50 a 120 nm. Em algumas modalidades, os LNPs tém um
tamanho de 75 a 150 nm. Em algumas modalidades, os LNPs tém um
tamanho de 30 a 200 nm. Salvo indicagdo em contrario, todos os
tamanhos aqui referidos sdo os tamanhos médios (didametros) das
nanoparticulas totalmente formadas, medidas por dispersdo dindmica
da luz num Malvern Zetasizer. A amostra de nanoparticulas € diluida em
solugdo salina tamponada com fosfato (PBS) para que a taxa de
contagem seja de aproximadamente 200-400 kcts. Os dados sao
apresentados como uma média ponderada da medida de intensidade.
Em algumas modalidades, as LNPs s&o formadas com uma eficiéncia
média de encapsulamento variando de 50% a 100%. Em algumas
modalidades, as LNPs sdo formadas com uma eficiéncia média de
encapsulamento variando de 50% a 70%. Em algumas modalidades, as

LNPs sdo formadas com uma eficiéncia média de encapsulamento
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variando de 70% a 90%. Em algumas modalidades, as LNPs sé&o
formadas com uma eficiéncia média de encapsulamento variando de
90% a 100%. Em algumas modalidades, as LNPs sdo formadas com
uma eficiéncia média de encapsulamento variando de 75% a 95%.
[00168] Em algumas modalidades, as LNPs associadas aos gRNAs
aqui divulgados s&o para uso na preparacido de um medicamento para
o tratamento de ATTR. Em algumas modalidades, as LNPs associadas
aos gRNAs divulgados neste documento sao para uso na preparagao
de um medicamento para reduzir ou impedir a acumulacao e agregagao
de TTR em amiloides ou fibrilas amiloides em sujeitos com ATTR. Em
algumas modalidades, as LNPs associadas aos gRNAs aqui divulgados
sao para uso na preparacao de um medicamento para reduzir a
concentracdo sérica de TTR. Em algumas modalidades, as LNPs
associadas aos gRNAs aqui divulgados sao para uso no tratamento de
ATTR em um sujeito, como um mamifero, por exemplo, um primata
como um humano. Em algumas modalidades, as LNPs associadas aos
gRNAs aqui divulgados sdo para uso na redugdo ou prevencgao da
acumulacao e agregacao de TTR em amiloides ou fibrilas amiloides em
sujeitos com ATTR, como um mamifero, por exemplo, um primata como
um humano. Em algumas modalidades, as LNPs associadas aos
gRNAs aqui divulgados sao para uso na redugdo da concentragao
sérica de TTR em um sujeito, como um mamifero, por exemplo, um
primata como um humano.

[00169] A eletroporacdo também é um meio bem conhecido para
distribuicdo de carga, e qualquer metodologia de eletroporagao pode ser
usada para distribuicao de qualquer um dos gRNAs aqui divulgados. Em
algumas modalidades, a eletroporacdo pode ser usada para distribuir
qualquer um dos gRNAs aqui divulgados e uma nuclease de DNA
guiado por RNA, como Cas9, ou um mRNA que codifica uma nuclease
de DNA guiado por RNA, como Cas9.
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[00170] Em algumas modalidades, a invengao compreende um
meétodo para distribuir qualquer um dos gRNAs aqui divulgados a uma
célula ex vivo, em que o gRNA esta associado a um LNP ou nao
associado a um LNP. Em algumas modalidades, o gRNA/LNP ou gRNA
também esta associado a uma nuclease de DNA guiado por RNA, como
Cas9, ou um mRNA que codifica uma nuclease de DNA guiado por
RNA, como Cas9.

[00171] Em certas modalidades, a invengdo compreende vetores de
DNA ou RNA que codificam qualquer um dos RNAs guia
compreendendo qualquer uma ou mais das sequéncias guia descritas
aqui. Em algumas modalidades, além das sequéncias guia de RNA, os
vetores compreendem ainda acidos nucleicos que nao codificam RNAs
guia. Os acidos nucleicos que nao codificam o RNA guia incluem, mas
nao estdo limitados a, promotores, intensificadores, sequéncias
reguladoras e acidos nucleicos que codificam uma nuclease de DNA
guiado por RNA, que pode ser uma nuclease como Cas9. Em algumas
modalidades, o vetor compreende uma ou mais sequéncia(s) de
nucleotideos que codificam um crRNA, um trRNA ou um crRNA e trRNA.
Em algumas modalidades, o vetor compreende uma ou mais
sequéncia(s) de nucleotideos que codificam um sgRNA e um mRNA que
codifica uma nuclease de DNA guiado por RNA, que pode ser uma Cas
nuclease, como Cas9 ou Cpfl. Em algumas modalidades, o vetor
compreende uma ou mais sequéncia(s) de nucleotideos que codificam
um crRNA, um trRNA e um mRNA que codifica uma nuclease de DNA
guiado por RNA, que pode ser uma proteina Cas, como Cas9. Numa
modalidade, o Cas9 € de Streptococcus pyogenes (isto é, Spy Cas9).
Em algumas modalidades, a sequéncia nucleotidica que codifica o
crRNA, trRNA ou crRNA e trRNA (que pode ser um sgRNA)
compreende ou consiste em uma sequéncia guia flanqueada por toda

ou parte de uma sequéncia de repeticdo de um sistema CRISPR/Cas
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de ocorréncia natural. O acido nucleico compreendendo ou consistindo
no crRNA, trRNA ou crRNA e trRNA pode ainda compreender uma
sequéncia de vetores em que a sequéncia de vetores compreende ou
consiste em acidos nucleicos que nao sdo naturalmente encontrados
juntos com o crRNA, trRNA ou crRNA e trRNA.

[00172] Em algumas modalidades, o crRNA e o trRNA séo
codificados por acidos nucleicos ndo contiguos dentro de um vetor. Em
outras modalidades, o crRNA e o trRNA podem ser codificados por um
acido nucleico contiguo. Em algumas modalidades, o crRNA e o trRNA
sao codificados por fitas opostas de um unico acido nucleico. Em outras
modalidades, o crRNA e o trRNA s&o codificados pela mesma fita de
um unico acido nucleico.

[00173] Em algumas modalidades, o vetor pode ser circular. Em
outras modalidades, o vetor pode ser linear. Em algumas modalidades,
o vetor pode ser encerrado em uma nanoparticula lipidica, lipossoma,
nanoparticula nao lipidica ou capsideo viral. Os vetores exemplificativos
nao limitativos incluem plasmideos, fagomideos, cosmideos,
cromossomos artificiais, minicromossomos, transposons, vetores virais
e vetores de expressao.

[00174] Em algumas modalidades, o vetor pode ser um vetor viral.
Em algumas modalidades, o vetor viral pode ser geneticamente
modificado a partir de sua contraparte do tipo selvagem. Por exemplo,
o vetor viral pode compreender uma insercao, exclusao ou substituicao
de um ou mais nucleotideos para facilitar a clonagem ou de modo que
uma ou mais propriedades do vetor sejam alteradas. Tais propriedades
podem incluir capacidade de empacotamento, eficiéncia de transducéo,
imunogenicidade, integragdo de genoma, replicagao, transcricédo e
traducdo. Em algumas modalidades, uma porgao do genoma viral pode
ser excluida de modo que o virus seja capaz de empacotar sequéncias

exogenas com um tamanho maior. Em algumas modalidades, o vetor
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viral pode ter uma eficiéncia de transdugéo intensificada. Em algumas
modalidades, a resposta imune induzida pelo virus em um hospedeiro
pode ser reduzida. Em algumas modalidades, os genes virais (como,
por exemplo, integrase) que promovem a integragao da sequéncia viral
em um genoma hospedeiro podem ser mutados de modo que o virus se
torne n&o integrante. Em algumas modalidades, o vetor viral pode estar
com defeito de replicagdo. Em algumas modalidades, o vetor viral pode
compreender sequéncias de controle de transcricdo ou traducao
exogenas para conduzir a expressao de sequéncias de codificagao no
vetor. Em algumas modalidades, o virus pode ser dependente do
auxiliar. Por exemplo, o virus pode precisar de um ou mais virus
auxiliares para fornecer componentes virais (como, por exemplo,
proteinas virais) necessarios para amplificar e empacotar os vetores em
particulas virais. Nesse caso, um ou mais componentes auxiliares,
incluindo um ou mais vetores que codificam os componentes virais,
podem ser introduzidos em uma célula hospedeira juntamente com o
sistema vetorial descrito neste documento. Em outras modalidades, o
virus pode ser livre de auxiliar. Por exemplo, o virus pode ser capaz de
amplificar e empacotar os vetores sem nenhum virus auxiliar. Em
algumas modalidades, o sistema vetorial descrito aqui também pode
codificar os componentes virais necessarios para a amplificacao e
empacotamento do virus.

[00175] Os vetores virais exemplificativos ndo limitativos incluem o
vetor de virus adeno-associado (AAV), vetores de lentivirus, vetores de
adenovirus, vetores adenovirais dependentes de auxiliares (HDAdJ),
vetores de virus herpes simplex (HSV-1), bacteriéfago T4, vetores de
baculovirus e vetores de retrovirus. Em algumas modalidades, o vetor
viral pode ser um vetor AAV. Em algumas modalidades, o vetor viral &
AAV2, AAV3, AAV3B, AAV5, AAV6, AAV6.2, AAV7, AAVrh.64R1,
AAVhu.37, AAVrh.8, AAVrh.32.33, AAVS8, AAV9, AAVrh10 ou AAVLKO3.
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Em outras modalidades, o vetor viral pode um vetor de lentivirus.
[00176] Em algumas modalidades, o lentivirus pode nao ser
integrante. Em algumas modalidades, o vetor viral pode ser um vetor
adenovirus. Em algumas modalidades, o adenovirus pode ser um
adenovirus de capacidade de alta clonagem ou "sem refor¢o", onde
todas as regides virais codificadoras, além das repetigdes terminais
invertidas 5' e 3' (ITRs) e o sinal de empacotamento ('I'), sdo excluidas
do virus para aumentar sua capacidade de empacotamento. Em ainda
outras modalidades, o vetor viral pode ser um vetor HSV-1. Em algumas
modalidades, o vetor baseado em HSV-1 é dependente do auxiliar e,
em outras modalidades, é independente do auxiliar. Por exemplo, um
vetor de amplicon que retém apenas a sequéncia de empacotamento
requer um virus auxiliar com componentes estruturais para
empacotamento, enquanto um vetor HSV-1 excluido de 30kb que
remove fungdes virais ndo essenciais nao requer virus auxiliar. Em
modalidades adicionais, o vetor viral pode ser o bacteriéfago T4. Em
algumas modalidades, o bacteriéfago T4 pode ser capaz de empacotar
quaisquer moléculas lineares ou circulares de DNA ou RNA quando a
cabeca do virus é esvaziada. Em outras modalidades, o vetor viral pode
ser um vetor de baculovirus. Em ainda outras modalidades, o vetor viral
pode ser um vetor de retrovirus. Em modalidades que usam vetores
AAYV ou lentivirais, que possuem menor capacidade de clonagem, pode
ser necessario usar mais de um vetor para distribuir todos os
componentes de um sistema vetorial, conforme divulgado neste
documento. Por exemplo, um vetor AAV pode conter sequéncias que
codificam uma nuclease de DNA guiado por RNA, como uma Cas
nuclease, enquanto um segundo vetor AAV pode conter uma ou mais
sequéncias guia.

[00177] Em algumas modalidades, o vetor pode ser capaz de

direcionar a expressao de uma ou mais sequéncias de codificacdo em
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uma célula. Em algumas modalidades, a célula pode ser uma célula
procariotica, como, por exemplo, uma célula bacteriana. Em algumas
modalidades, a célula pode ser uma célula eucariética, como, por
exemplo, uma célula de levedura, planta, inseto ou mamifero. Em
algumas modalidades, a célula eucariotica pode ser uma célula de
mamifero. Em algumas modalidades, a célula eucariotica pode ser uma
célula de roedor. Em algumas modalidades, a célula eucaridtica pode
ser uma célula humana. Os promotores adequados para conduzir a
expressao em diferentes tipos de células sdo conhecidos na técnica. Em
algumas modalidades, o promotor pode ser do tipo selvagem. Em outras
modalidades, o promotor pode ser modificado para expressdo mais
eficiente ou eficaz. Em ainda outras modalidades, o promotor pode ser
truncado e ainda reter sua fung¢do. Por exemplo, o promotor pode ter um
tamanho normal ou um tamanho reduzido adequado para o
empacotamento adequado do vetor em um virus.

[00178] Em algumas modalidades, o vetor pode compreender uma
sequéncia de nucleotideos que codifica uma nuclease de DNA guiado
por RNA, como uma nuclease aqui descrita. Em algumas modalidades,
a nuclease codificada pelo vetor pode ser uma proteina Cas. Em
algumas modalidades, o sistema de vetor pode compreender uma copia
da sequéncia de nucleotideos que codifica a nuclease. Em outras
modalidades, o sistema de vetor pode compreender mais de uma copia
da sequéncia de nucleotideos que codifica a nuclease. Em algumas
modalidades, a sequéncia de nucleotideos que codifica a nuclease pode
estar operacionalmente ligada a pelo menos uma sequéncia de controle
de transcricdo ou traducdo. Em algumas modalidades, a sequéncia
nucleotidica que codifica a nuclease pode estar operacionalmente
ligada a pelo menos um promotor.

[00179] Em algumas modalidades, o promotor pode ser constitutivo,

induzivel ou especifico de tecido. Em algumas modalidades, o promotor
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pode ser um promotor constitutivo. Os promotores constitutivos
exemplificativos ndo limitativos incluem o promotor inicial imediato de
citomegalovirus (CMV), promotor do virus simio (SV40), promotor tardio
principal de adenovirus (MLP), promotor do virus do sarcoma Rous
(RSV), promotor do virus do tumor mamario de camundongos (MMTV),
promotor de fosfoglicerato quinase (PGK), promotor do fator de
alongamento alfa (EF1a), promotores de ubiquitina, promotores de
actina, promotores de tubulina, promotores de imunoglobulina, um
fragmento funcional do mesmo ou uma combinag¢éo de qualquer um dos
anteriores. Em algumas modalidades, o promotor pode ser um promotor
de CMV. Em algumas modalidades, o promotor pode ser um promotor
de CMV truncado. Em outras modalidades, o promotor pode ser um
promotor de EF1a. Em algumas modalidades, o promotor pode ser um
promotor induzivel. Os promotores indutiveis exemplificativos néo
limitativos incluem aqueles induziveis por choque térmico, luz, produtos
quimicos, peptideos, metais, esteroides, antibidticos ou alcool. Em
algumas modalidades, o promotor induzivel pode ser aquele que possui
um baixo nivel de expressao basal (ndo induzida), como, por exemplo,
o promotor Tet-On® (Clontech).

[00180] Em algumas modalidades, o promotor pode ser um promotor
especifico de tecido, por exemplo, um promotor especifico para
expresséao no figado.

[00181] O vetor pode ainda compreender uma sequéncia
nucleotidica que codifica o RNA guia aqui descrito. Em algumas
modalidades, o vetor compreende uma copia do RNA guia. Em outras
modalidades, o vetor compreende mais de uma cépia do RNA guia. Em
modalidades com mais de um RNA guia, os RNAs guia podem ser n&o
idénticos, de modo que direcionem sequéncias alvo diferentes ou
podem ser idénticos, pois direcionam a mesma sequéncia alvo. Em

algumas modalidades em que os vetores compreendem mais de um
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RNA guia, cada RNA guia pode ter outras propriedades diferentes,
como atividade ou estabilidade dentro de um complexo com uma
nuclease de DNA guiado por RNA, como um complexo Cas RNP. Em
algumas modalidades, a sequéncia nucleotidica que codifica 0 RNA
guia pode ser operacionalmente ligada a pelo menos uma sequéncia de
controle de transcricdo ou traducdo, como um promotor, um UTR 3' ou
um UTR 5'. Numa modalidade, o promotor pode ser um promotor de
tRNA, por exemplo, tRNAYS3 ou uma quimera de tRNA. Ver Mefferd et
al., RNA. 2015 21:1683-9; Scherer et al., Nucleic Acids Res. 2007 35:
2620-2628. Em algumas modalidades, o promotor pode ser
reconhecido pela RNA polimerase Il (Pol Ill). Exemplos nao limitativos
de promotores de Pol Il incluem promotores U6 e H1. Em algumas
modalidades, a sequéncia nucleotidica que codifica 0 RNA guia pode
ser operacionalmente ligada a um promotor U6 humano ou de
camundongo. Em outras modalidades, a sequéncia nucleotidica que
codifica o RNA guia pode ser operacionalmente ligada a um promotor
H1 de camundongo ou humano. Em modalidades com mais de um RNA
guia, os promotores usados para conduzir a expressao podem ser iguais
ou diferentes. Em algumas modalidades, o nucleotideo que codifica o
crRNA do RNA guia e o nucleotideo que codifica o trRNA do RNA guia
podem ser fornecidos no mesmo vetor. Em algumas modalidades, o
nucleotideo que codifica o crRNA e o nucleotideo que codifica o trRNA
podem ser acionados pelo mesmo promotor. Em algumas modalidades,
o crRNA e o trRNA podem ser transcritos em um unico transcrito. Por
exemplo, o crRNA e o trRNA podem ser processados a partir do unico
transcrito para formar um RNA guia de molécula dupla.
Alternativamente, o crRNA e o trRNA podem ser transcritos para um
RNA guia de molécula unica (sgRNA). Em outras modalidades, o crRNA
e o trRNA podem ser acionados por seus promotores correspondentes

no mesmo vetor. Em ainda outras modalidades, o crRNA e o trRNA
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podem ser codificados por diferentes vetores.

[00182] Em algumas modalidades, a sequéncia nucleotidica que
codifica o RNA guia pode estar localizada no mesmo vetor
compreendendo a sequéncia nucleotidica que codifica uma nuclease de
DNA guiado por RNA, como uma Cas nuclease. Em algumas
modalidades, a expressao do RNA guia e da nuclease de DNA guiado
por RNA, como uma proteina Cas, pode ser conduzida por seus préprios
promotores correspondentes. Em algumas modalidades, a expressao
do RNA guia pode ser conduzida pelo mesmo promotor que direciona a
expresséo da nuclease de DNA guiado por RNA, como uma proteina
Cas. Em algumas modalidades, o RNA guia e a nuclease de DNA
guiado por RNA, como um transcrito de proteina Cas, podem estar
contidos em um unico transcrito. Por exemplo, o RNA guia pode estar
dentro de uma regido nao traduzida (UTR) da nuclease de DNA guiada
por RNA, como um transcrito da proteina Cas. Em algumas
modalidades, o RNA guia pode estar dentro da UTR 5' da transcrigio.
Em outras modalidades, o RNA guia pode estar dentro da UTR 3' da
transcrigdo. Em algumas modalidades, a meia-vida intracelular do
transcrito pode ser reduzida contendo o RNA guia dentro de sua UTR 3'
e, assim, encurtando o comprimento de sua UTR 3'. Em modalidades
adicionais, o RNA guia pode estar dentro de um intron do transcrito. Em
algumas modalidades, sitios de emenda adequados podem ser
adicionados no intron dentro do qual o RNA guia esta localizado, de
modo que o RNA guia seja adequadamente emendado do transcrito.
Em algumas modalidades, a expressao da nuclease de DNA guiado por
RNA, como uma proteina Cas e o RNA guia a partir do mesmo vetor,
em proximidade temporal estreita, pode facilitar a formacdo mais
eficiente do complexo CRISPR RNP.

[00183] Em algumas modalidades, as composi¢cdes compreendem

um sistema vetorial. Em algumas modalidades, o sistema de vetor pode
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compreender um unico vetor. Em outras modalidades, o sistema de
vetores pode compreender dois vetores. Em modalidades adicionais, o
sistema de vetor pode compreender trés vetores. Quando diferentes
RNAs guia sdo usados para multiplexagdo, ou quando varias cépias do
RNA guia sao usadas, o sistema vetorial pode compreender mais de
trés vetores.

[00184] Em algumas modalidades, o sistema de vetor pode
compreender promotores induziveis para iniciar a expressao somente
depois que ele € distribuido a uma célula alvo. Os promotores indutiveis
exemplificativos ndo limitativos incluem aqueles induziveis por choque
térmico, luz, produtos quimicos, peptideos, metais, esteroides,
antibioticos ou alcool. Em algumas modalidades, o promotor induzivel
pode ser aquele que possui um baixo nivel de expressao basal (nédo
induzida), como, por exemplo, o promotor Tet-On® (Clontech).

[00185] Em modalidades adicionais, o sistema de vetor pode
compreender promotores especificos de tecido para iniciar a expressao
somente apods ser distribuido em um tecido especifico.

[00186] O vetor pode ser distribuido por lipossoma, uma
nanoparticula, um exossomo ou uma microvesicula. O vetor também
pode ser distribuido por uma nanoparticula lipidica (LNP); ver, por
exemplo, USSN 62/433.228, depositado em 12 de dezembro de 2016 e
intitulado ~ “LIPID  NANOPARTICLE = FORMULATIONS FOR
CRISPR/CAS COMPONENTS,” cujo conteudo é aqui incorporado por
referéncia em sua totalidade. Qualquer uma das formulag¢des de LNP e
LNPs aqui descritas € adequada para a distribuicdo das guias
isoladamente ou em conjunto uma cas nuclease ou um mRNA que
codifica uma cas nuclease. Em algumas modalidades, uma composi¢ao
de LNP é englobada compreendendo: um componente de RNA e um
componente lipidico, em que o componente lipidico compreende um

lipideo de amina, um lipideo neutro, um lipideo auxiliar e um lipideo
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furtivo; e em que a razao N/P é de cerca de 1-10.

[00187] Em alguns casos, o componente lipidico compreende o
lipideo A ou seu analogo acetal, colesterol, DSPC e PEG-DMG; e em
que a razdo N/P é de cerca de 1-10. Em algumas modalidades, o
componente lipidico compreende: cerca de 40-60% em peso de lipideo
de amina; cerca de 5-15% em peso de lipido neutro; e cerca de 1,5 a
10% em mol de lipideo PEG, em que o restante do componente lipidico
€ lipideo auxiliar e em que a razdo N/P da composicdo de LNP é de
cerca de 3-10. Em algumas modalidades, o componente lipidico
compreende cerca de 50-60% em peso de lipideo de amina; cerca de 8
a 10% em peso de lipido neutro; e cerca de 2,5-4% em mol de lipideo
PEG, em que o restante do componente lipidico é lipideo auxiliar e em
que a razdo N/P da composicao de LNP ¢ de cerca de 3-8. Em alguns
casos, o componente lipidico compreende: cerca de 50-60% em peso
de lipideo de amina; cerca de 5-15% em mol de DSPC; e cerca de 2,5-
4% em mol de lipideo PEG, em que o restante do componente lipidico
€ colesterol e em que a razdo N/P da composicao de LNP é de cerca de
3-8. Em alguns casos, o componente lipidico compreende: 48-53% em
mol de lipideo A; cerca de 8-10% em mol de DSPC; e 1,5-10% em mol
de lipideo PEG, em que o restante do componente lipidico é colesterol
e em que a razao N/P da composicao de LNP é 3-8 £ 0,2.

[00188] Em algumas modalidades, o vetor pode ser distribuido
sistemicamente. Em algumas modalidades, o vetor pode ser distribuido
na circulagéo hepatica.

[00189] Esta descricdo e modalidades exemplificativas ndo devem
ser consideradas limitativas. Para os fins deste relatorio descritivo e
reivindicacbes anexas, a menos que indicado de outra forma, todos os
numeros que expressam quantidades, porcentagens ou proporgdes e
outros valores numéricos usados no relatorio descritivo e reivindicagdes

devem ser entendidos como modificados em todas as instancias pelo
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termo "cerca de" na medida em que ainda n&o estejam tdo modificados.
Por conseguinte, a menos que indicado o contrario, os parametros
numeéricos estabelecidos no seguinte relatorio descritivo e nas
reivindicacbes anexas sdo aproximagdes que podem variar
dependendo das propriedades desejadas que se buscam obter. Ao
final, e ndo como uma tentativa de limitar a aplicacdo da doutrina de
equivalentes ao escopo das reivindicagcdes, cada parametro numerico
deve ser pelo menos interpretado a luz do numero de digitos
significativos relatados e pela aplicagao de técnicas de arredondamento
ordinarias.

[00190] Note-se que, conforme usado neste relatério descritivo e nas
reivindicagdes anexas, as formas singulares “um”, “uma” e “o/a”, e
qualquer uso singular de qualquer palavra, incluem referentes plurais, a
menos que expressamente e inequivocamente limitado a um referente.
Conforme utilizado neste documento, o termo "incluir" e suas variantes
gramaticais devem ser nao limitativas, de modo que a recitagao de itens
em uma lista ndo exclua outros itens semelhantes que podem ser
substituidos ou adicionados aos itens listados.

EXEMPLOS

[00191] Os exemplos a seguir sdo fornecidos para ilustrar certas
modalidades divulgadas e nao devem ser interpretados como limitando
0 escopo desta divulgacdo de nenhuma forma.

Exemplo 1. Materiais e Métodos

Transcrigao in vitro ("IVT") de mRNA da nuclease

[00192] O mRNA de Cas9 contendo Streptococcus pyogenes
tamponado e poliadenilado ("Spy") contendo N1-metil pseudo-U foi
gerado por transcrig¢ao in vitro usando um modelo de DNA de plasmideo
linearizado e polimerase de RNA T7. O DNA do plasmideo contendo um
promotor T7, uma sequéncia para transcri¢ao de acordo com a SEQ ID

NO: 1 ou 2 e uma regido poli (A/T) de 100 nt foi linearizada por
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incubacgdo a 37°C por 2 horas com Xbal com as seguintes condic¢oes:
200 ng/uL de plasmideo, 2 U/uL de Xbal (NEB) e 1x tampé&o de reagao.
O Xbal foi inativado por aquecimento da reacédo a 65°C por 20 min. O
plasmideo linearizado foi purificado a partir de sais de enzima e tampéo
usando uma coluna de silica maxi spin (Epoch Life Sciences) e
analisado por gel de agarose para confirmar a linearizagao. A reagéo de
IVT para gerar mRNA modificado por Cas9 foi incubada a 37°C por 4
horas nas seguintes condigdes: plasmideo linearizado a 50 ng/uL; 2 mM
cada de GTP, ATP, CTP e N1-metil pseudo-UTP (Trilink); ARCA 10 mM
(Trilink); 5 U/mL de T7 RNA polimerase (NEB); 1 U/uL de inibidor da
RNase murina (NEB); 0,004 U/uL de E. coli pirofosfatase inorganica
(NEB); e 1x tampé&o de reacao. Apds a incubagao de 4 horas, a TURBO
DNase (ThermoFisher) foi adicionada a uma concentragao final de 0,01
U/UL e a reagao foi incubada por mais 30 minutos para remover o
modelo de DNA. O mRNA de Cas9 foi purificado a partir de enzimas e
nucleotideos usando um kit de limpeza de transcricdo MegaClear de
acordo com o protocolo do fabricante (ThermoFisher). Alternativamente,
o mRNA foi purificado através de um protocolo de precipitacdo, que em
alguns casos foi seguido por purificagdo por HPLC. Resumidamente,
apos a digestdo com DNase, 0 mRNA foi precipitado adicionando 0,21x
vol de uma solucéo de LiCl 7,5 M e misturando, e 0 mRNA precipitado
foi peletizado por centrifugagdo. Uma vez removido o sobrenadante, o
MRNA foi reconstituido em agua. O mRNA foi precipitado novamente
usando acetato de amonio e etanol. Foi adicionado acetato de amoénio
5M a solugdo de mRNA para uma concentragao final de 2M juntamente
com 2x volume de EtOH a 100%. A solugao foi misturada e incubada a
-20°C por 15 min. O mRNA precipitado foi novamente peletizado por
centrifugagao, o sobrenadante foi removido e o mMRNA foi reconstituido
em agua. Como etapa final, o mRNA foi precipitado usando acetato de

sddio e etanol. Foi adicionado a solucao 1/10 de acetato de sédio 3 M
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(pH 5,5), juntamente com 2x volume de EtOH a 100%. A solugéo foi
misturada e incubada a -20°C por 15 min. O mRNA precipitado foi
novamente peletizado por centrifugacao, o sobrenadante foi removido,
o pelete foi lavado com etanol frio a 70% e deixado secar ao ar. O mRNA
foi reconstituido em agua. Para o mRNA purificado por HPLC, apds a
precipitacao e reconstituicdo de LiCl, o mRNA foi purificado por HPLC
RP-IP (ver, por exemplo, Kariko, et al. Nucleic Acids Research, 2011,
Vol. 39, No. 21 e142). As fragdes escolhidas para a mistura foram
combinadas e dessalinizadas por precipitacdo com acetato de
sodio/etanol como descrito acima. A concentragdo do transcrito foi
determinada medindo a absorbéancia da luz a 260 nm (Nanodrop) e o
transcrito foi analisado por eletroforese capilar por Bioanlayzer (Agilent).
[00193] Quando as SEQ ID NOs: 1 e 2 sdo referidas abaixo em
relacdo aos RNAs, entende-se que Ts devem ser substituidos por Us
(que eram N1-metil pseudouridinas como descrito acima). Os mRNAs
de Cas9 usados nos Exemplos incluem um capeamento de 5' e uma
cauda de poli-A de 3', por exemplo, até 100 nts, e séo identificados pela
SEQ ID NO.

[00194] SEQID NO: 1: Sequéncia Cas9 1 para transcrigao.

GGGTCCCGCAGTCGGCGT CCAGCGGCTCTGCTTGTTCGTGTGTGTGTCGTTGCAGGCCTTAT
TCGGATCCGCCACCATGGACARGAAGTACAGCATCGGACTGGACATCGGAACAAACAGCGTC
GGATGGGCAGTCATCACAGACGAATACAAGGTCCCCGAGCAAGAAGTTCAAGGTCCTGGGAAR
CACAGACAGACACAGCATCAAGAAGAACCTGATCGGAGCACTGCTGTTCGACAGCGGAGAAR
CAGCAGAAGCAACAAGACTGAAGAGAAC .I.GCI‘-J-.CF \GAAGATACACAAGAAGAAAGARCAGA
ATCTGCTACCTGCAGGARATCTTCAGCAACGAAATGGCAAAGGTCGACGACAGCTTCTTCCA
CACGACTGGAAGARAGCTTCCTGGTCGAAGAACGACAACGAACCACCARACGACACCCGATCTTCG
CGAAACATCGTCCGACGAACTCCGCATACCACCGARAAGCTACCCCGACAATCTACCACCTGAGARRAG
AAGCTGGTCGACAGCACAGACAAGGCAGACCTGAGACTGATCTACCTGGCACTGGCACACAT
CGATCAAGTTCAGAGGACACTTCCTGATCGAAGGAGACCTCAACCCGGACAACAGCGACGTCG
ACAACGCTCTTCATCCAGCTCGCGTCCAGACATACAACCACCTCTTCCAACARAACCCGATCAAC
GCAAGCGGAGTCGACGCAAAGGCAATCCTCGAGCGCAAGACTCGAGCCAACGAGCAGAAGACTGGA
AAACCTGATCGCACAGCTGCCGGGAGAARAAGAAGAACGGACTGTTCGGAAACCTGATCGCAC
TCACCCTCGGCGACTCACACCCGAACTTCAACAGCAACTTCCGACCTCCGCACAACGACCCARAGCTC
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CAGCTGAGCAAGGACACATACGACGACGACCTGGACAACCTGCTGGCACAGATCGGAGACCA
GTACGCAGACCTGTTCCTGGCAGCAAAGAACCTGAGCGACGCAATCCTGCTGAGCGACATCC
TGAGAGTCAACACAGAAATCACAAAGGCACCGCTGAGCGCAAGCATGATCAAGAGATACGAC
GAACACCACCAGGACCTGACACTGCTGAAGGCACTGGTCAGACAGCAGCTGCCGGARAAGTA
CAAGGAAATCTTCTTCGACCAGAGCAAGAACGGATACGCAGGATACATCGACGGAGGAGCAA
GCCAGGAAGAATTCTACAAGTTCATCAAGCCGATCCTGGAAAAGATGGACGGAACAGAAGAA
CTGCTGGTCAAGCTGAACAGAGAAGACCTGCTGAGAAAGCAGAGAACATTCGACAACGGAAG
CATCCCGCACCAGATCCACCTGGGAGAACTGCACGCAATCCTGAGAAGACAGGAAGACTTCT
ACCCGTTCCTGAAGGACAACAGAGARAAGATCGAARAGATCCTGACATTCAGAATCCCGTAC
TACGTCGGACCGCTGGCAAGAGGARACAGCACGATTCGCATGCGATGACAAGAAAGAGCGAAGA
AACAATCACACCGTGGAACTTCGAAGAAGTCGTCGACAAGGGAGCAAGCGCACAGAGCTTCA
TCGAAAGAATGACAAACTTCGACAAGAACCTGCCGAACGAAMAGGTCCTGCCGAAGCACAGC
CTGCTGTACGAATACTTCACAGTCTACAACGAACTGACAAAGGTCAAGTACGTCACAGAAGG
AATGAGAAAGCCGGCATTCCTGAGCGGAGAACAGAAGAAGGCAATCGTCGACCTGCTGTTCA
AGACAAACAGAAAGGTCACAGTCAAGCAGCTGAAGGAAGACTACTTCAAGAAGATCGAATGC
TTCGACAGCGTCGAAATCAGCGGAGTCGARGACAGATTCAACGCAAGCCTGGGAACATACCA
CCGACCTGCTGAAGATCATCAAGGACAAGGACTTCCTGCGACAACCAAGAAAACGAAGACATCC
TGGAAGACATCGTCCTGACACTGACACTGTTCGAAGACAGAGARATGATCGAAGAAAGACTG
AAGACATACGCACACCTGTTCGACGACAAGGTCATGARAGCAGCTGAAGAGAAGAAGATACAC
AGCGATGGGGAAGACTGAGCAGAAAGCTGATCAACGCGAATCAGAGACAAGCAGAGCGGAAAGA
CAATCCTGGACTTCCTGAAGAGCGACGGATTCGCARACACGARAACTTCATGCAGCTGATCCAC
GACGACAGCCTGACATTCAAGGAAGACATCCAGAAGGCACAGGTCAGCGGACAGGGAGACAG
CCTGCACGAACACATCGCARACCTGGCAGGAAGCCCGGCAATCAAGAAGGGAATCCTGCAGA
CAGTCAAGGTCGTCGACGAACTGGTCAAGGTCATGGGAAGACACAAGCCGGAAAACATCGTC
ATCGAAATGGCAAGAGARAACCAGACAACACAGAAGGGACAGAAGAACAGCAGAGAARGAAT
GAAGAGAATCGAAGAAGGAATCAAGGAACTGGGAAGCCAGATCCTGAAGGAACACCCGGTCG
AARAACACACAGCTGCAGAACGAAAAGCTGTACCTGTACTACCTGCAGAACGGAAGAGACATG
TACGTCGACCAGGAACTGGACATCAACAGACTGAGCGACTACGACGTCGACCACATCGTCCC
GCAGAGCTTCCTGAAGGACGACAGCATCGACAACAAGGTCCTGACAAGAAGCGACAAGAACA
GAGGAAAGAGCGACAACGTCCCGAGCGAAGAAGTCGTCAAGAAGATGAAGAACTACTGGAGA
CAGCTGCTGAACGCAAAGCTGATCACACAGAGAAAGTTCGACAACCTGACAAAGGCAGAGAG
AGGAGGACTGAGCGARCTGGACAAGGCAGGATTCATCAAGAGACAGCTGGTCGAAACRAGAC
AGATCACAAAGCACGTCGCACAGATCCTGGACAGCAGAATGAACACAAAGTACGACGAARAC
GACAAGCTGATCAGAGAAGTCAAGGTCATCACACTGAAGAGCAAGCTGGTCAGCGACTTCAG
AAAGGACTTCCAGTTCTACAAGGTCAGAGAAATCAACAACTACCACCACGCACACGACGCAT
ACCTGAACGCAGTCGTCGGAACAGCACTGATCARGAAGTACCCGAAGCTGGAAAGCGAATTC
GTCTACGGAGACTACAAGGTCTACGACGTCAGARAGATGATCGCAAAGAGCGAACAGGAAAT
CGGAAAGGCAACAGCAAAGTACTTCTTCTACAGCAACATCATGAACTTCTTCAAGACAGARAA
TCACACTGGCAAACGGAGARATCAGAAAGAGACCGCTGATCGARACAAACGGAGAAACAGGA
GAMAATCGTCTGGGACAAGGGARAGAGACTTCGCARCAGTCAGAAAGGTCCTGAGCATGCCGCA
GGTCAACATCGTCAAGAAGACAGAAGTCCAGACAGGAGGATTCAGCAAGGAAAGCATCCTGC
CGAAGAGAAACAGCGACAAGCTGATCGCAAGAAAGAAGGACTGGGACCCGAAGAAGTACGGA
GGATTCGACAGCCCGACAGTCGCATACAGCGTCCTGGTCGTCGCAARAGGTCGAAAAGGGAAR
GAGCAAGAAGCTGAAGAGCGTCAAGGAACTGCTGGGAATCACAATCATGGAAAGAAGCAGCT
TCGAAAAGAACCCGATCGACTTCCTGGAAGCAAAGGGATACAAGGAAGTCAAGAAGGACCTG
ATCATCAAGCTGCCGARAGTACAGCCTGTTCGAACTCGGAARACGCAAGAAAGAGAATGCTGGC
AAGCGCAGGAGAACTGCAGAAGGGAAACGAACTGGCACTGCCGAGCAAGTACGTCAACTTCC
TGTACCTGGCAAGCCACTACGAAAAGCTGAAGGGAAGCCCGGAAGACAACGAACAGAAGCAG
CTGTTCGTCGAACAGCACAAGCACTACCTGGACGARATCATCGAACAGATCAGCGAATTCAG
CAAGAGAGTCATCCTGGCAGACGCARACCTGGACAAGGTCCTGAGCGCATACAACAAGCACA
GAGACAAGCCGATCAGAGAACAGGCAGAAAACATCATCCACCTGTTCACACTGACAAACCTG
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GGAGCACCGGCAGCATTCAAGTACTTCGACACAACAATCCACAGAAAGAGATACACAAGCAC
AAAGGAAGTCCTGGACGCAACACTGATCCACCAGAGCATCACAGGACTGTACGAAACAAGAA
TCGACCTGAGCCAGCTGGGAGGAGACGGAGGAGGAAGCCCGAAGAAGAAGAGARAGGTCTAG
CTAGCCATCACATTTAAAAGCATCTCAGCCTACCATGAGAATAAGAGAAAGAAAATGAAGAT
CAATAGCTTATTCATCTCTTTTTCTTTTTCGTTGGTGTARAGCCAACACCCTGTCTARARAA
CATAAATTTCTTTAATCATTTTGCCTCTTTTCTCTGTGCTTCAATTAATAAAAAATGGARAG
AACCTCGAG

[00195] SEQID NO: 2: Sequéncia Cas9 2 para transcrigao.

GGGTCCCGCAGTCGGCGTCCAGCGGCTCTGCTTGTTCGTGTGTGTGTCGTTGCAGGCCTTAT
TCGGATCCATGGATARGAAGTACTCAATCCGGGCTGCGATATCGGAACTAATTCCGTGGGTTGG
GCAGTGATCACGGATGAATACAAAGTGCCGTCCAAGAAGTTCAAGGTCCTGGGGAACACCGA
TAGACACAGCATCAAGAAARATCTCATCGGAGCCCTGCTGTTTGACTCCGGCGARACCGCAG
AMAGCGACCCGGCTCAAACGTACCGCGAGGCGACGCTACACCCGGCGGAAGAATCGCATCTGC
TATCTGCAAGAGATCTTTTCGAACGAAATCGCARAGGTCCACGACAGCTTCTTCCACCGCCT
GGAAGAATCTTTCCTGGTGGAGGAGGACAAGAAGCATGAACGGCATCCTATCTTTGGAAACA
TCGTCGACGAAGTGGCGTACCACGAAAAGTACCCGACCATCTACCATCTGCGGAAGAAGTTG
GTTGACTCAACTGACAAGGCCGACCTCAGATTGATCTACTTGGCCCTCGCCCATATGATCAA
ATTCCGCGGACACTTCCTGATCGAAGGCGATCTGAACCCTGATAACTCCGACGTGGATAAGC
TTTTCATTCAACTGGTGCAGACCTACAACCAACTGTTCGAAGAAAACCCAATCAATGCTAGC
GGCGTCGATGCCAAGGCCATCCTGTCCGCCCGGCTGTCGAAGTCGCGGCGCCTCGAARACCT
GATCGCACAGCTGCCGGGAGAGAAARAGAACGGACTTTTCGGCAACTTGATCGCTCTCTCAC
TGGGACTCACTCCCAATTTCAAGTCCAATTTTGACCTGGCCCAGGACGCGAAGCTGCAACTC
TCAAAGGACACCTACGACGACGACTTGGACAATTTGCTGGCACAAATTGGCGATCAGTACGC
GGATCTGTTCCTTGCCGCTAAGAACCTTTCGGACGCAATCTTGCTGTCCGATATCCTGCGCG
TGAACACCGAAATAACCAAAGCGCCGCTTAGCGCCTCGATGATTAAGCGGTACGACGAGCAT
CACCAGGATCTCACGCTGCTCAARAGCGCTCGTGAGACAGCAACTGCCTGAAAAGTACAAGGA
GATCTTCTTCGACCAGTCCAAGAATGGGTACGCAGGGTACATCGATGGAGGCGCTAGCCAGG
AAGAGTTCTATAAGTTCATCAAGCCAATCCTGGAAAAGATGGACGGAACCGAAGAACTGCTG
GTCAAGCTGAACAGGGAGGATCTGCTCCGGARACAGAGARCCTTTGACAACGGATCCATTCC
CCACCAGATCCATCTGGGTGAGCTGCACGCCATCTTGCGGCGCCAGGAGGACTTTTACCCAT
TCCTCAAGGACAACCGGGAAAAGATCGAGAARATTCTGACGTTCCGCATCCCGTATTACGTG
GGCCCACTGGCGCGCGGCAATTCGCGCTTCGCGTGGATGACTAGAAAATCAGAGGAARCCAT
CACTCCTTGGAATTTCGAGGAAGTTGTGGATAAGGGAGCTTCGGCACAAAGCTTCATCGAAC
GAATGACCAACTTCGACAAGAATCTCCCARACGAGAAGGTGCTTCCTAAGCACAGCCTCCTT
TACGAATACTTCACTGTCTACAACGAACTCGACTAAAGTCGAAATACGTTACTGAAGGAATGAG
GAAGCCGGCCTTTCTGTCCGGAGAACAGAAGAAAGCAATTGTCCGATCTGCTGTTCAAGACCA
ACCGCAAGGTGACCGTCAAGCAGCTTAAAGAGGACTACTTCAAGAAGATCGAGTGTTTCGAC
TCAGTGGAAATCAGCGGGGTGGAGGACAGATTCAACGCTTCGCTCGGGAACCTATCATGATCT
CCTGAAGATCATCAAGGACAAGGACTTCCTTGACAACGAGGAGAACGAGGACATCCTGGAAG
ATATCGTCCTGACCTTGACCCTTTTCGAGCGATCGCCGAGATGATCGAGGAGAGGCTTAAGACC
TACGCTCATCTCTTCGACGATAAGGTCATGAAACAACTCAAGCGCCGCCGGTACACTGGTTG
GGGCCGCCTCTCCCGCAAGCTGATCAACGGTATTCGCGATARACAGAGCGGTAAAACTATCC
TGGATTTCCTCAAATCGGATGGCTTCGCTAATCGTAACTTCATGCAATTGATCCACGACGAC
AGCCTGACCTTTAAGGAGGACATCCAAAAAGCACAAGTGTCCGGACAGGGAGACTCACTCCA
TGAACACATCGCGAATCTGGCCGGTTCGCCGGCGATTAAGAAGGGAATTCTGCAAACTGTGA
AGGTGGTCGACGAGCTGGTGAAGGTCATGGGACCGGCACARACCCGAGAATATCGTGATTGAA
ATGGCCCGAGAAAACCAGACTACCCAGAAGGGCCAGAAARACTCCCGCGAAAGGATGAAGCG
GATCGAAGAAGGAATCAAGGAGCTGGGCAGCCAGATCCTGARAGAGCACCCGGTGGARAACA
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CGCAGCTGCAGAACGAGAAGCTCTACCTGTACTATTTGCAAAATGCGACGGGACATGTACGTG
GACCAAGAGCTGGACATCAATCGGTTGTCTGATTACGACGTGGACCACATCGTTCCACAGTC
CTTTCTCGAAGGATGACTCGATCGATAACAACCTCTTCGACTCCCAGCCGACAAGAACAGAGGGA
AGTCAGATAATGTGCCATCGGAGGAGGTCCTCGAAGAAGATCGAACGAATTACTGGCGGCAGCTC
CTGAATGCGAAGCTGATTACCCAGAGAAAGTTTGACAATCTCACTAAAGCCGAGCGCGGCGG
ACTCTCAGAGCTGGATAAGGCTGGATTCATCARACGGCAGCTGGTCGAGACTCGGCAGATTA
CCAAGCACGTGGCGCAGATCTTGGACTCCCGCATGAACACTAAATACGACGAGAACGATAAG
CTCATCCGGGAAGTGAAGGTGATTACCCTGAAAAGCARACTTGTCGTCGGACTTTCGGAAGGA
CTTTCAGTTTTACAAAGTGAGAGAARATCAACAACTACCATCACGCGCATGACGCATACCTCA
ACGCTGTGGTCGGTACCGCCCTGATCAAAAAGTACCCTAAACTTGAATCGGAGTTTGTGTAC
GGAGACTACAAGGTCTACGACGTGAGGAAGATGATAGCCAAGTCCGAACAGGAAATCGGGAR
AGCAACTGCGAAATACTTCTTTTACTCAAACATCATGAACTTTTTCAAGACTGAAATTACGC
TGGCCAATGGAGAAAT CAGGAAGAGGCCACTCATCCARACTAACGGAGAAACGGGCGAAATC
GTGTGGGACAAGGGCAGGGACTTCGCAACTGTTCGCARAGTGCTCTCTATGCCGCAAGTCAR
TATTGTGAAGAAAACCGAAGTGCAAACCGGCGGATTTTCAAAGGAATCGATCCTCCCAAAGA
GAAATAGCGACAAGCTCATTGCACGCAAGAAAGACTGGGACCCGAAGAAGTACGGAGGATTC
CATTCGCCGACTGTCGCATACTCCGTCCTCGTGCTGCCCAACCTCCACGAAGGCAAAGAGCAR
AAMGCTCAAATCCGTCARAGAGCTGCTGGGGATTACCATCATGGAACGATCCTCGTTCGAGA
AGAACCCGATTGATTTCCTCGAGGCGAAGGGTTACAAGCGAGGTGAAGAAGGATCTGATCATC
AAACTCCCCAAGTACTCACTGTTCGAACTCGGAARATCCTCCCAAGCGCATGCTGGCTTCGGE
CGGAGAACTCCAAAARGCGARATCAGCTGGCCTTCCCTAGCAAGTACGTCAACTTCCTCTATC
TTGCTTCGCACTACGAAAAACTCAAAGCGGTCACCGCAAGATAACCGAACAGAAGCAGCTTTTC
GTGGAGCAGCACAAGCATTATCTGGATGAAATCATCGAACAAATCTCCGAGTTTTCAAAGCG
CGTGATCCTCGCCGACGCCAACCTCGACAAAGTCCTGTCGGCCTACAATAAGCATAGAGATA
AGCCGATCAGAGAACAGGCCGAGAACATTATCCACTTGTTCACCCTGACTAACCTGGGAGCC
CCAGCCGCCTTCAAGTACTTCGATACTACTATCGATCGCAAAAGATACACGTCCACCAAGGA
AGTTCTGGACGCGACCCTGATCCACCARAGCATCACTGGACTCTACGAAACTAGGATCGATC
TGTCGCAGCTGGGTGGCCGAT GGCGGTGGATCTCCGAAAAAGAAGAGAAAGGTGTAATGAGCT
AGCCATCACATTTAAARAGCATCTCAGCCTACCATGAGAATAAGAGAAAGAAAATGAAGATCA
ATAGCTTATTCATCTCTTTTTCTTTTTCGTTGGTGTAAAGCCAACACCCTGTCTAAARAACA
TAAATTTICTTTAATCATTTTGCCTCTTTTCTCTCTGCTTCAATTAATAAAAAATGGAAAGAA
CCTCGAG

Projeto de guia TTR humana e TTR humana com projeto de guia de
homologia de macaco cynomolgus

[00196] A selegédo inicial do guia foi realizada in silico usando um
genoma de referéncia humano (por exemplo, hg38) e regides
gendmicas definidas pelo usuario de interesse (por exemplo, éxons de
codificagcdo da proteina TTR), para identificar PAMs nas regides de
interesse. Para cada PAM identificado, analises foram realizadas e
estatisticas relatadas. As moléculas de gRNA foram ainda selecionadas
e ordenadas com base em varios critérios (por exemplo, teor de GC,
atividade predita no alvo e atividade potencial fora do alvo).

Um total de 68 RNAs guia foram projetados para a TTR
(ENSG00000118271) direcionando as regides de codificacdo de
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proteinas nos Exon 1, 2, 3 e 4. Do total de 68 guias, 33 eram 100%
homdlogos em macacos cynomolgus (“cyno”). Além disso, para 10 dos
guias TTR humanos que nado eram perfeitamente homdlogos em cyno,
0s guias "substitutos" foram projetados e feitos em paralelo para
combinar perfeitamente com a sequéncia alvo de cyno correspondente.
Esses guias "substitutos" ou "ferramentas" podem ser rastreados em
cyno, por exemplo, para aproximar a atividade e a funcédo da sequéncia
guia humana homodloga. Sequéncias guia e coordenadas genémicas
correspondentes sao fornecidas (Tabela 1). Todos os RNAs guia foram
feitos como RNAs duplos e um subconjunto das sequéncias guia foram
feitas como RNA guia unico modificado (Tabela 2). Alinhamento de ID
de guia entre os IDs de RNA guia duplo (dgRNA), IDs de RNA unico
guia modificado (sgRNA), o numero de incompatibilidades para o
genoma cyno, bem como os IDs correspondentes exatos de cyno séo
fornecidos (Tabela 3). Onde dgRNAs sao usados nas experiéncias
detalhadas ao longo dos Exemplos, a SEQ ID NO: 270 foi usada.
Distribuicao de mRNA de Cas9 e RNA guia in vitro

[00197] Linhagem celular HEK293 Cas9. A linhagem celular de
adenocarcinoma de rim embrionario humano HEK293 que expressa
constitutivamente Spy Cas9 ("HEK293 Cas9") foi cultivada em meio
DMEM suplementado com 10% de soro fetal bovino e 500 ug/ml de
G418. As células foram plaqueadas a uma densidade de 10.000
células/pog¢o em uma placa de 96 pocos 24 horas antes da transfeccio.
As células foram transfectadas com Lipofectamine RNAIMAX
(ThermoFisher, Cat. 13778150) de acordo com o protocolo do
fabricante. As células foram transfectadas com um lipoplex contendo
crRNA individual (25 nM), trRNA (25 nM), Lipofectamine RNAIMAX (0,3
ML/pogo) e OptiMem.

[00198] Linhagem celular HUH7. A linhagem celular de carcinoma

hepatocelular humano HUH7 (Banco de Células Japonesas de
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Pesquisa em Bioresources, Cat. JCRB0403) foi cultivada em meio
DMEM suplementado com soro fetal bovino a 10%. As células foram
plaqueadas a uma densidade de 15.000 células/pogo em uma placa de
96 pocos 20 horas antes da transfecg¢do. As células foram transfectadas
com Lipofectamine MessengerMAX (ThermoFisher, Cat. LMRNAOO3)
de acordo com o protocolo do fabricante. As células foram transfectadas
sequencialmente com um lipoplex contendo mRNA Spy Cas9 (100 ng),
MessengerMAX (0,3 pL/pogo) e OptiMem, seguido de um lipoplex
separado contendo crRNA individual (25 nM), RNA tragador (25 nM),
MessengerMAX (0,3 uL/bem) e OptiMem.

[00199] Linhagem celular HepG2. A linhagem celular de carcinoma
hepatocelular humano HepG2 (American Type Culture Collection, Cat.
HB-8065) foi cultivada em meio DMEM suplementado com soro bovino
fetal a 10%. As células foram contadas e plaqueadas em placas de 96
pogos revestidas com colageno | Bio-coat (ThermoFisher, Cat. 877272)
a uma densidade de 10.000 células/po¢o em uma placa de 96 pocgos 24
horas antes da transfeccdo. As células foram transfectadas com
Lipofectamine 2000 (ThermoFisher, Cat. 11668019) de acordo com o
protocolo do fabricante. As células foram transfectadas
sequencialmente com lipoplex contendo mRNA Spy Cas9 (100 ng),
Lipofectamine 2000 (0,2 uL/pogo) e OptiMem, seguido de lipoplex
separado contendo crRNA individual (25 nM), RNA tragador (25 nM),
Lipofectamine 2000 (0,2 uL/pog¢o) e OptiMem.

[00200] Hepatocitos primarios do figado. Os hepatdcitos primarios
do figado humano (PHH) e os hepatdcitos primarios do figado do
cynomolgus (PCH) (Gibco) foram cultivados de acordo com o protocolo
do fabricante (Invitrogen, protocolo 11.28.2012). Em resumo, as células
foram descongeladas e ressuspensas em meio de descongelamento de
hepatocitos com suplementos (Gibco, Cat. CM7000), seguidas de

centrifugacao a 100 g por 10 minutos para humanos e 80g por 4 minutos
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para cyno. O sobrenadante foi descartado e as células peletizadas
ressuspensas em meio de placas de hepatdcitos mais pacote de
suplementos (Invitrogen, Cat. A1217601 e CM3000). As células foram
contadas e plaqueadas em placas de 96 pocos revestidas com colageno
| Bio-coat (ThermoFisher, Cat. 877272) a uma densidade de 33.000
células/po¢o para humanos ou 60.000 células/pogo para cyno (ou
65.000 células/poco ao testar efeitos em Proteina TTR, descrito mais
abaixo). As células plaqueadas foram deixadas assentar e aderir por 6
ou 24 horas em uma incubadora de cultura de tecidos a 37°C e 5% de
atmosfera de CO.. Apds a incubagdo, as células foram verificadas
quanto a formacdo de monocamada e o meio foi substituido por meio
de cultura de hepatdcitos por um pacote de suplementos sem soro
(Invitrogen, Cat. A1217601 e CM4000).

[00201] As transfeccbes com base em Lipofectamine RNAiMax
(ThermoFisher, Cat. 13778150) foram realizadas de acordo com o
protocolo do fabricante. As células foram transfectadas
sequencialmente com um lipoplex contendo mRNA de Spy Cas9 (100
ng), Lipofectamine RNAiMax (0,4 uL/poco) e OptiMem seguido por um
lipoplex separado contendo crRNA (25 nM) e RNA tragador (25 nM) ou
sgRNA (25nM), Lipofectamine RNAiMax (0,4 uL/pogo) e OptiMem.
[00202] A formacgao de ribonucleotideo foi realizada antes da
eletroporagcdo ou transfeccdo da proteina Spy Cas9 carregada com
RNAs guia (RNPs) nas células. Para guia duplo (dgRNAs), o crRNA
individual e o trRNA foram pré-recozidos misturando quantidades
equivalentes de reagente e incubando a 95°C por 2 min e resfriando até
a temperatura ambiente. O guia unico (sgRNAs) foi fervido a 95°C por
2 min e resfriado até a temperatura ambiente. O dgRNA ou sgRNA
fervido foi incubado com a proteina Spy Cas9 em Optimem por 10
minutos em temperatura ambiente para formar um complexo de

ribonucleoproteina (RNP).
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[00203] Para eletroporacdo de RNP em hepatdcitos humanos e
citopatologicos primarios, as células sdo descongeladas e
ressuspensas no tampao P3 de célula primaria de eletroporacao Lonza
a uma concentracédo de 2500 células por uL para hepatdcitos humanos
e 3500 células por uL para hepatacitos citologicos. Um volume de 20 pL
de células ressuspensas e 5 pL de RNP sao misturados por guia. 20 yL
da mistura sdo colocados em uma placa de eletroporagdo Lonza. As
células foram eletroporadas usando o nucleofetor Lonza com o
protocolo predefinido EX-147. ApOs a eletroporacdo, as células séo
transferidas para uma placa Biocoat contendo meios de manutencgao
pré-aquecidos e colocadas em uma incubadora de cultura de tecidos a
37°C e 5% de CO..

[00204] Para transfeccdes de lipoplex da RNP, as células foram
transfectadas com Lipofectamine RNAIMAX (ThermoFisher, Cat.
13778150) de acordo com o protocolo do fabricante. As células foram
transfectadas com um RNP contendo Spy Cas9 (10nM), guia individual
(10 nM), RNA tragador (10 nM), Lipofectamine RNAIMAX (1,0 uyL/pogo)
e OptiMem. A formacao de RNP foi realizada como descrito acima.
[00205] Os LNPs foram formados por mistura microfluidica das
solucdes de lipideos e RNA usando um instrumento de bancada
Precision Nanosystems NanoAssemblIrTM, de acordo com o protocolo
do fabricante, ou mistura de fluxo cruzado.

Formulagcdo de LNP — NanoAssembilr

[00206] Em geral, os componentes das nanoparticulas lipidicas
foram dissolvidos em etanol 100% com o componente lipidico de varias
razdes molares. As cargas de RNA foram dissolvidas em citrato 25 mM,
NaCl 100 mM, pH 5,0, resultando em uma concentragéo de carga de
RNA de aproximadamente 0,45 mg/mL. Os LNPs foram formulados com
uma razao molar de amina lipidica para fosfato de RNA (N:P) de cerca

de 4,5 ou cerca de 6, com a razdo de mRNA para gRNA a 1:1 em peso.
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[00207] Os LNPs foram formados por mistura microfluidica das
solugdes de lipideos e RNA usando um instrumento de bancada
Precision Nanosystems NanoAssemblIrTM, de acordo com o protocolo
do fabricante. Uma raz&o de 2:1 de solvente aquoso para organico foi
mantida durante a mistura usando taxas de fluxo diferenciais. Apds a
mistura, os LNPs foram coletados, diluidos em agua (aproximadamente
1:1 v/v), mantidos por 1 hora em temperatura ambiente e posteriormente
diluidos com agua (aproximadamente 1:1 v/v) antes da troca final do
tampdo. A troca final de tampao em Tris 50 mM, NaCl 45 mM, sacarose
a 5% (p/v), pH 7,5 (TSS) foi concluida com colunas de dessalinizagéo
PD-10 (GE). Se necessario, as formulagées foram concentradas por
centrifugagdo com filtros centrifugos Amicon 100 kDa (Millipore). A
mistura resultante foi entao filtrada usando um filtro estéril de 0,2 um. A
LNP final foi armazenada a -80°C até uso posterior.

Formulagao de LNP — Fluxo cruzado

[00208] Paraas LNPs preparadas usando a técnica de fluxo cruzado,
as LNPs foram formadas por impacto da mistura a jato do lipideo em
etanol com dois volumes de solu¢cdes de RNA e um volume de agua. O
lipideo em etanol € misturado através de uma mistura cruzada com os
dois volumes de solugao de RNA. Uma quarta corrente de agua é
misturada com a corrente de saida do cruzado através de um tee em
linha. (Ver WO2016010840 FIG.2.) As LNPs foram mantidas por 1 hora
a temperatura ambiente e posteriormente diluidas com agua
(aproximadamente 1:1 v/v). As LNPs diluidas foram concentradas
usando filtracdo de fluxo tangencial em um cartucho de folha plana
(Sartorius, 100kD MWCO) e depois trocados por tampéao por diafiltragédo
em Tris 50 mM, NaCl 45 mM, sacarose a 5% (p/v), pH 7,5 (TSS).
Alternativamente, a troca final de tampao no TSS foi concluida com as
colunas de dessalinizagdo PD-10 (GE). Se necessario, as formulagoes

foram concentradas por centrifugagdo com filtros centrifugos Amicon
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100 kDa (Millipore). A mistura resultante foi entdo filtrada usando um
filtro estéril de 0,2 ym. A LNP final foi armazenada a 4°C ou -80°C até o
uso posterior.

Analitica de Formulagéao

[00209] A Dispersao Dinamica da Luz ("DLS") é usada para
caracterizar o indice de polidispersidade ("pdi") e o tamanho das LNPs
da presente divulgacdao. A DLS mede a dispersido da luz resultante da
submissdo de uma amostra a uma fonte de luz. PDI, conforme
determinado a partir de medi¢gdes DLS, representa a distribuicdo do
tamanho de particula (em torno do tamanho médio das particulas) em
uma populacédo, com uma populacao perfeitamente uniforme tendo uma
PDI de zero. O tamanho médio das particulas e a polidispersidade sao
medidos por dispersédo de luz dindmica (DLS) usando um instrumento
Malvern Zetasizer DLS. As amostras de LNP foram diluidas 30X em
PBS antes de serem medidas por DLS. O didmetro médio Z, que é uma
medida baseada na intensidade do tamanho médio das particulas, foi
relatado juntamente com o diametro médio numérico e a pdi. Um
instrumento Malvern Zetasizer também é usado para medir o potencial
zeta da LNP. As amostras sao diluidas 1:17 (50uL em 800uL) em 0,1X
PBS, pH 7,4 antes da medicéo.

[00210] Um ensaio baseado em fluorescéncia (Ribogreen®,
ThermoFisher Scientific) € usado para determinar a concentragao total
de RNA e o RNA livre. A eficiéncia da encapsulacio é calculada como
(RNA total - RNA livre)/RNA total. As amostras de LNP sao diluidas
adequadamente com 1x tampao TE contendo 0,2% de Triton-X 100 para
determinar o RNA total ou 1x tamp&o TE para determinar o RNA livre.
As curvas padrao sao preparadas utilizando a solugao de RNA inicial
usada para fazer as formulagdes e diluidas em 1x tampao TE +/- 0,2%
de Triton-X 100. O corante RiboGreen® diluido (de acordo com as

instrucdes do fabricante) € adicionado a cada um dos padrdes e
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amostras e deixado incubar por aproximadamente 10 minutos em
temperatura ambiente, na auséncia de luz. Um leitor de microplacas
SpectraMax M5 (Molecular Devices) € usado para ler as amostras com
excitacdo, corte automatico e comprimentos de onda de emissao
definidos para 488 nm, 515 nm e 525 nm, respectivamente. O RNA total
e 0 RNA livre sao determinados a partir das curvas padrao apropriadas.
[00211] A eficiéncia da encapsulacao é calculada como (RNA total -
RNA livre)/RNA total. O mesmo procedimento pode ser usado para
determinar a eficiéncia de encapsulamento de um componente de carga
baseado em DNA. Para o DNA de fita simples, pode ser utilizado o
Oligreen Dye, e para o DNA de fita dupla, o Picogreen Dye.

[00212] Normalmente, ao preparar LNPs, o encapsulamento era >
80%, o tamanho das particulas era <120 nm e o pdi era <0,2.
Distribuicao de LNP In Vivo

[00213] A menos que indicado de outra forma, camundongos fémeas
CD-1, com idades entre 6 e 10 semanas de idade, foram usadas em
cada estudo. Os animais foram pesados e agrupados de acordo com o
peso corporal para preparar solucbes de dosagem com base no peso
médio do grupo. As LNPs foram dosadas pela veia lateral da cauda em
um volume de 0,2 mL por animal (aproximadamente 10 mL por
quilograma de peso corporal). Os animais foram observados
aproximadamente 6 horas apos a dose para efeitos adversos. O peso
corporal foi medido 24 horas apds a administracdo e os animais foram
sacrificados em varios momentos por exsanguinagdo por pungao
cardiaca sob anestesia com isoflourane. O sangue foi coletado em tubos
separadores de soro ou em tubos contendo citrato de sddio tamponado
para plasma, conforme descrito aqui. Para estudos envolvendo edicéo
in vivo, o tecido hepatico foi coletado do lobo mediano ou de trés lobos
independentes (por exemplo, lobo mediano direito, mediano esquerdo e

lateral esquerdo) de cada animal para extracao e analise de DNA.
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Andlise ELISA de Transtirretina (TTR) usada em estudos com
animais

[00214] O sangue foi coletado e o soro foi isolado como indicado. Os
niveis séricos totais de TTR de camundongo foram determinados
usando um Kit ELISA de Pré-albumina de Camundongo (Transtiretina)
(Aviva Systems Biology, Cat. OKIA00111); os niveis séricos de TTR em
ratos foram medidos usando um kit ELISA especifico para ratos (cédigo
de catalogo Aviva Systems Biology OKIA00159); os niveis séricos de
TTR humano foram medidos usando um kit ELISA especifico humano
(codigo de catalogo Aviva Systems Biology OKIA00081); cada um de
acordo com o protocolo do fabricante. Resumidamente, os soros foram
diluidos em série com o diluente da amostra do kit até uma diluicio final
de 10.000 vezes ou 5.000 vezes ao medir a TTR humana nos soros de
camundongo. 100ul da curva padrao preparada ou amostras de soro
diluido foram adicionadas a placa ELISA, incubadas por 30 minutos em
temperatura ambiente e depois lavadas 3 vezes com tampdo de
lavagem fornecido. 100 uL de anticorpo de detec¢do foram entdo
adicionados a cada pog¢o e incubados por 20 minutos a temperatura
ambiente, seguidos por 3 lavagens. 100 uL de substrato sao
adicionados e incubados por 10 minutos em temperatura ambiente
antes da adicado de 100 uL de solucdo de parada. A absorbancia do
conteudo foi medida no leitor de placas Spectramax M5 com analise
usando o software SoftmaxPro versdo 7.0. Os niveis séricos de TTR
foram quantificados fora da curva padrao usando ajuste logistico de 4
parametros e expressos em ug/mL de soro ou porcentagem de animais
de controle relativo a nocaute (tratados com veiculo).

Isolamento de DNA genémico

[00215] As células transfectadas foram colhidas apds a transfeccéo
as 24, 48 ou 72 horas. O DNA genbmico foi extraido de cada pogo de

uma placa de 96 pogos usando 50 uL/poc¢o de solugao de extracéo de
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DNA BuccalAmp (Epicenter, Cat. QE09050) de acordo com o protocolo
do fabricante. Todas as amostras de DNA foram submetidas a PCR e
as analises NGS subsequentes, conforme descrito aqui.

Analise de sequenciamento de préxima geragao ("NGS”")

[00216] Para determinar quantitativamente a eficiéncia da edicao no
local alvo no genoma, foi utilizado o sequenciamento para identificar a
presenca de insercdes e delecdes introduzidas pela edicdo de genes.
[00217]  Os iniciadores foram projetados em torno do sitio alvo dentro
do gene de interesse (por exemplo, TTR), e a area gendmica de
interesse foi amplificada.

[00218] PCR adicional foi realizada de acordo com os protocolos do
fabricante (lllumina) para adicionar quimica ao sequenciamento. Os
amplicons foram sequenciados em um instrumento lllumina MiSeq. As
leituras foram alinhadas a um genoma de referéncia (por exemplo, o
genoma de referéncia humano (hg38), o genoma de referéncia
cynomologus (mf5), o genoma de referéncia de rato (rn6) ou o genoma
de referéncia de camundongo (mm10)) apds eliminar aqueles com
pontuacdes de baixa qualidade. Os arquivos resultantes que contém as
leituras foram mapeados para o genoma de referéncia (arquivos BAM),
onde foram selecionadas leituras que se sobrepunham a regido de
interesse alvo e o numero de leituras de tipo selvagem versus o numero
de leituras que contém uma insergdo, substituicdo ou delecao foi
calculado.

[00219] A porcentagem de edigdo (por exemplo, "eficiéncia de
edicao" ou "porcentagem de edi¢ao" ou "frequéncia indel") é definida
como o numero total de leituras de sequéncia com insercdes/exclusdes
("indels") ou substituigcdes sobre o numero total de leituras de sequéncia,
incluindo tipo selvagem.

Anadlise da proteina transtirretina secretada ("TTR") por Western
Blot
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[00220] Os niveis secretados de proteina TTR nos meios foram
determinados usando métodos de western blotting. As células HepG2
foram transfectadas como descrito anteriormente com guias
selecionados da Tabela 1. As mudancas de midia foram realizadas a
cada 3 dias apos a transfeccao. Seis dias apo6s a transfecgao, o meio foi
removido e as células foram lavadas uma vez com meio que néao
continha soro fetal bovino (FBS). Meios sem soro foram adicionados as
células e incubados a 37°C. Apds 4 horas, o meio foi removido e
centrifugado para peletizar quaisquer detritos; o numero de células para
cada poco foi estimado com base nos valores obtidos de um ensaio
CTG nas células restantes e na comparacdo com a média da placa.
Apods centrifugacdo, o meio foi transferido para uma nova placa e
armazenado a -20°C. Foi realizada uma precipitacdo com acetona do
meio para precipitar qualquer proteina que havia sido secretada no
meio. Foram adicionados quatro volumes de acetona gelada a um
volume de meio. A solucdo foi bem misturada e mantida a -20°C por 90
min. A mistura acetona:meio foi centrifugada a 15.000 xg e a 4°C por 15
min. O sobrenadante foi descartado e o pelete retido foi seco ao ar para
eliminar qualquer acetona residual. O pelete foi ressuspenso em 15 l
de tampao RIPA (Boston Bio Products, Cat. BP-115) mais uma mistura
inibidora de protease adicionada recentemente, consistindo em um
coquetel inibidor de protease completo (Sigma, Cat. 11697498001) e 1
mM de DTT. Os lisados foram misturados com tampao Laemmli e
desnaturados a 95°C por 10 minutos. Western blots foram realizados
usando o sistema NuPage em 12% de géis Bis-Tris (ThermoFisher) de
acordo com o protocolo do fabricante, seguido de transferéncia umida
para membrana de nitrocelulose de 0,45 um (Bio-Rad, Cat. 1620115).
As manchas foram bloqueadas usando 5% de leite seco em TBS por 30
minutos em um balancim de laboratorio a temperatura ambiente. As

manchas foram lavadas com TBST e sondadas com anticorpo
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monoclonal a-TTR de coelho (Abcam, Cat. Ab75815) a 1:1000 em
TBST. A antitripsina alfa-1 foi usada como controle de carregamento
(Sigma, Cat. HPA001292) a 1:1000 em TBST e incubada
simultaneamente com o anticorpo primario TTR. As manchas foram
vedadas em um saco e mantidas durante a noite a 4°C em um balancim
de laboratdrio. Apds a incubacgao, as manchas foram lavadas 3 vezes
por 5 min cada em TBST e sondadas com anticorpos secundarios ao
Coelho (ThermoFisher, Cat. PISA535571) a 1:25.000 em TBST por 30
min a temperatura ambiente. Apds a incubagdo, as manchas foram
lavadas 3 vezes por 5 min cada em TBST e 2 vezes com PBS. As
manchas foram visualizadas e analisadas usando um sistema Licor
Odyssey.

Anadlise de TTR intracelular por Western Blot

[00221] A linhagem celular de carcinoma hepatocelular, HUH7, foi
transfectada como descrito anteriormente com guias selecionados da
Tabela 1. Seis dias apds a transfecgao, a midia foi removida e as células
foram lisadas com 50 uL/poco de tampao RIPA (Boston Bio Products,
Cat. BP-115) mais mistura inibidora de protease adicionada
recentemente, consistindo em um coquetel inibidor de protease
completo (Sigma, Cat. 11697498001), 1 mM DTT e 250 U/ml de
Benzonase (EMD Millipore, Cat. 71206-3). As células foram mantidas
em gelo durante 30 minutos, altura em que foi adicionado NaCl
(concentracao final de 1 M). Os lisados celulares foram cuidadosamente
misturados e mantidos em gelo por 30 minutos. Os extratos celulares
inteiros ("WCE") foram transferidos para uma placa de PCR e
centrifugados para peletizar os detritos. Um teste de Bradford (Bio-Rad,
Cat. 500-0001) foi usado para avaliar o conteudo de proteinas dos
lisados. O procedimento de teste de Bradford foi concluido de acordo
com o protocolo do fabricante. Os extratos foram armazenados a menos

20°C antes do uso. Western blots foram realizadas para avaliar os niveis
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intracelulares de proteina TTR. Os lisados foram misturados com
tampao Laemmli e desnaturados a 95°C durante 10 minutos. Western
blots foram realizadas usando o sistema NuPage em 12% de géis Bis-
Tris (ThermoFisher) de acordo com o protocolo do fabricante, seguido
de transferéncia umida para membrana de nitrocelulose de 0,45 um
(Bio-Rad, Cat. 1620115). Apds a transferéncia, as membranas foram
enxaguadas abundantemente com agua e coradas com a solugao
Ponceau S (Boston Bio Products, Cat. ST-180) para confirmar a
transferéncia completa e uniforme. As manchas foram bloqueadas
usando 5% de leite seco em TBS por 30 minutos em um balancim de
laboratério a temperatura ambiente. As manchas foram lavadas com
TBST e sondadas com anticorpo monoclonal a-TTR de coelho (Abcam,
Cat. Ab75815) a 1:1000 em TBST. A B-actina foi usada como controle
de carregamento (ThermoFisher, Cat. AM4302) a 1:2500 em TBST e
incubada simultaneamente com o anticorpo primario de TTR. As
manchas foram vedadas em um saco e mantidas durante a noite a 4°C
em um balancim de laboratério. Apds a incubacéo, as manchas foram
lavadas 3 vezes por 5 minutos cada em TBST e sondadas com
anticorpos secundarios para camundongo e coelho (ThermoFisher, Cat.
P135518 e PISA535571) a 1:25.000 cada um em TBST por 30 minutos
em temperatura ambiente. Apds a incubacdo, as manchas foram
lavadas 3 vezes por 5 min cada em TBST e 2 vezes com PBS. As
manchas foram visualizadas e analisadas usando um sistema Licor
Odyssey.

Exemplo 2. Triagem de sequéncias de dgRNA

Triagem cruzada de dgRNAs de TTR em varios tipos de células
[00222] Guias no formato dgRNA direcionado o TTR humano e as
sequéncias correspondentes ao cynomologus foram distribuidos as
linhagens celulares HEK293 Cas9, HUH7 e HepG2, bem como

hepatocitos primarios humanos e hepatécitos primarios de macaco
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cynomolgus, conforme descrito no Exemplo 1. Determinou-se a edigao
percentual para crRNAs compreendendo cada sequéncia guia em cada
tipo de célula e as sequéncias guia foram classificadas com base na
maior % de edi¢cdo. Os dados de triagem para as sequéncias guia na
Tabela 1 em todas as cinco linhagens celulares estao listados abaixo
(Tabela 4 a 11).

[00223] A Tabela 4 mostra a média e o desvio padrao para % de
Edicédo, % de Insercao (Ins) e % de Delecéo (Del) dos crRNAs de TTR
na linhagem celular de adenocarcinoma de rim humano, HEK293 _Cas9,
que expressam constitutivamente a proteina Spy Cas9.

Tabela 4: Dados de edicdo de TTR nas células Hek_Cas9

transfectadas com dgRNAs

ID GUIA % de | % de|% de|% de|% de | % de
edicao edicdo | inserto | inserto | delegao | delecao
média desvio | média desvio | desvio | desvio

padrao padrao | padrao | padrao

CR003335 26,59 4,73 4,73 0,65 21,87 4,09

CR003336 29,09 4,57 3,31 0,24 25,78 4,32

CR003337 42,72 1,72 5,24 1,62 37,48 0,70

CR003338 52,42 3,28 4,76 0,03 47,66 3,30

CR003339 56,37 4,13 49,39 3,23 6,98 0,91

CR003340 42,38 8,43 27,88 4,31 14,50 4,13

CR003341 20,04 5,26 6,73 1,86 13,31 3,41

CR003342 36,57 5,80 1,19 0,22 35,38 5,59

CR003343 24,36 1,51 4,82 0,43 19,53 1,39

CR003344 33,87 2,93 4,32 0,58 29,54 2,37

CR003345 35,02 7,05 19,00 3,58 16,01 3,48

CRO003346 48,33 5,81 33,03 3,12 15,30 2,72

CR003347 21,45 5,57 0,95 0,33 20,50 5,26

CR003348 35,53 5,81 22,32 3,79 13,21 2,03

CR003349 13,19 4,46 8,03 2,81 5,16 1,66

CRO003350 22,31 4,25 5,54 0,74 16,77 3,51

CRO003351 49,67 3,77 28,42 1,69 21,24 2,22

CR003352 27,90 7,55 4,91 1,35 22,99 6,26

CRO003353 25,03 5,16 3,71 0,75 21,32 4,42

CR003354 18,46 2,02 2,56 0,21 15,90 1,89

CR003355 30,60 2,53 6,99 0,80 23,61 1,75
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CR003356 32,21 4,71 10,03 1,39 22,19 3,36
CRO003357 43,23 6,71 5,38 0,87 37,85 5,88
CR003358 5,44 0,86 1,29 0,16 4,14 0,84
CRO003359 37,75 7,50 18,35 3,73 19,40 3,78
CR003360 22,68 3,16 2,70 0,56 19,98 2,60
CR003361 34,45 8,97 8,66 1,66 25,78 7,32
CR003362 9,90 2,66 1,48 0,33 8,41 2,33
CR003363 31,03 10,74 | 14,77 4,21 16,26 6,54
CR003364 35,65 7,90 19,17 4,24 16,48 3,76
CR003365 36,43 6,20 11,83 1,88 24,61 4,45
CRO003366 47,36 6,59 10,10 1,28 37,26 5,32
CR003367 47,11 15,43 | 28,44 9,11 18,67 6,33
CR003368 40,35 10,13 | 3,73 0,96 36,61 9,17
CR003369 33,10 7,26 9,06 1,12 24,04 6,16
CRO003370 34,22 5,69 4,49 0,67 29,73 5,06
CR003371 25,60 8,33 3,84 1,41 21,76 6,92
CR003372 15,24 7,92 3,25 1,61 11,99 6,31
CR003373 13,55 2,40 1,31 0,21 12,25 2,19
CRO003374 10,91 0,88 0,81 0,10 10,10 0,81
CRO003375 11,63 3,18 0,78 0,17 10,85 3,05
CR003376 28,16 4,49 1,35 0,18 26,81 4,52
CR003377 24,70 4,44 2,71 0,54 21,99 3,91
CR003378 20,97 2,67 4,49 0,49 16,48 2,18
CRO003379 26,32 2,91 5,34 0,61 20,98 2,30
CR003380 47,64 5,74 3,64 0,24 44,00 5,52
CR003381 22,04 5,74 3,82 1,26 18,23 4,64
CR003382 29,95 3,13 4,46 0,45 25,49 2,73
CR003383 40,47 0,64 25,12 0,45 15,35 0,66
CR003384 17,45 1,32 1,45 0,23 16,00 1,42
CRO003385 26,19 5,62 7,36 1,57 18,82 4,06
CR003386 33,12 10,65 | 2,94 0,63 30,18 10,03
CR003387 24,68 5,93 7,75 1,99 16,92 3,94
CR003388 19,23 4,41 1,41 0,39 17,82 4,07
CR003389 34,18 5,09 10,30 2,12 23,87 3,02
CRO003390 28,02 3,77 4,31 0,25 23,71 3,61
CR003391 44,81 4,67 0,61 0,07 44,19 4,63
CR003392 21,67 7,52 0,85 0,26 20,82 7,27

[00224] A Tabela 5 mostra a média e o desvio padrao para % de
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Edicdo,% de Insercao (Ins) e % de Delecao (Del) dos crRNAs de TTR
testados cotransfectados com o0 mMRNA de Spy Cas9 (SEQ ID NO: 2) na
linhagem celular de carcinoma hepatocelular humano, HUH?7.
Tabela 5: Dados de edigdo de TTR em células HUH7 transfectadas
com mRNA e dgRNAs de Spy Cas9

ID GUIA % de|% de|% de|% de|% de|% de

edicdo |edicao |inserto |inserto | delecao | delegao

média desvio | média desvio | desvio | desvio
padrao padrao | padrao | padrao
CR003335 | 31,95 4,50 4,62 0,83 27,57 4,08
CR003336 | 30,05 4,25 4,14 1,07 26,56 3,55
CR003337 | 55,72 3,12 8,34 0,93 48,95 2,24
CR003338 | 75,64 2,03 10,22 1,42 67,06 2,79
CR003339 | 79,97 4,73 60,55 3,94 20,13 1,02

CR003340 | 46,93 7,12 33,33 6,01 14,23 1,65
CR003341 | 20,58 5,98 7,78 1,64 13,20 4,44
CR003342 | 45,14 7,16 1,23 0,91 44,66 7,68

CR003343 | 76,13 7,04 9,58 3,49 66,97 6,10
CR003344 | 64,02 3,33 10,76 1,35 54,40 2,71
CR003345 | 72,43 2,17 41,33 0,96 32,18 1,37
CRO003346 | 18,07 1,02 13,17 1,39 6,97 3,06
CR003347 | 32,16 5,50 1,64 0,42 30,79 5,11
CR003348 | 57,14 10,98 36,08 6,97 22,71 4,42
CRO003349 | 14,14 4,99 9,73 3,26 4,82 1,91
CR003350 | 52,91 7,61 13,43 2,00 41,64 6,03
CR003351 | 63,51 4,61 36,87 2,49 27,49 2,14
CR003352 | 39,68 9,53 7,62 7,42 32,79 7,37
CR003353 | 69,18 4,59 7,73 2,46 62,87 3,13
CR003354 | 12,27 3,38 1,25 0,40 11,46 3,23
CR003355 | 38,83 5,31 9,40 1,81 30,31 3,56
CR003356 | 49,63 5,65 18,98 2,67 31,31 3,04
CR003357 | 36,31 5,72 6,37 1,17 30,82 4,68
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CR003358 | 36,50 6,17 10,53 1,56 26,60 4,49

CR003359 | 66,75 5,84 21,73 2,30 45,97 3,93

CR003360 | 58,62 8,73 5,01 0,60 55,13 8,19

CR003361 | 28,68 6,52 6,84 1,26 22,44 5,31

CR003362 | 26,43 0,83 3,43 0,32 23,76 0,85

CR003363 | 41,01 7,16 17,83 3,32 23,78 3,97

CR003364 | 47,13 10,61 24,68 5,15 23,03 5,74

CR003365 | 60,68 5,25 17,77 1,57 43,82 3,73

CR003366 | 69,98 8,84 20,77 3,10 50,32 5,69

CR003367 | 66,29 4,48 33,62 4,14 33,48 0,51

CR003368 | 31,57 11,73 3,08 0,92 29,69 11,32

CR003369 | 24,19 6,89 7,12 2,27 17,38 4,76

CR003370 | 39,16 11,59 4,83 1,79 35,55 10,35

CRO003371 | 40,47 7,68 6,07 0,89 35,65 7,01

CR003372 | 21,52 6,02 4,89 1,66 17,25 4,58

CRO003373 | 27,29 4,45 3,31 0,66 25,12 4,12

CR003374 | 3,10 0,68 0,45 0,24 2,87 0,54

CR003375 | 2,38 0,22 0,26 0,14 2,25 0,12

CR003376 | 19,42 5,60 1,37 0,45 18,55 5,28

CR003377 | 34,93 5,47 5,99 0,88 29,89 4,71

CR003378 | 40,73 4,63 9,73 1,85 32,27 2,91

CR003379 | 19,18 5,17 3,38 0,77 16,48 4,32

CR003380 | 31,76 5,81 3,29 0,57 29,29 5,42
CR003381 | 99,70 0,17 1,92 0,20 99,70 0,17
CRO003382 | 34,47 5,71 0,14 0,16 34,47 5,71

CR003383 | 42,89 10,14 2,14 0,56 41,19 9,67

CR003384 | 17,03 1,95 0,84 0,30 16,29 1,84

CR003386 | 69,40 19,41 0,53 0,23 69,34 19,32

CR003387 | 25,64 3,69 0,23 0,07 25,55 3,62

CR003388 | 59,48 4,29 3,88 0,68 56,45 4,45

CR003389 | 62,32 1,97 13,19 1,18 50,90 1,02

CR003390 | 18,97 4,82 3,31 0,91 16,49 3,98
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CR003391 | 61,31 13,21 2,10 0,51 59,70 12,76

CR003392 | 28,37 8,58 1,93 0,73 26,98 7,94

[00225] A Tabela 6 mostra a média e o desvio padrao para % de
Edicdo,% de Insercao (Ins) e % de Delecao (Del) para a TTR testada e
os crRNAs de controle cotransfectados com o mRNA de Spy Cas9 (SEQ
ID NO: 2) na linhagem celular de carcinoma hepatocelular humano,
HepG2.

Tabela 6: Dados de edigdo de TTR em células HepG2 transfectadas
com mRNA e dgRNAs de Spy Cas9

ID GUIA % de % de % de % de % de % de
edicdo | edicao | inserto | inserto | delecdao | delegao
média desvio média desvio | desvio | desvio

padrao padrao | padrao | padrao

CR001261

(controle) 49,16 7,45 16,46 3,46 32,71 4,06

CR001262

(controle) 63,33 5,66 59,88 4,92 3,45 0,86

CR001263

(controle) 39,19 6,98 37,59 8,01 1,60 1,92

CR001264

(controle) 57,09 12,14 47,47 9,25 9,61 2,89

CR003335 37,19 2,12 32,96 1,67 4,23 0,59

CR003336 31,31 5,47 30,48 5,10 0,83 0,75

CR003337 61,93 2,68 59,28 2,11 2,65 1,39

CR003338 68,00 6,09 65,40 6,78 2,60 1,17

CR003339 68,21 7,67 12,37 1,47 55,84 6,31

CR003340 37,76 6,01 6,12 1,95 31,65 4,07

CR003341 15,60 5,49 9,94 3,38 5,66 2,13

CR003342 11,06 6,71 10,78 6,69 0,28 0,03

CR003343 45,41 15,20 40,05 10,79 5,36 5,20

CR003344 33,43 6,11 29,81 5,09 3,62 1,13

CR003345 10,58 9,25 6,12 5,38 4,45 3,87

CR003346 0,13 0,05 0,07 0,02 0,05 0,03

CR003347 22,57 10,94 21,08 11,19 1,49 0,90

CR003348 38,44 10,45 17,04 5,04 21,40 5,89
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CR003349 8,36 2,19 4,46 1,75 3,91 0,76
CR003350 29,60 517 25,16 4,56 4,44 0,67
CRO003351 57,54 5,67 31,98 2,63 25,57 3,08
CRO003352 44,28 8,71 39,51 7,10 4,77 1,79
CRO003353 60,40 11,37 56,71 9,95 3,68 1,45
CR003354 5,36 3,94 4,84 3,41 0,53 0,71
CR003355 15,80 5,38 12,36 4,23 3,44 1,16
CRO003356 9,39 1,82 5,67 1,03 3,72 0,92
CRO003357 45,83 10,66 42,37 8,47 3,46 2,28
CR003358 35,93 7,34 28,66 7,76 7,27 1,77
CR003359 64,44 14,90 48,79 14,32 15,65 1,94
CR003360 41,31 12,23 38,94 10,60 2,38 1,78
CR003361 14,05 4,79 11,47 4,35 2,58 0,43
CR003362 17,44 4,34 16,50 4,86 0,94 0,52
CR003363 42,65 9,90 28,58 6,95 14,07 3,01
CR003364 51,88 7,67 31,03 2,67 20,85 5,03
CRO003365 46,88 15,78 35,77 13,49 11,11 2,30
CRO003366 54,69 9,10 46,20 8,98 8,49 1,11
CRO003367 45,55 8,19 24,28 6,57 21,27 1,62
CR003368 51,55 8,60 48,34 9,87 3,22 1,36
CR003369 22,62 4,01 17,11 4,47 5,51 2,52
CRO003370 28,51 6,94 24,88 6,17 3,62 1,45
CR003371 15,91 4,17 14,07 4,02 1,84 0,22
CR003372 14,57 2,47 12,14 2,08 2,42 0,40
CR003373 17,69 8,41 15,92 6,44 1,77 1,97
CR003374 5,43 0,53 5,12 0,62 0,31 0,36
CRO003375 2,06 0,04 1,96 0,06 0,10 0,03
CR003376 14,41 3,01 14,16 2,93 0,24 0,10
CR003377 16,30 2,85 15,29 2,59 1,02 0,59
CR003378 8,16 3,83 6,82 3,43 1,34 0,61
CR003379 19,74 4,24 17,70 4,30 2,04 0,33
CR003380 17,08 2,48 14,78 1,18 2,30 1,36
CR003381 6,81 3,48 6,18 3,82 0,63 0,44
CR003382 1,73 0,14 1,58 0,12 0,15 0,03
CR003383 6,35 1,67 6,19 1,68 0,16 0,04
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CR003384 3,37 0,88 3,12 0,94 0,25 0,09
CR003385 53,94 9,41 46,32 10,66 7,62 1,29
CRO003386 2,71 0,76 2,15 0,77 0,56 0,53
CR003387 1,39 0,15 1,27 0,17 0,12 0,02
CR003388 9,33 4,47 7,76 4,56 1,56 0,10
CR003389 31,84 6,09 27,27 5,96 4,57 1,21
CR003390 24,88 4,96 22,44 3,41 2,44 2,25
CR003391 48,78 14,41 48,28 14,44 0,50 0,52
CR003392 14,64 5,25 14,32 4,95 0,33 0,36
CR005298 42,65 10,94 21,29 8,16 21,36 2,87
CR005299 38,61 5,67 36,32 3,99 2,30 2,11
CR005300 64,34 9,65 53,20 6,59 11,15 3,33
CRO005301 37,04 5,32 33,39 3,85 3,65 1,89
CR005302 33,21 2,19 30,93 2,43 2,29 0,24
CR005303 21,63 6,05 20,55 5,80 1,08 0,25
CR005304 62,82 3,28 8,07 1,22 54,75 4,27
CRO005305 13,51 3,58 12,30 3,49 1,21 0,84
CRO005306 24,07 5,24 21,20 5,03 2,87 1,10
CRO005307 22,03 3,86 7,70 1,35 14,33 4,15

[00226] A Tabela 7 mostra a média e o desvio padrdao para % de
Edicdo,% de Insercéo (Ins) e % de Delegdo (Del) para os dgRNAs de
TTR testados eletroporados com a proteina Spy Cas9 (RNP) em
hepatdcitos primarios humanos.

Tabela 7: Dados de edicao de TTR em hepatécitos primarios

humanos eletroporados com a proteina Spy Cas9 carregada com

dgRNAs

ID GUIA % de % de % de % de % de % de

edicdo | edicdo | inserto | inserto | delecdo | delegao

média desvio média desvio | desvio | desvio

padrao padrao | padrao | padrao
CR003335 72,20 4,53 69,70 4,36 2,50 0,30
CR003336 39,17 3,04 38,43 3,20 0,70 0,17
CR003337 54,27 2,70 53,23 3,05 1,30 0,26
CR003338 83,03 4,84 80,87 4,63 2,13 0,25
CRO003339 43,00 2,66 8,93 1,86 34,07 1,72
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CR003340 12,03 1,55 5,60 1,32 6,50 0,53
CR003341 11,43 0,71 7,03 0,50 4,40 1,21
CR003342 32,77 3,63 31,87 3,28 0,90 0,35
CR003343 77,10 2,21 75,63 2,01 1,50 0,36
CR003344 39,40 3,86 33,30 2,52 6,10 1,31
CRO003345 48,07 6,24 34,53 2,95 13,57 3,74
CR003346 35,67 1,80 20,83 1,65 14,83 1,66
CR003347 82,30 5,93 81,97 5,98 0,43 0,15
CR003348 28,53 1,79 11,30 2,46 17,27 0,86
CR003349 4,10 0,17 2,33 0,46 1,87 0,25
CRO003350 28,13 3,50 22,40 2,41 5,73 1,22
CR003351 51,77 5,11 30,83 3,32 20,97 2,43
CRO003352 29,83 4,18 25,63 3,67 4,30 0,56
CR003353 84,83 4,68 82,23 4,05 2,63 0,74
CR003354 2,50 0,36 2,43 0,32 0,03 0,06
CR003355 12,53 1,54 10,60 2,36 1,97 1,17
CRO003356 9,97 2,68 7,80 2,01 2,23 0,85
CR003357 36,23 4,02 35,47 4,11 0,77 0,61
CRO003358 5,70 1,42 4,93 1,36 0,80 0,26
CRO003359 63,77 7,07 56,33 5,81 7,50 1,35
CR003360 32,23 3,09 31,67 2,97 0,63 0,31
CR003361 4,10 0,36 3,73 0,42 0,37 0,06
CR003362 7,03 1,30 6,87 1,20 0,20 0,20
CRO003363 9,43 8,22 7,80 6,86 1,63 1,44
CR003364 23,30 5,20 16,93 4,96 6,53 0,55
CRO003365 42,37 3,88 35,57 1,88 6,83 2,00
CR003366 34,70 3,26 31,63 2,98 3,10 1,15
CR003367 39,20 5,31 22,93 4,14 16,37 1,46
CR003368 28,47 3,29 27,63 2,90 0,80 0,66
CRO003369 3,67 1,16 3,30 1,06 0,40 0,20
CR003370 15,27 1,75 14,43 1,72 0,90 0,20
CR003371 16,20 2,13 14,47 2,37 1,87 0,81
CR003372 12,17 2,69 10,47 2,63 1,77 0,12
CR003373 0,87 0,21 0,83 0,25 0,07 0,12
CRO003374 0,80 0,17 0,70 0,26 0,10 0,10
CR003375 1,33 1,10 1,27 1,08 0,07 0,06
CRO003376 1,90 1,06 1,87 1,00 0,03 0,06
CR003377 10,23 1,53 10,13 1,51 0,10 0,10
CR003378 4,60 1,92 3,87 1,19 0,73 0,67
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CR003379 6,57 1,00 6,30 0,70 0,27 0,31
CRO003380 5,37 2,57 5,27 2,54 0,10 0,10
CR003381 6,20 2,74 5,83 2,61 0,50 0,10
CR003382 8,40 2,07 8,10 1,87 0,43 0,21
CR003383 8,57 0,75 3,37 0,67 5,27 0,46
CR003384 1,87 0,67 1,73 0,57 0,23 0,12
CR003385 40,87 6,86 38,43 6,41 2,53 0,45
CRO003386 4,90 1,20 4,47 1,14 0,47 0,25
CR003387 1,87 0,25 1,70 0,26 0,20 0,10
CR003388 5,70 0,40 5,47 0,40 0,27 0,12
CR003389 27,67 2,76 27,20 2,88 0,50 0,36
CR003390 15,97 3,86 15,80 3,99 0,23 0,15
CRO003391 20,77 3,85 29,57 3,85 0,27 0,06
CR003392 4,13 1,21 4,00 1,15 0,17 0,06
CR005298 39,90 2,92 22,37 3,04 17,57 0,42
CR005299 8,65 0,78 8,30 0,99 0,35 0,21
CRO005300 57,47 1,69 53,47 1,86 4,10 0,92
CR005301 25,37 1,65 24,00 2,26 1,60 0,82
CR005302 61,10 5,20 60,10 4,77 1,00 0,46
CRO005303 53,57 8,52 53,07 8,36 0,53 0,47
CR005304 67,00 5,80 5,53 1,37 61,63 6,98
CRO005305 3,83 0,78 3,53 0,61 0,40 0,17
CR005306 9,43 1,63 8,07 2,17 1,37 0,72
CRO005307 8,17 1,20 5,20 0,87 3,00 0,82

[00227] A Tabela 8 mostra a média e o desvio padrao para % de
Edicédo,% de Insercao (Ins) e % de Delecéo (Del) para a TTR testada e
os dgRNAs de controle transfectados com a proteina Spy Cas9 (RNP)
em hepatocitos primarios humanos.

Tabela 8: Dados de edicao de TTR em hepatécitos primarios

humanos transfectados com Spy Cas9 carregado com dgRNAs

ID GUIA % de % de % de % de % de % de
edicdo | edicdo | inserto | inserto | delecao | delegao
média desvio média desvio | desvio desvio

padrao padrao | padrao | padrao
CR001261 32,51 1,00 12,50 0,47 20,01 0,59
CR001262 50,09 1,48 45,25 1,69 4,83 0,31
CR001263 15,25 2,41 14,83 2,37 0,42 0,10
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CR001264 45,30 3,48 23,87 2,09 21,43 1,68
CRO003335 51,14 4,27 49,51 4,04 1,63 0,25
CR003336 30,70 2,41 30,11 2,48 0,58 0,11
CRO003337 49,43 4,75 47,54 4,49 1,88 0,47
CR003338 61,34 3,55 59,13 3,44 2,22 0,11
CRO003339 45,06 9,83 8,85 1,65 36,21 8,34
CR003340 10,44 2,44 5,94 1,34 4,50 1,16
CR003341 19,66 3,67 14,64 3,31 5,02 0,37
CR003342 20,66 2,55 19,85 2,54 0,81 0,15
CR003343 43,25 4,47 41,61 4,26 1,63 0,33
CR003344 35,45 13,12 30,97 11,72 4,48 1,51
CR003345 28,90 6,33 21,00 5,23 7,91 1,81
CR003346 4,11 1,36 2,27 0,53 1,84 0,85
CR003347 66,35 4,48 66,11 4,51 0,24 0,08
CR003348 23,18 2,16 13,74 1,17 9,44 0,99
CR003349 10,83 1,57 9,00 1,41 1,83 0,32
CRO003350 24,84 2,74 19,77 1,91 5,07 0,89
CR003351 40,28 1,31 23,92 0,70 16,36 0,78
CRO003352 30,48 1,93 27,27 2,31 3,21 0,38
CRO003353 61,54 4,13 59,38 4,04 2,16 0,11
CR003354 10,31 1,47 10,07 1,50 0,23 0,11
CRO003355 19,11 0,92 17,69 0,79 1,42 0,44
CR003356 7,53 1,78 6,24 1,51 1,29 0,32
CRO003357 49,35 2,53 48,45 2,54 0,90 0,13
CR003358 31,62 5,97 25,95 5,03 5,67 1,04
CRO003359 59,47 6,05 50,96 5,69 8,51 0,54
CR003360 31,47 4,12 30,27 4,21 1,19 0,22
CR003361 13,08 1,48 12,52 1,45 0,56 0,18
CR003362 11,65 1,24 11,10 1,06 0,56 0,36
CRO003363 27,65 2,84 21,47 2,39 6,18 0,61
CR003364 35,29 3,50 23,93 2,63 11,36 1,16
CR003365 47,78 3,67 40,24 3,12 7,54 0,72
CRO003366 42,74 3,41 37,95 2,88 4,79 0,60
CR003367 31,19 4,60 16,06 2,66 15,13 1,94
CR003368 34,83 5,05 33,83 5,09 1,00 0,10
CR003369 12,98 0,26 11,67 0,21 1,31 0,11
CRO003370 20,06 1,79 18,80 1,65 1,26 0,28
CR003371 18,80 2,73 17,23 2,34 1,57 0,43
CR003372 17,56 2,26 15,74 2,16 1,81 0,10
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CR003373 3,64 0,29 3,44 0,30 0,19 0,07
CRO003374 2,65 0,33 2,562 0,33 0,14 0,02
CR003375 5,04 0,66 4,93 0,66 0,11 0,01
CRO003376 5,00 1,10 4,86 1,10 0,14 0,03
CR003377 12,77 2,00 12,45 1,84 0,31 0,18
CRO003378 8,66 1,90 8,24 1,74 0,42 0,19
CR003379 16,86 2,62 16,51 2,62 0,34 0,08
CRO003380 8,17 1,42 7,71 1,47 0,46 0,10
CR003381 7,15 0,73 6,88 0,67 0,27 0,07
CR003382 2,44 0,06 2,28 0,05 0,15 0,03
CR003383 4,76 0,40 4,52 0,42 0,24 0,09
CR003384 3,56 0,26 3,39 0,26 0,17 0,01
CRO003385 41,15 6,06 38,15 5,59 3,00 0,48
CR003386 3,22 0,25 2,97 0,27 0,25 0,02
CR003387 1,79 0,11 1,68 0,09 0,11 0,04
CR003388 5,43 1,03 4,38 1,00 1,05 0,25
CR003389 19,87 4,39 19,19 4,52 0,68 0,24
CR003390 16,09 2,84 15,85 2,91 0,24 0,09
CRO003391 34,72 8,29 34,46 8,35 0,26 0,06
CR003392 10,07 1,06 9,93 1,02 0,14 0,04
CR005298 32,07 1,02 21,12 1,02 10,95 0,15
CR005299 19,37 0,61 18,79 0,51 0,58 0,13
CR005300 57,23 6,24 53,62 5,44 3,61 0,87
CRO005301 31,37 3,02 29,53 2,88 1,84 0,15
CR005302 48,29 5,22 47,32 5,32 0,97 0,14
CRO005303 36,45 4,83 36,06 4,72 0,39 0,12
CR005304 49,45 6,85 4,32 0,31 45,13 6,74
CRO005305 7,07 1,43 6,73 1,30 0,34 0,17
CR005306 18,81 1,82 16,24 1,57 2,57 0,35
CRO005307 18,73 1,68 10,18 0,92 8,55 0,88

[00228] A Tabela 9 mostra a média e o desvio padrao para % de
Edicdo,% de Insercao (Ins) e % de Delecao (Del) para a TTR testada e
os dgRNAs de controle cotransfectados com o mRNA de Spy Cas9
(SEQ ID NO: 2) em hepatdcitos primarios humanos.

Tabela 9: Dados de edicao de TTR em hepatécitos primarios

humanos transfectados com mRNA e dgRNAs de Spy Cas9
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ID GUIA % de % de % de % de % de % de
edicdo | edicdao | inserto | inserto | delecao | delegao
média desvio média desvio | desvio | desvio

padrao padrao | padrao | padrao
CR001261 32,33 4,95 5,83 1,63 26,47 3,30
CR001262 41,50 4,71 34,43 3,31 7,13 1,42
CR001263 10,23 3,61 9,40 3,20 0,90 0,44
CR001264 42,80 0,50 11,90 1,32 30,90 1,80
CRO003335 36,43 2,98 33,03 2,31 3,40 0,70
CR003336 16,93 3,78 16,20 3,41 0,80 0,44
CR003337 19,30 1,57 18,10 1,44 1,23 0,15
CR003338 36,30 9,55 33,73 9,27 2,73 0,49
CR003339 36,43 1,21 2,27 0,15 34,23 1,31
CR003340 24,97 2,78 1,83 0,23 23,17 2,66
CR003341 15,83 1,38 6,80 0,53 9,07 0,81
CR003342 22,10 1,27 20,60 0,57 1,50 0,71
CR003343 55,03 0,38 52,40 0,53 2,60 0,44
CR003344 31,50 1,30 22,40 1,31 9,20 0,10
CR003345 50,65 2,90 32,30 1,56 18,45 1,20
CR003346 19,97 1,94 5,63 0,55 14,33 1,72
CR003347 41,47 3,59 41,33 3,63 0,17 0,06
CR003348 18,00 0,87 2,30 0,66 15,80 0,61
CR003349 2,57 0,81 0,90 0,35 1,70 0,46
CRO003350 26,63 4,25 16,33 2,45 10,33 1,75
CR003351 26,50 1,61 10,20 0,92 16,37 0,97
CR003352 16,80 5,03 11,73 3,86 5,07 1,14
CR003353 53,73 6,01 49,50 5,82 4,43 0,75
CR003354 2,97 0,95 2,87 0,85 0,13 0,12
CRO003355 12,07 2,61 10,47 2,08 1,63 0,59
CR003356 7,27 0,72 4,70 0,53 2,67 0,21
CR003357 25,93 4,55 25,30 4,22 0,63 0,35
CR003358 3,90 0,79 2,73 0,45 1,17 0,51
CRO003359 32,93 4,34 25,67 3,25 7,33 1,24
CR003360 14,90 4,85 14,13 4,66 0,90 0,52
CR003361 3,53 0,60 2,73 0,55 0,87 0,15
CR003362 6,60 1,47 6,17 1,45 0,47 0,21
CR003363 16,70 1,08 11,80 0,79 4,93 0,60
CR003364 15,63 2,45 6,73 0,81 8,93 1,70
CR003365 26,90 3,05 20,23 2,02 6,67 1,16
CR003366 24,53 1,26 20,47 1,45 4,07 0,23
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CR003367 37,33 1,40 14,03 0,40 23,37 1,25
CR003368 11,10 1,91 10,53 1,90 0,60 0,10
CR003369 1,60 0,46 0,90 0,20 0,70 0,36
CRO003370 2,83 0,57 2,33 0,40 0,50 0,17
CR003371 3,40 0,80 2,67 0,75 0,73 0,15
CR003372 1,77 0,75 1,13 0,57 0,63 0,23
CR003373 1,40 0,36 1,00 0,35 0,37 0,12
CR003374 0,27 0,21 0,27 0,21 0,03 0,06
CR003375 1,27 0,64 1,23 0,58 0,03 0,06
CR003376 2,83 0,81 2,73 0,81 0,13 0,06
CRO003377 17,53 6,35 16,97 6,11 0,57 0,25
CR003378 9,80 1,37 8,50 1,21 1,37 0,15
CRO003379 13,20 1,18 12,00 1,05 1,27 0,15
CR003380 2,93 0,58 2,47 0,57 0,47 0,15
CR003381 4,07 1,21 3,33 0,96 0,73 0,25
CR003382 0,97 0,25 0,97 0,25 0,00 0,00
CR003383 15,70 3,22 2,07 0,35 13,70 2,82
CR003384 1,70 0,62 1,50 0,56 0,20 0,10
CRO003385 36,77 0,70 33,23 0,74 3,60 0,26
CR003386 8,27 1,63 8,20 1,57 0,13 0,06
CR003387 7,87 1,58 7,80 1,64 0,03 0,06
CR003388 12,97 1,30 11,87 1,21 1,17 0,25
CR003389 44,27 1,72 41,47 1,59 2,83 0,15
CRO003390 20,23 2,08 18,73 1,92 1,60 0,17
CR003391 15,47 5,87 15,20 5,72 0,30 0,10
CR003392 2,43 0,55 2,37 0,59 0,07 0,06
CR005298 15,70 2,79 4,13 0,87 11,60 2,00
CR005299 9,43 0,68 8,93 0,68 0,60 0,00
CR005300 31,53 3,44 27,60 2,77 3,97 0,76
CRO005301 6,77 1,44 5,47 0,96 1,40 0,61
CRO005302 34,80 7,17 33,67 7,01 1,13 0,21
CR005303 35,50 5,90 35,00 5,81 0,50 0,10
CRO005304 45,27 4,71 0,83 0,15 44,47 4,57
CR005305 7,53 1,06 5,93 1,10 1,60 0,10
CRO005306 9,97 0,38 7,13 0,23 2,87 0,12
CR005307 12,90 2,43 3,67 0,61 9,30 1,80

[00229] A Tabela 10 mostra a média e o desvio padréo para % de

Edicdo,% de Insercdo (Ins) e % de Delecéo (Del) para os dgRNAs de
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TTR testadas eletroporadas com a proteina Spy Cas9 (RNP) em
hepatocitos primarios cyno.
Tabela 10: Dados de edicao de TTR em hepatdcitos primarios cyno

eletroporados com a proteina Spy Cas9 e dgRNAs

ID GUIA % de % de % de % de % de % de
edicao edicdo | inserto | inserto | delecao | delegao
média desvio média desvio | desvio | desvio

padrao padrao | padrao | padrao

CR003336 8,18 1,93 8,10 1,94 0,07 0,01

CR003337 24,94 5,80 24,10 4,71 0,84 1,10

CR003338 44,94 9,99 44,89 9,97 0,05 0,01

CR003339 8,95 0,89 4,93 0,64 4,02 0,25

CR003340 12,53 2,22 7,72 0,13 4,80 2,09

CR003341 8,43 10,53 7,66 9,91 0,77 0,63

CR003344 35,72 4,67 33,81 5,29 1,91 0,61

CR003345 52,92 3,26 30,74 0,78 22,19 2,48

CR003346 1,91 0,86 1,82 0,82 0,09 0,04

CR003347 72,41 0,38 72,15 0,73 0,25 0,34

CR003352 1,25 0,20 1,16 0,21 0,09 0,01

CR003353 4,75 0,43 4,67 0,47 0,08 0,04

CR003358 20,47 0,30 19,01 0,51 1,46 0,21

CRO003359 46,17 1,14 40,66 2,00 5,51 0,86

CR003360 29,47 0,63 29,05 1,00 0,42 0,37

CR003361 4,53 0,14 4,46 0,18 0,08 0,04

CR003362 4,59 0,80 4,36 0,77 0,22 0,03

CR003363 15,64 1,92 13,24 2,65 2,39 0,73

CR003364 19,62 2,54 14,27 2,72 5,35 0,17

CR003365 10,31 1,81 9,33 1,80 0,97 0,01

CR003366 18,52 0,71 17,62 0,33 0,90 0,39

CR003368 18,56 3,89 18,30 3,77 0,26 0,11

CR003369 1,53 0,25 1,28 0,40 0,25 0,15

CR003370 2,52 0,64 2,40 0,63 0,12 0,01

CR003371 1,83 0,38 1,69 0,41 0,14 0,03

CR003372 2,15 0,30 1,83 0,33 0,32 0,04
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CR003382 10,86 2,04 8,54 1,93 2,33 0,11
CR003383 8,86 2,30 4,31 0,69 4,55 1,61
CR003384 3,75 0,35 2,50 0,37 1,25 0,02
CR003385 30,96 1,61 26,84 2,20 4,12 0,59
CR003386 5,54 1,42 3,51 1,26 2,03 0,15
CR003387 4,72 0,03 4,55 0,08 0,17 0,11
CR003388 6,81 0,17 6,59 0,28 0,22 0,11
CR003389 18,83 4,99 18,05 4,92 0,78 0,07
CRO003390 16,87 3,88 16,49 3,48 0,39 0,39
CR003391 36,44 1,09 35,73 1,37 0,71 0,28
CR003392 7,02 0,97 6,63 0,59 0,38 0,37
CR005299 13,48 2,96 13,23 2,74 0,26 0,22
CRO005301 46,76 1,75 46,34 2,19 0,42 0,44
CR005302 1,34 0,19 1,26 0,19 0,08 0,00
CRO005303 59,28 1,05 58,72 1,06 0,56 0,00
CRO005305 11,28 0,39 11,13 0,39 0,15 0,00
CR005307 4,56 0,71 2,01 0,49 2,55 0,21

[00230] A Tabela 11 mostra a média e o desvio padréo para % de
Edicdo,% de Insercao (Ins) e % de Delecéo (Del) para os dgRNAs de
TTRs especiificos de cyno testados eletroporados com a proteina Spy
Cas9 (RNP) em hepatdcitos primarios.

Tabela 11: Dados de edigdo da TTR em hepatécitos primarios
citopatologicos eletroporados com a proteina Spy Cas9 e dgRNAs

especificos de cyno

ID GUIA % de % de % de % de % de % de
edicao edicdo | inserto | inserto | delecao | delegcao
média desvio média desvio | desvio | desvio

padrao padrao | padrao | padrao

CR000689 24,41 1,67 18,11 2,41 6,30 0,93

CR005364 27,70 0,74 0,58 0,29 27,11 0,60

CR005365 64,94 2,03 0,10 0,04 64,85 2,05

CR005366 77,00 1,17 0,33 0,27 76,67 0,99

CR005367 50,79 0,53 0,53 0,25 50,26 0,36
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CR005368 27,60 2,07 0,33 0,45 27,27 2,32
CR005369 42,01 0,33 8,09 0,55 33,92 0,31
CR005370 63,52 3,21 0,59 0,33 62,93 2,88
CR005371 8,42 0,69 0,31 0,12 8,10 0,57
CR005372 17,98 1,39 0,83 0,77 17,16 0,71

Exemplo 3. Triagem de sequéncias de sgRNA

Triagem cruzada de sgRNAs de TTR em varios tipos de células
[00231] Guias no formato sgRNA modificado direcionado a TTR
humana e/ou cyno foram distribuidos a hepatdcitos primarios humanos
e primarios cyno, conforme descrito no Exemplo 1. Determinou-se a
edicao percentual para os crRNAs que compreendem cada sequéncia
guia em cada tipo de célula e as sequéncias guia foram em seguida,
classificadas a ordem com base na maior % de edicdo. Os dados de
triagem para as sequéncias guia na Tabela 2 nas duas linhagens
celulares estao listados abaixo (Tabela 12 a 15).

[00232] A Tabela 12 mostra a média e o desvio padréo para % de
Edicdo,% de Insercéo (Ins) e % de Delecéo (Del) para os sgRNAs de
TTR testados transfectados com proteina Spy Cas9 (RNP) em
hepatdcitos primarios humanos.

Tabela 12: Dados de edigcdo de TTR em hepatécitos primarios

humanos transfectados com proteina Spy Cas9 e sgRNAs

ID GUIA % de % de % de % de % de % de
edicdo | edicdo | inserto | inserto | delecdo | delecao
média desvio média desvio | desvio | desvio

padrao padrao | padrao | padrao

G000480 81,80 1,98 77,15 2,19 4,70 0,28

G000481 46,90 1,71 27,77 3,88 19,43 4,76

G000482 66,67 2,35 56,57 4,14 10,10 1,85

G000483 47,90 6,56 19,57 3,37 28,50 3,25

G000484 62,97 0,90 29,23 0,21 33,83 0,95

G000485 56,07 3,37 53,07 2,84 3,13 0,60

G000486 69,73 6,86 9,83 1,93 59,93 5,63

G000487 67,30 2,75 65,27 3,41 2,07 1,06
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G000488 61,27 1,95 26,30 1,55 35,00 1,30
G000489 60,17 2,75 51,07 3,18 9,43 0,45
G000490 55,90 7,88 46,13 7,55 9,80 0,69
G000491 74,30 1,55 70,27 2,37 4,33 0,72
G000492 60,97 5,81 57,90 4,64 3,13 1,35
G000493 41,40 3,08 38,90 3,29 2,67 0,35
G000494 62,23 3,30 61,47 3,25 0,77 0,31
G000495 50,80 1,85 45,80 1,25 5,37 0,64
G000496 72,33 1,63 44,73 2,14 27,67 1,46
G000497 59,67 1,40 51,10 1,14 8,73 0,71
G000498 72,80 3,75 60,17 3,12 12,70 0,72
G000499 66,40 3,55 65,23 3,72 1,17 0,38
G000500 65,53 1,21 62,00 1,11 3,83 0,40
G000501 60,93 1,91 55,13 1,43 6,00 0,56
[00233] A Tabela 13 mostra a meédia e o desvio padrdo em 12,5 nM

para % de Edicdo,% de Insercéo (Ins) e % de Delecdo (Del) para os

sgRNAs de TTR testados cotransfectados com mRNA de Spy Cas9

(SEQ ID NO: 2) em hepatdcitos primarios humanos.

Tabela 13: Dados de edigcdo de TTR em hepatécitos primarios

humanos transfectados com mRNA e sgRNAs de Spy Cas9

ID GUIA % de % de % de % de % de % de
edicdo | edicdo | inserto | inserto | delecdo | delegao
média desvio média desvio | desvio | desvio

padrao padrao | padrao | padrao

G000480 73,28 0,61 59,85 0,13 13,47 0,51

G000481 34,30 5,26 14,62 2,59 19,77 2,72

G000482 40,93 3,95 27,70 2,92 13,25 0,97

G000483 27,82 2,93 4,05 0,51 23,85 2,43

G000484 43,37 6,79 13,98 2,61 29,48 4,15

G000485 30,82 5,76 28,87 5,50 1,97 0,28

G000486 59,13 5,62 2,82 0,86 56,37 4,92

G000487 49,57 0,99 47,38 0,89 2,27 0,24

G000488 49,40 5,05 11,98 1,40 37,48 3,68

G000489 24,25 2,82 14,17 2,01 10,28 1,38

G000490 24,72 2,35 19,38 2,04 5,38 0,41

G000491 45,93 1,22 42,42 1,06 3,60 0,33

G000492 34,65 2,21 32,45 2,01 2,22 0,25
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G000493 11,55 1,35 10,65 1,58 0,97 0,30
G000494 26,22 4,03 25,17 3,89 1,07 0,15
G000495 47,77 1,88 43,40 1,91 4,45 0,17
G000496 63,30 2,60 11,08 2,10 52,25 0,67
G000497 40,33 3,32 34,48 2,71 5,85 0,61
G000498 60,02 5,42 45,20 4,34 14,90 1,08
G000499 39,30 6,04 38,58 5,86 0,77 0,12
G000500 35,50 0,61 32,47 0,49 3,10 0,18
G000501 40,32 1,50 33,82 2,04 6,62 0,55
G000567 27,28 7,59 17,35 4,72 10,02 2,94
G000568 43,75 5,83 43,00 5,81 0,80 0,18
G000570 68,42 3,64 68,08 3,61 0,35 0,00
G000571 20,47 3,41 14,47 2,72 6,13 0,78
G000572 55,42 8,13 41,62 6,48 13,85 1,60
[00234] A Tabela 14 mostra a média e o desvio padréo para % de

Edicdo,% de Insercao (Ins) e % de Delecao (Del) para os sgRNAs de

TTR testados eletroporados com a proteina Spy Cas9 (RNP) em

hepatocitocinos primarios. Observe que as guias G000480 e G000488

tém uma incompatibilidade com cyno, o que pode comprometer sua

eficiéncia de edigcdo em células cyno.

Tabela 14: Dados de edigao de TTR em hepatécitos primarios cyno

eletroporados com a proteina Spy Cas9 e sgRNAs

ID GUIA % de % de % de % de % de % de
edicdo | edicdo | inserto | inserto | delecdo | delegao
média desvio média desvio | desvio | desvio

padrao padrao | padrao | padrao

G000480 10,20 0,56 9,83 0,81 0,37 0,25

G000481 69,13 8,62 33,73 2,67 35,50 11,23

G000482 75,17 2,34 55,23 2,00 20,03 0,85

G000485 22,93 0,95 22,00 0,82 1,07 0,21

G000486 79,90 0,79 11,90 0,85 68,07 0,35

G000488 9,63 0,50 5,37 0,38 4,27 0,35

G000489 67,53 1,15 53,53 1,56 14,17 0,64

G000490 61,67 0,72 54,47 1,10 7,27 1,23

G000491 66,20 1,11 64,37 0,47 1,90 0,70

G000493 50,13 0,74 48,07 1,69 2,10 0,98
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G000494 81,53 0,71 79,57 0,49 2,07 0,67
G000498 91,37 1,48 68,50 1,64 22,87 1,50
G000499 83,40 0,36 82,00 0,20 1,43 0,55
G000500 45,20 3,66 42,60 3,80 2,63 0,25
[00235] A Tabela 15 mostra a média e o desvio padréo para % de

Edicdo,% de Insercéo (Ins) e % de Delegéo (Del) para os sgRNAs de
TTR especificos para cyno testados eletroporados com a proteina Spy
Cas9 (RNP) em hepatdcitos primarios cyno.

Tabela 15: Dados de edicao de TTR em hepatécitos primarios cyno
eletroporados com a proteina Spy Cas9 e sgRNAs especificos de

cyno (por exemplo, aqueles com um gRNA humano analogo, ver

Tabela 3)

ID GUIA % de % de % de % de % de % de
edicao edicdo | inserto | inserto | delecao | delegao
média desvio média desvio | desvio | desvio

padrao padrao | padrao | padrao

G000502 95,10 0,96 13,97 1,69 81,27 2,60

G000503 58,53 2,40 52,07 1,68 6,50 2,46

G000504 7717 0,96 69,73 1,29 7,53 0,57

G000505 95,53 1,06 95,50 1,01 0,10 0,10

G000506 89,43 1,36 86,90 1,64 3,07 0,42

G000507 71,17 3,22 67,03 2,39 4,60 1,65

G000508 45,63 3,01 41,57 2,95 417 0,91

G000509 93,03 0,81 43,60 1,30 49,73 1,76

G000510 90,80 0,53 89,13 0,40 1,77 0,12

G000511 62,77 1,63 60,87 1,55 2,00 0,35

Exemplo 4. Triagem de formulagcées de nanoparticulas lipidicas
(LNP) contendo mRNA e sgRNA de Spy Ca9
[00236]

com mRNA de Spy Cas9 em hepatocitos primarios humanos e

Triagem cruzada de sgRNAs de TTR formulados por LNP

hepatocitos primarios cyno.
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[00237] As formulagbes de nanoparticulas lipidicas de sgRNAs
modificados direcionadas a TTR humana e as sequéncias de sgRNA
correspondentes de cyno foram testadas em hepatdcitos primarios
humanos e hepatdcitos primarios cyno em uma curva de resposta a
dose. Hepatocitos humanos e cyno primarios como descrito no Exemplo
1 foram plaqueados. Ambas as linhagens celulares foram incubadas a
37°C, CO2 a 5% durante 24 horas antes do tratamento com LNPs. As
LNPs usadas nas experiéncias detalhadas nas Tabelas 16-19 foram
preparadas usando o procedimento NanoassembIrTM, cada um
contendo o sgRNA especificado e o mRNA de Cas9 (SEQ ID NO: 2),
cada um com lipideo. As LNPs continham lipideo A, colesterol, DSPC e
PEG2k-DMG em uma razdo molar de 45:44:9:2, respectivamente, e
tinham uma razao N:P de 4,5. As LNPs foram incubadas em meio de
manuteng¢do de hepatdcitos contendo soro cyno a 6% a 37°C por 5
minutos. Apds a incubacdo, as LNPs foram adicionadas aos principais
hepatdcitos humanos ou cyno em uma curva de resposta a dose de 8
pontos 2 vezes a partir de 100 ng de mRNA. As células foram lisadas
72 horas apos o tratamento para analise NGS, conforme descrito no
Exemplo 1. Determinou-se a edicdao percentual para os crRNAs
compreendendo cada sequéncia guia em cada tipo de célula e as
sequéncias guia foram classificadas com base na maior % de edi¢ao
com 12,5 ng de entrada de mRNA e concentracédo guia de 3,9 nM. Os
dados da curva de resposta a dose para as sequéncias guia em ambas
as linhagens celulares sdo mostrados nas Figs. 4 a 7. A % de edi¢do na
entrada de 12,5 ng de mRNA e a concentracdo guia de 3,9 nM estao
listadas abaixo (Tabela 16 a 18).

[00238] A Tabela 16 mostra o desvio médio e padrao de 12,5 ng de
MRNA de cas9 para % de Edicao, % de Insercao (Ins) e % de Delecéo
(Del) para os sgRNAs de TTR testados, formulados em nanoparticulas

lipidicas com mRNA de Spy Cas9 em hepatdcitos primarios humanos
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como curvas de resposta a dose. G000570 exibiu uma curva de
resposta a dose ndo caracteristica em comparacdo com os outros
sgRNAs que podem ser um artefato da experiéncia. Os dados séao
mostrados graficamente na FIG.4.

Tabela 16: Dados de edicao de TTR em hepatécitos humanos
primarios tratados com mRNA de Spy Cas9 formulado com LNP
(SEQ ID NO: 2) e sgRNAs

12,5 de mRNA,
sgRNA 3,9 nM, % de % de edigao

ID GUIA edicdao média desvio padrao

G000480 59,33 0,73
G000481 24,37 0,37
G000482 19,10 2,64
G000483 7,37 0,67
G000484 16,67 1,23
G000485 14,23 2,36
G000486 61,33 2,59
G000487 17,37 0,95
G000488 44,80 3,00
G000489 16,85 0,06
G000490 10,53 1,90
G000491 31,60 2,33
G000492 15,87 0,44
G000493 7,33 0,73
G000494 6,37 1,07
G000495 23,97 1,66
G000496 30,73 3,76
G000497 15,10 3,30
G000498 24,43 1,30
G000499 16,07 1,67
G000500 23,57 2,44
G000501 32,30 2,49
G000567 48,95 1,06
G000568 54,60 3,68
G000570 88,30 1,84
G000572 55,45 1,20
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[00239] A Tabela 17 mostra a média e o desvio padrdao em 12,5 ng
de mMNRA e concentracdo guia de 3,9 nM para % de Edi¢do,% de
Insercao (Ins) e % de Delecédo (Del) para os sgRNAs de TTR testados,
formulados em nanoparticulas lipidicas com mRNA de Spy Cas9 nos
hepatocitos primarios cyno como curvas de resposta a dose. Os dados

sdo mostrados graficamente na FIG.5.

Table 17: Dados de edigcdao de TTR em hepatécitos primarios cyno
tratados com mRNA de Spy Cas9 formulados por LNP (SEQ ID
NO:2) e sgRNAs

12,5 de mRNA, sgRNA 3,9 | % de edicao
ID GUIA nM, % de edigdo média desvio padrao
G000480 0,73 0,15
G000481 49,20 1,39
G000482 26,13 5,33
G000483 0,73 0,60
G000484 0,10 0,00
G000485 1,43 1,02
G000489 31,87 2,40
G000490 15,23 1,08
G000491 6,37 0,38
G000492 0,70 0,28
G000493 7,63 1,14
G000494 14,30 1,06
G000495 0,73 0,06
G000497 0,23 0,06
G000498 37,90 1,42
G000499 14,63 0,70
G000500 10,47 0,32
G000501 1,37 0,31
G000567 0,10 0,00
G000568 9,25 0,21
G000570 17,30 0,85
G000571 20,20 2,26
G000572 30,60 0,42
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[00240] A Tabela 18 mostra a média e o desvio padrdao em 12,5 ng
de mRNA e concentracdo guia de 3,9 nM para % de Edi¢do,% de
Insergéo (Ins) e % de Delegédo (Del) para os sgRNAs de TTR cyno
especificos testados, formulados em nanoparticulas lipidicas com
MRNA de Spy Cas9 em hepatdcitos primarios cyno como curvas de

resposta a dose. Os dados sdo mostrados graficamente na FIG.6.

Tabela 18: Dados de edicao de TTR em hepatdcitos primarios cyno
tratados com mRNA de Spy Cas9 formulados com LNP (SEQ ID NO:

2) e sgRNAs cyno correspondentes

12,5 de mRNA, sgRNA
3,9 nM, % de edicao % de edicao
ID GUIA média desvio padrao
G000502 80,70 0,14
G000506 60,13 0,70
G000509 74,47 7,28
G000510 61,87 2,54

Triagem cruzada de sgRNAs de TTR formulados com LNP com
mRNA de Spy Cas9 em hepatécitos humanos primarios e cyno
primarios

[00241] As formulagbes de nanoparticulas lipidicas de sgRNAs
modificados direcionadas a TTR humana e as sequéncias de sgRNA
cyno correspondentes foram testadas em hepatdcitos primarios
humanos e hepatdcitos primarios cyno em uma curva de resposta a
dose. Os hepatdcitos primarios humanos e cyno foram semeados como
descrito no Exemplo 1. Ambas as linhagens celulares foram incubadas
a 37°C, 5% de CO2 por 24 horas antes do tratamento com LNPs. As
LNPs usadas nas experiéncias detalhadas nas Tabelas 20-22 foram

preparadas usando o procedimento de fluxo cruzado descrito acima,
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mas purificadas usando colunas PD-10 (GE Healthcare Life Sciences)
e concentradas usando unidades de filtro centrifugo Amicon (Millipore
Sigma), cada uma contendo o sgRNA especifico e mMRNA de Cas9 (SEQ
ID NO: 1). As LNPs continham lipideo A, colesterol, DSPC e PEG2k-
DMG em uma razao molar de 50:38:9:3, respectivamente, e tinham uma
razdo de N:P de 6,0. As LNPs foram incubadas em meios de
manutencgao de hepatocitos contendo 6% de soro cyno a 37°C, 5% de
CO2 por 5 minutos. Apds a incubacgao, as LNPs foram adicionadas aos
hepatocitos primarios humanos ou cyno em uma curva de resposta a
dose de 8 pontos e trés vezes a partir de 300 ng de mRNA. As células
foram lisadas 72 horas apds o tratamento para analise NGS como
descrito no Exemplo 1. Determinou-se a edicao percentual para os
crRNAs compreendendo cada sequéncia guia em cada tipo de célula e
as sequéncias guia foram entdo ordenadas com base nos valores de
EC50 e na porcentagem maxima de edigdo. Os dados da curva de
resposta a dose para as sequéncias guia em ambas as linhagens
celulares sdo mostrados nas Figs. 4 a 7. Os valores do EC 50 e a
porcentagem maxima de edicao estao listados abaixo (Tabela 19 a 22).
[00242] A Tabela 19 mostra a EC50 e a edicdo maxima dos sgRNAs
de TTR especificos humanos testados, formulados em nanoparticulas
lipidicas com mRNA de Spy Cas9 desprovido de U em hepatdcitos
primarios humanos como curvas de resposta a dose. Os dados séo

mostrados graficamente na FIG.4.

Tabela 19: Dados de edigcdo de TTR em hepatécitos primarios
humanos tratados com mRNA de Spy Cas9 formulados com LNP e

sgRNAs especificos de humano

ID GUIA EC50 Edicdo maxima
G000480 0,10 98,69
G000481 1,43 87,05
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G000482 0,65 97,02
G000483 1,88 77,39
G000484 0,95 94,14
G000488 0,72 95,83
G000489 1,38 86,33
G000490 1,52 94,16
G000493 2,42 63,95
G000494 1,28 75,70
G000499 0,63 96,31
G000500 0,39 88,70
G000568 0,78 95,72
G000570 0,23 98,22
G000571 2,21 71,28
G000572 0,42 97,94

[00243] A Tabela 20 mostra o EC50 e a edicdo maxima dos sgRNAs
de TTR especificos humanos testados, formulados em nanoparticulas
lipidicas com mRNA de Spy Cas9 desprovids de U em mRNA de Spy
Cas9 em hepatdcitos primarios cyno como curvas de resposta a dose.
Os dados sdo mostrados graficamente na FIG. 16.

Tabela 20: Dados de edicao de TTR em hepatdcitos primarios cyno
tratados com mRNA de Spy Cas9 formulados por LNP e sgRNAs

especificos de humano

ID GUIA EC50 Edicdo maxima
G000480 5,28 20,32
G000481 0,93 95,07
G000482 0,89 97,47
G000483 4,40 56,52
G000484 3,47 0,22
G000488 11,56 21,63
G000489 1,79 89,21
G000490 3,09 90,76
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G000493 4,97 61,15
G000494 2,77 60,84
G000499 2,00 74,94
G000500 4,42 58,04
1,76
G000567 97,06
G000568 1,87 87,93
G000570 2,00 96,73
G000571 1,55 97,03
G000572 0,79 100,31
[00244] A Tabela 21 mostra o EC50 e a edicdo maxima dos sgRNAs

de TTR cyno correspondentes testados, formulados em nanoparticulas
lipidicas com mRNA de Spy Cas9 desprovido de U em hepatdcitos
primarios humanos como curvas de resposta a dose. Os dados séo
mostrados graficamente na FIG.17.

Tabela 21: Dados de edicao de TTR em hepatécitos primarios
humnos tratados com mRNA de Spy Cas9 formulados com LNP e

sgRNAs especificos de cyno

ID GUIA EC50 Edicao Maxima
0,70
G000502 91,50
G000504 5,16 7,16
G000505 3,57 13,48
G000506 1,26 89,49
[00245] A Tabela 22 mostra o EC50 e a edicdo maxima dos sgRNAs

de TTR cyno correspondentes testados, formulados em nanoparticulas
lipidicas com mRNA de Spy Cas9 desprovido de U em hepatdcitos

primarios cyno como curvas de resposta a dose. Os dados sé&o
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mostrados graficamente na FIG. 18.
Tabela 22: Dados de edigao de TTR em hepatécitos primarios cyno
tratados com mRNA de Spy Cas9 formulados com LNP e sgRNAs

especificos de cyno

Edicao

ID GUIA EC50 Maxima
G000502 0,26 100,05
G000503 2,26 83,41
G000504 1,42 98,04
G000505 1,10 99,97
G000506 0,66 99,18

Exemplo 5. Analise fora do alvo de dgRNAs e sgRNAs de TTR
Analise fora do alvo de guias TTR

[00246] Um ensaio baseado em insercao de oligo (ver, por exemplo,
Tsai et al., Nature Biotechnology 33, 187-197; 2015) foi usado para
determinar potenciais sitios genémicos fora do alvo clivados por Cas9
direcionando TTR. Quarenta e cinco dgRNAs da Tabela 1 (e duas guias
de controle com perfis conhecidos fora do alvo) foram rastreados nas
células HEK293 Cas9. A linhagem celular de adenocarcinoma de rim
embrionario humano HEK293 que expressa constitutivamente Spy
Cas9 ("HEK293 Cas9") foi cultivada em meio DMEM suplementado
com 10% de soro fetal bovino e 500 pg/ml de G418. As células foram
plaqueadas a uma densidade de 30.000 células/po¢co em uma placa de
96 pocos 24 horas antes da transfecg¢do. As células foram transfectadas
com Lipofectamine RNAIMAX (ThermoFisher, Cat. 13778150) de
acordo com o protocolo do fabricante. As células foram transfectadas
com um lipoplex contendo crRNA individual (15 nM), trRNA (15 nM) e
oligo doador com (10 nM) Lipofectamine RNAIMAX (0,3 pL/poco) e

OptiMem. As células foram lisadas 24 horas apds a transfeccédo e o DNA
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gendmico foi extraido usando o kit Quick gDNA 96 Extraction da Zymo
(catalogo # D3012), seguindo o protocolo recomendado pelo fabricante.
O gDNA foi quantificado usando o kit dsDNA de alta sensibilidade Qubit
(Life Technologies). As bibliotecas foram preparadas pelo método
descrito anteriormente em Tsai et al, 2015, com pequenas modificagoes.
O sequenciamento foi realizado no MiSeq e HiSeq 2500 da lllumina. O
ensaio identificou sitios potencialmente fora do alvo para alguns dos
crRNAs representados na FIG.2.
[00247] A Tabela 23 mostra o numero de sitios de integracao fora do
alvo detectados nas células HekCas9 transfectadas com dgRNAs de
TTR, juntamente com uma sequéncia de doadores de oligo DNA de fita
dupla.
Tabela 23: Namero de sitios de integrag¢ao fora do alvo detectados
para dgRNAs de TTR por meio de um ensaio baseado em insercao
de oligo
ID GUIA # Sitios
CR003335 0
CR003336 2
CR003337
CR003338
CR003339
CR003340
CR003342
CR003343
CR003344
CR003345
CR003346
CR003347
CR003348
CR003351
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CR003352
CR003353
CR003355
CR003356
CR003357
CR003359
CR003360
CR003363
CR003365
CR003366
CR003367
CR003368
CR003369
CR003377
CR003380
CR003382
CR003383
CR003385
CR003386
CR003387
CR003388
CR003389
CR003390
CR003391
CR003392
CR005298
CR005300
CR005301
CR005302
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CR005303 1
CR005304 0

[00248] Além disso, um subconjunto dos guias foi avaliado quanto ao
potencial fora do alvo como sgRNAs modificados nas células Hek _Cas9
através do método de insercdo baseado em oligo descrito acima. Os
resultados fora do alvo foram representados na FIG 4.

[00249] A Tabela 24 mostra o numero de sitios de integracao fora do
alvo detectados nas células HekCas9 transfectadas com sgRNAs de
TTR, juntamente com uma sequéncia de doadores de oligo DNA de fita
dupla.

Tabela 24: Namero de sitios de integrag¢ao fora do alvo detectados

para sgRNAs de TTR por meio de um método de detecgao de

insercao

IF GUIA # Sitios
G000480 11
G000481 3
G000482 13
G000483 5
G000484 7
G000485 22
G000486 12
G000487 14
G000488 0
G000489 19
G000490 12
G000491 28
G000492 97
G000493 7
G000494 4
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G000495 13
G000496 1
G000497 26
G000498 82
G000499 4
G000500 46
G000501 4
G000567 9
G000568 937
G000570 19
G000571 16
G000572 15

Exemplo 6. Sequenciamento direcionado para validar potenciais
sitios fora do alvo

[00250] As células HEK293 Cas9 usadas no Exemplo 5 para
detectar potenciais fora dos alvos superexpressam constitutivamente
Cas9, levando a um numero maior de potenciais "acertos" fora do alvo,
em comparagao com um paradigma de distribuicao transitoria em varios
tipos de células. Além disso, ao distribuir sgRNAs (ao contrario de
dgRNAs), o numero de potenciais acertos fora do alvo pode ser ainda
mais inflado, pois as moléculas de sgRNA sao mais estaveis que os
dgRNAs (especialmente quando modificados quimicamente). Por
conseguinte, potenciais sitios fora do alvo identificados por um método
de insercdo de oligo, conforme usado no Exemplo 5, podem ser
validados usando o sequenciamento direcionado dos potenciais sitios
fora do alvo identificados.

[00251] Em uma abordagem, os hepatdcitos primarios sao tratados
com LNPs compreendendo mRNA de Cas9 e um sgRNA de interesse

(por exemplo, um sgRNA com potenciais sitios fora do alvo para
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avaliacao). Os hepatdcitos primarios sdo entdo lisados e iniciadores que
flanqueiam os potenciais sitios fora do alvo s&o usados para gerar um
amplicon para a analise NGS. A identificacdo de indels em um
determinado nivel pode validar um potencial sitio fora do alvo, enquanto
a falta de indels encontrados no potencial sitio fora do alvo pode indicar
um falso positivo no ensaio de células HEK293 Cas9.

Exemplo 7. Analise Fenotipica

Analise de Western blot da TTR secretada

[00252] A linhagem celular de carcinoma hepatocelular, HepG2, foi
transfectada como descrito no Exemplo 1 com guias selecionados da
Tabela 1 em triplicado. Dois dias apo6s a transfeccdo, uma réplica foi
colhida para DNA genémico e analise por sequenciamento NGS para
eficiéncia de edicdo. Cinco dias apods a transfeccao, o meio sem soro foi
substituido em um replicado. Apds 4 horas, o meio foi colhido para
analise da TTR secretada por WB, como descrito anteriormente. Os
dados para % de edi¢do para cada guia e redugao de TTR extracelular
séo fornecidos na FIG.7.

Analise de Western blot de TTR intracelular

[00253] A linhagem celular de carcinoma hepatocelular, HUH7, foi
transfectada como descrito no Exemplo 1 com crRNA compreendendo
as guias da Tabela 1. Os conjuntos de células transfectadas foram
retidos em cultura de tecidos e passados para analises adicionais. Sete
dias apds a transfecgado, as células foram colhidas e os extratos de
células inteiras (WCEs) foram preparados e submetidos a analise por
Western Blot, como descrito anteriormente.

[00254] Os WCEs foram analisados por Western Blot para reducéo
da proteina TTR. A proteina TTR de comprimento total tem um peso
molecular predito de ~ 16 kD. Uma banda com esse peso molecular foi
observada nas faixas de controle no Western Blot.

[00255] A reducao percentual da proteina TTR foi calculada usando
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o software Licor Odyssey Image Studio Ver 5.2. GAPDH foi usada como
controle de carregamento e sondada simultaneamente com TTR. Uma
razao foi calculada para os valores da densitometria para GAPDH
dentro de cada amostra em comparag¢ao com a regiao total que abrange
a banda TTR. A reducgao percentual da proteina TTR foi determinada
depois que as razdes foram normalizadas para controlar as faixas. Os
resultados sdo mostrados na FIG.8.

Exemplo 8. Distribuicdo de LNP a camundongos TTR humanizados
e camundongos com TTR wt (murino).

[00256] Os camundongos humanizados em relagdo ao gene TTR
foram doseados com formulagcbes LNP 701-704 contendo os guias
indicados na Tabela 25 (5 camundongos por formulagdo). Esses
camundongos TTR humanizados foram projetados de modo que uma
regido do locus TTR murino endoégeno fosse excluida e substituida por
uma sequéncia ortdloga de TTR humana, de modo que o locus
codificasse uma proteina TTR humana. Para comparacgao, 6
camundongos com TTR murino foram dosados com LNP700, contendo
um guia (G000282) direcionando TTR murino. As LNPs com os numeros
de formulacdo 1-5 da Tabela 25 foram preparadas usando o
procedimento Nanoassemblr™ como descrito acima, enquanto as LNPs
com os numeros de formulagdo 6-16 foram preparadas usando o
procedimento de fluxo cruzado descrito acima, mas purificadas usando
as colunas PD-10 (GE Healthcare Life Sciences) e concentradas
usando as unidades de filtro centrifugo Amicon (Millipore Sigma). Como
controlos negativos, os camundongos do gendtipo correspondente
foram doseados apenas com veiculo (tamp&o Tris-solugdo salina-
sacarose (TSS)). O fundo dos camundongos TTR humanizados
administrados com LNPs com Numeros de Formulacédo 2-5 na Tabela
25 foi de 50% 129S6/SvEvTac 50% de C57BL/6NTac; o fundo dos

camundongos TTR humanizados administrados com LNPs com
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Numeros de Formulacdo 6-16 na Tabela 25, bem como os
camundongos com TTR murino (administrados com LNP700, Numero
de Formulagéo 1) foi de 75% C57BL/6NTac 25% 129S6/SvEvTac.

Tabela 25. Formulagoes de LNP para dosagem de camundongos

TTR humanizados.

Numero de | LNP Guia Concentracdo | Razdo | Razbées molares

Formulagao de RNA | N:P (lipideo A,

(mg/ml) colesterol, DSPC

e PEG2k-DMG,

respectivamente)
1 LNP700 | G000282 | 0,53 4,5 45:44:9:2
2 LNP701 | GO00481 | 0,46 4,5 45:44:9:2
3 LNP702 | GO00489 | 0,61 4,5 45:44:9:2
4 LNP703 | G0O00494 | 0,57 4,5 45:44:9:2
5 LNP704 | GO00499 | 0,59 4,5 45:44:9:2
6 LNP1148 | G0O00481 | 0,73 4,5 45:44:9:2
7 LNP1152 | GO00499 | 0,45 6,0 50:38:9:3
8 LNP1153 | G0O00482 | 0,53 6,0 50:38:9:3
9 LNP1155 | GO00571 | 0,70 6,0 50:38:9:3
10 LNP1156 | GO00572 | 0,58 6,0 50:38:9:3
11 LNP1157 | GO00480 | 0,84 6,0 50:38:9:3
12 LNP1159 | G0O00488 | 0,79 6,0 50:38:9:3
13 LNP1160 | GO00493 | 0,71 6,0 50:38:9:3
14 LNP1161 | GO0O0500 | 0,66 6,0 50:38:9:3
15 LNP1162 | GO00567 | 0,69 6,0 50:38:9:3
16 LNP1163 | GO00570 | 0,66 6,0 50:38:9:3

[00257] LNPs com numeros de Formulagao 1-5 continham mRNA de
Cas9 da SEQ ID NO: 2 e LNPs com Numeros de Formulagao 6-16
continham mRNA de Cas9 da SEQ ID NO: 1, todos em uma razao de
1:1 em peso para o guia. Os LNPs continham lipideo A, colesterol,
DSPC e PEG2k-DMG nas razbes molares citadas na Tabela 25,

respectivamente. A dosagem com LNPs com Numeros de Formulacéo
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1-5 foi de 2 mg/kg (teor total de RNA) e a dosagem com LNPs com
Numeros de Formulagao 6-16 foi de 1 mg/kg (teor total de RNA). Os
resultados da edi¢cédo do figado foram determinados usando iniciadores
projetados para amplificar a regido de interesse para a analise NGS. Os
resultados da edi¢ao do figado para os Numeros de Formulagao 1-5 sdo
mostrados na FIG.9 e indicam a edicdo da sequéncia TTR humana com
cada um dos quatro guias testados em um nivel > 35% de edicao
(valores médios) com G000494 e G000499 fornecendo valores
proximos a 60%. Os resultados da edigao do figado para os numeros
de formulacdo 6-8, 10-13 e 15-16 sdo mostrados na FIG.13 e na Tabela
26, que mostram a edicao eficiente da sequéncia TTR humana com
cada uma das formulagdes testadas. Foi observada edigao superior a
38% para todas as formulagdes, com varias formulagdes fornecendo
valores de edicdo superiores a 60%. As formulagdes 9 e 14 ndo sdo
mostradas devido ao projeto do amplicon de PCR e um baixo numero
resultante de leituras de sequenciamento.

[00258] O nivel de TTR humana no soro foi medido nos
camundongos desde os numeros de formulagdo 6-8, 10-13 e 15-16. Ver
FIG. 14B. A FIG. 14A é uma repeticdo da FIG. 13 fornecida para fins de
comparacgao. Foi detectado um Knockdown no TTR sérico humano para
cada formulagcao testada, que se correlacionou com a quantidade de
edicado detectada no figado (ver FIG.14A vs 14B, Tabela 26).

Tabela 26

ID GUIA % de Edicao TTR sérica (%TSS)
TSS (veiculo) 0,06 100

G481 61,28 10,52

G499 65,66 8,39

G482 70,86 4,65

G572 73,52 2,11

G480 77,34 3,48

(G488 59,125 27,78
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G493 38,55 49,73
G567 47,525 44,24
G570 45,5 41,73
G571 33,88 11,39
G500 44,44 34,28

[00259] Em outro conjunto de experiéncias, camundongos TTR
humanizados foram doseados com formulagbes de LNP em uma
variedade de doses com os guias G000480, G000488, G000489 e
G000502. As formulagdes continham mRNA de Cas9 (SEQ ID NO: 1)
numa razao de 1:1 em peso para o guia. As LNPs continham lipideo A,
colesterol, DSPC e PEG2k-DMG em uma razdo molar de 50:38:9:3,
respectivamente, e com uma razao N:P de 6. A dosagem foi de 1, 0,3,
0,1 ou 0,03 mg/kg (n = 5/grupo). As LNPs foram preparadas usando o
procedimento de fluxo cruzado descrito acima e purificadas e
concentradas usando colunas PD-10 e unidades de filtro centrifugo
Amicon, respectivamente. Os resultados da edicdo do figado foram
determinados usando iniciadores projetados para amplificar a regido de
interesse para a analise NGS e os niveis séricos de TTR humana foram
medidos como descrito acima. Os resultados para a edigdo do figado
sdo mostrados na FIG.26A e os niveis séricos de TTR humana na
FIG.26B-C. A resposta a dose para os niveis séricos de edigao e TTR
foi evidente.

[00260] Em outro conjunto de experiéncias, camundongos TTR
humanizados foram doseados com formulagbes de LNP em uma
variedade de doses com os guias G000481, G000482, G000486 e
G000499. As formulagdes continham mRNA de Cas9 (SEQ ID NO: 1)
numa razao de 1:1 em peso para o guia. As LNPs continham lipideo A,
colesterol, DSPC e PEG2k-DMG em uma razdo molar de 50:38:9:3,
respectivamente, e tinham uma razédo de N:P de 6. A dosagem foi de 1,

0,3 ou 0,1 mg/kg. (n = 5/grupo). As LNPs foram preparadas usando o
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procedimento de fluxo cruzado descrito acima e purificadas e
concentradas usando colunas PD-10 e unidades de filtro centrifugo
Amicon, respectivamente. Os resultados da edigdo do figado foram
determinados usando iniciadores projetados para amplificar a regido de
interesse para a analise NGS e os niveis séricos de TTR humana foram
medidos como descrito acima. Os resultados para a edigao do figado
sdo mostrados na FIG.27A e os niveis séricos de TTR humana na
FIG.27B-C. A resposta a dose para os niveis séricos de edigcdao e TTR
foi evidente.

[00261] Em outro conjunto de experiéncias, camundongos TTR
humanizados foram doseados com formulagdes de LNP em uma
variedade de doses com os guias G000480, G000481, G000486,
G000499 e G000502. As formulagdes continham mRNA de Cas9 (SEQ
ID NO: 1) na razdo de 1:2 em peso para o guia. As LNPs continham
lipideo A, colesterol, DSPC e PEG2k-DMG em uma razao molar de
50:38:9:3, respectivamente, e tinham uma razdo de N:P de 6. A
dosagem foi de 1, 0,3 ou 0,1 mg/kg. (n = 5/grupo). As LNPs foram
preparadas usando o procedimento de fluxo cruzado descrito acima e
purificadas e concentradas usando colunas PD-10 e unidades de filtro
centrifugo Amicon, respectivamente. Os resultados da edi¢ado do figado
foram determinados usando iniciadores projetados para amplificar a
regido de interesse para a analise NGS e os niveis séricos de TTR
humana foram medidos como descrito acima. Os resultados para a
edicado do figado sdo mostrados na FIG.28A e os niveis séricos de TTR
humano na FIG.28B-C. A resposta a dose para os niveis séricos de
edicao e TTR foi evidente.

[00262] Em experimentos separados usando camundongos CD-1 do
tipo selvagem, uma formulacdo de LNP compreendendo o guia
G000502, que é homdlogo cruzado entre camundongo e cyno, foi

testada em um estudo de resposta a dose. A formulagdo continha
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MRNA de Cas9 (SEQ ID NO: 1) numa raz&o de 1:1 em peso para o guia.
A LNP continha lipideos A, colesterol, DSPC e PEG2k-DMG em uma
razao molar de 45:44:9:2, respectivamente, e com uma razao N:P de 6.
A dosagem foi de 1, 0,3, 0,1, 0,03 ou 0,01 mg/kg (n = 5/grupo). Os
resultados da edi¢cédo do figado foram determinados usando iniciadores
projetados para amplificar a regido de interesse para a analise NGS. Os
resultados para a edicdo do figado sdo mostrados na FIG.15A e os
niveis séricos de TTR de camundongo na FIG.15B. A resposta a dose
para os niveis seéricos de edicdo e TTR foi evidente.

Exemplo 9. Distribuicdo de LNP a camundongos em doses
multiplas

[00263] Camundongos (fémeas do Charles River Laboratory, com
idade entre 6 e 7 semanas) foram doseados com uma formulagéo
LNP705, preparada usando procedimentos de fluxo cruzado e TFF,
conforme descrito acima, contendo G000282 ("G282") e mRNA Cas9
(SEQ ID NO: 2) numa razado de 1:1 em peso e uma concentragao total
de RNA de 0,5 mg/ml. A LNP tinha uma razado N:P de 4,5 e continha
lipideo A, colesterol, DSPC e PEG2k-DMG em uma razdo molar de
45:44:9:2, respectivamente. Os grupos foram administrados uma vez
por semana até uma, duas, trés ou quatro semanas (QWx1-4) ou uma
vez por més até dois ou trés meses (QMx2-3). As dosagens foram de
0,5 mg/kg ou 1 mg/kg (teor total de RNA). Os grupos de controle
receberam uma dose unica no dia 1 de 0,5, 1 ou 2 mg/kg. Cada grupo
continha 5 camundongos. A TTR sérica foi analisada por ELISA e, na
necropsia, figado, bago e musculo foram coletados para analise de
edicdo de NGS. Os grupos sao mostrados na Tabela 27. X = sacrificio
e necrépsia. MPK = mg/kg.

Tabela 27. Grupos de Estudo
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Do
Duragol 5 Doselz Dose | Dose | Dose | Dose | NX se NX
Grupo | Regime ose tota . . . . . . .
de D (MPK) | (MPK) | Dia1 | Dia8 | Dia Dia Dia | Dia | Dia
e Dose dada 15 | 22 | 28 | 43 | 49
Dose
multipla
de 4 0(TSS
1 semanas | controle) 0 X X X X X
/
QWx4
2 Dose 1 3 X X X X
multipla
de 2
3 meses / 0,5 1,5 X X X X
QMx3
4 Dose 1 2 X X X
multipla
de 1 més
5 / 0,5 1 X X X
QMx2
6 Dose 1 4 X X X X X
multipla
de 4
7 semanas 0,5 2 X X X X X
IQWx4
8 Dose 1 3 X X X X
multipla
de 3
9 Sem/a”as 0,5 1,5 X X X X
QWx3
10 Dose 1 2 X X X
multipla
de 2
11 Sem/a”as 0,5 1 X X X
QWx2
12 1 1 X X
Dose
13 Gnica/QW 0,5 0,5 X X
x1 . .
Dia Dia
14 2 2 26 39
[00264] A Tabela 28 e as FIGS. 10A-11B mostram resultados séricos

do nivel de TTR (% KD = % de knockdown). A Tabela 29 e as FIGS.

12A-C mostram resultados de edicao do figado.

Tabela 28. Resultados da TTR sérica.
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Regime de | Dose TTR sérica | TTR sérica (%
tempo (Mg/mL) KD)
QwWx4 TSS 1190.7 -
QMx3 0,5 245,01 79,42
QMx2 0,5 776,73 34,77
QWx4 0,5 347,43 70,82
QWx3 0,5 405,70 65,93
QWx2 0,5 432,25 63,70
QWx1 0,5 804,06 32,47
QMx3 1 91,95 92,28
QMx2 1 176,81 85,15
QWx4 1 119,52 89,96
QWx3 1 167,15 85,96
QWx2 1 130,98 89,00
QWx1 1 573,02 51,88
QWx1 2 219,07 81,60

Tabela 29. Resultados da edigao do figado.

Regime | Dose Edicdo de
de figado (%)
tempo

Qwx4 | TSS 0,38
QMx3 0,5 48,18
QMx2 0,5 36,66
Qwx4 | 0,5 56,03
Qwx3 |0,5 51,35
Qwx2 |0,5 34,77
QWx1 0,5 24,16
QMx3 1 63,40
QMx2 1 57,37
Qwx4 |1 62,89
Qwx3 |1 59,22
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QWx2 1 60,12
QWx1 1 35,16
QWx1 2 60,57

[00265] Os resultados mostram que é possivel criar uma dose e um
efeito cumulativos com varias administragdes ao longo do tempo,
inclusive em intervalos semanais ou mensais, para alcancar niveis
crescentes de edigao e % KD de TTR.

Exemplo 10. Carga de RNA: taxas variaveis de mRNA e gRNA:
[00266] Este estudo avaliou a eficacia in vivo em camundongos de
diferentes razdes de gRNA para mRNA. Os mRNAs de Cas9 capeados
CleanCap™ com a ORF da SEQ ID NO: 4, HSD %' UTR, albumina
humana 3' UTR, uma sequéncia de Kozak e uma cauda de poli-A foram
produzidos por sintese de IVT, conforme indicado no Exemplo 1 com
N1-metilpseudouridina trifosfato no lugar de trifosfato de uridina.
[00267] As formulagdes de LNP preparadas a partir do mRNA
descrito e G282 (SEQ ID NO: 124) como descrito no Exemplo 1 com
lipideo A, colesterol, DSPC e PEG2k-DMG em uma razdo molar
50:38:9:3 e com um Razao N:P de 6. As razbes mRNA de gRNA:Cas9
das formulacdes foram mostradas nas FIG.19A e 19B.

[00268] Para caracterizacdo in vivo, as LNPs foram administrados a
camundongos com 0,1 mg de RNA total (mg de RNA guia + mg de
MRNA) por kg (n = 5 por grupo). Aos 7-9 dias apds a dose, os animais
foram sacrificados, o sangue e o figado foram coletados e a TTR sérica
e a edicado do figado foram medidas como descrito no Exemplo 1. Os
resultados da TTR sérica e da edicdo do figado sdo mostrados nas
FIG.19A e 19B. Camundongos de controle negativo foram dosados com
veiculo TSS.

Além disso, os LNPs acima foram administrados a camundongos com
uma dose constante de mRNA de 0,05 mg de mRNA por kg (n = 5 por
grupo), variando a dose de gRNA de 0,06 mg por kg a 0,4 mg por kg.
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Aos 7-9 dias apds a dose, os animais foram sacrificados, o sangue e o
figado foram colhidos e a TTR sérica e a edigdao do figado foram
medidas. Os resultados de TTR sérico e de edicdo de figado séo
mostrados nas FIG.19C e FIG.19D. Camundongos de controle negativo
foram dosados com veiculo TSS.

Exemplo 11. Analise fora do alvo de sgRNAs de TTR em
hepatécitos humanos primarios

[00269] A analise fora do alvo dos sgRNAs direcionados a TTR foi
realizada em hepatdcitos humanos primarios (PHH), como descrito no
Exemplo 5, com as seguintes modificagbes. Os PHH foram plaqueados
a uma densidade de 33.000 células por poco em placas de 96 pocos
revestidas com colageno, como descrito no Exemplo 1. Vinte e quatro
horas apds o plagueamento, as células foram lavadas com meio e
transfectadas usando Lipofectamine RNAIMAX (ThermoFisher, Cat.
13778150) como descrito no Exemplo 1. As células foram transfectadas
com um lipoplex contendo 100 ng de mRNA de Cas9, imediatamente
seguido pela adigao de outro lipoplex contendo 25 nM do sgRNA e 12,5
nM do doador oligo (0,3 uL/pocgo). As células foram lisadas 48 horas
apo6s a transfecgdo e o gDNA foi extraido e analisado como descrito
mais detalhadamente no Exemplo 5. Os dados estdo representados
graficamente na FIG.20.

[00270] A Tabela 30 mostra o numero de sitios de integragao fora do
alvo detectados no PHH e se compara ao numero de sitios que foram
detectados nas células HekCas9 usadas no Exemplo 5. Menos sites
foram detectados no PHH para cada guia testado em comparacao a
linhagem celular HekCas9, sem sitios unicos detectados apenas no
PHH.

Tabela 30. Numero de sitios de integragao fora do alvo detectados
para sgRNAs de TTR em PHH por meio de um ensaio baseado em

insercao de oligo
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# Sitios em # Sitios em células
ID GUIA PHH HekCas9 (Exemplo 5)
G000480 2 11
G000481 0
G000482 2 13
G000483 0
G000484 0 7
G000485 3 22
G000486 0 12
G000487 0 14
G000488 0 0
G000489 2 19
G000490 0 12
G000491 7 28
G000492 5 97
G000493 1
G000494 0
G000495 1 13
G000496 0 1
G000497 3 26
G000498 19 82
G000499 1 4
G000500 12 46
G000501 0 4
G000567 0 9
G000568 11 936
G000570 1 19
G000571 1 16
G000572 2 15

[00271] Ap6s a identificacao de potenciais sitios fora do alvo no PHH

por meio do ensaio de insercéo de oligo, certos sitios potenciais foram
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posteriormente avaliados pelo sequenciamento de amplicons
direcionados, por exemplo, conforme descrito no Exemplo 6. Além dos
sitios potenciais fora do alvo identificados pela estratégia de insercao
de oligo, foram incluidos na analise outros potenciais sitios fora do alvo
identificados pela predigcéo in silico.

[00272] Para esse fim, os PHH foram tratados com LNPs
compreendendo 100 ng de mRNA de Cas9 (SEQ ID NO: 1) e o gRNA
de interesse a 14,68 nM (na razdo de 1:1 em peso), conforme descrito
no Exemplo 4. As LNPs foram preparadas usando o procedimento de
fluxo cruzado descrito acima e purificadas e concentradas usando
colunas PD-10 e unidades de filtro centrifugo Amicon, respectivamente.
As LNPs foram formuladas com uma razdo N:P de 6,0 e continham
lipideo A, colesterol, DSPC e PEG2k-DMG em uma razao molar de
50:38:9:2, respectivamente. Apos o tratamento com LNP, o DNA
gendmico isolado foi analisado por NGS (por exemplo, como descrito
nos Exemplos 1 e 6) para determinar se indels poderiam ser detectados
no potencial sitio fora do alvo, o que seria indicativo de um evento de
clivagem mediado por Cas9. As Tabelas 31 e 32 mostram os sitios
potencialmente fora do alvo que foram avaliados para os gRNAs
G000480 e G000486, respectivamente.

[00273] Como mostrado nas FIG.21A-B e 22A-B e Tabela 33 abaixo,
os indices foram detectados em niveis baixos para apenas dois dos
potenciais sitios fora do alvo identificados pelo ensaio de inserg¢ao de
oligo para G000480 e apenas um para G000486. Nao foram detectados
indels em nenhum dos sitios preditos in silico para nenhum dos guias.
Além disso, os indels foram detectados apenas nesses sitios usando
uma dose quase saturada de LNP, ja que as taxas de indel observadas
nos sitios de destino para G000480 e G000486 foram de ~ 97% e ~
91%, respectivamente (ver a Tabela 33). As coordenadas gendmicas

desses sitios também sao relatadas nas Tabelas 31 e 32, e cada uma
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corresponde a sequéncias que nao codificam nenhuma proteina.
[00274]
determinar a dose mais alta de LNP na qual nenhum alvo externo foi
detectado. Os PHH foram tratados com LNPs compreendendo G000480

ou G000486 como descrito no Exemplo 4. As doses variaram em 11

Foi entdo realizado um ensaio de resposta a dose, a fim de

pontos em relagao a concentragao de gRNA (0,001 nM, 0,002 nM, 0,007
nM, 0,02 nM, 0,06 nM, 0,19 nM, 0,57 nM, 1,72 nM, 5,17 nM, 15,51 nM
e 46,55 nM). Como representado pela linha vertical tracejada nas
FIG.21A-B e 22A-B, as concentracdes mais altas (com relacdo a
concentragao de gRNA) nas quais os potenciais sitios fora do alvo ndo
eram mais detectados para G000480 e G000486 eram de 0,57 nM e
15,51 nM, respectivamente, o que resultou em taxas de indel no alvo de
84,60% e 89,50%, respectivamente.

Tabela 31. Potenciais sitios fora do alvo identificados por detecgao
de insercao e predicao in silico para G000480 avaliados por

sequenciamento de amplicons direcionado

ID de sitio
fora do alvo Ensaio Coordenadas

ID GUIA (OT) utilizado cromossomicas (hg38) Fita
Deteccao de

G000480 INS-OT.1 insergao chr7:94767406-94767426 +
Deteccéao de chr2:192658562-

G000480 INS-OT.2 insergao 192658582 +
Deteccao de

G000480 INS-OT.3 insercao chr7:4834390-4834410 +
Deteccao de

G000480 INS-OT .4 insercao chr20:9216118-9216138 -
Deteccao de chr10:12547071-

G000480 INS-OT.5 insercao 12547091 +
Deteccédo de chr6:168377978-

G000480 INS-OT.6 insercao 168377998 -
Deteccéao de chr12:114144669-

G000480 INS-OT.7 insercao 114144689 -
Deteccao de

G000480 INS-OT.8 insergao chr10:7376755-7376775 +
Deteccao de

G000480 INS-OT.9 insercao chr2:52950299-52950319 +
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Deteccéo de
G000480 INS-OT.10 insercao chr8:56579165-56579185
Detecgédo de chr1:189992255-

G000480 INS-OT.11 insercao 189992275
Predicao in chr10:12547071-

G000480 PRED-OT.1 silico 12547091
Predicao in chrX:119702782-

G000480 PRE-DOT.2 silico 119702802
Predicao in chr1:116544586-

G000480 PRED-OT.3 silico 116544606
Predicéo in

G000480 PRED-OT .4 silico chr6:88282884-88282904
Predicao in chr5:121891868-

G000480 PRED-OT.6 silico 121891888
Predicéo in

G000480 PRED-OT.7 silico chr3:52544945-52544965
Predicao in chr15:36949639-

G000480 PRED-OT.8 silico 36949659
Predicao in

G000480 PRED-OT.9 silico chr5:33866486-33866506
Predicao in chr5:159755754-

G000480 PRED-OT.10 silico 159755774
Predicéo in

G000480 PRED-OT.11 silico chr5:31349859-31349879
Predicao in chr11:79485652-

G000480 PRED-OT.12 silico 79485672
Predicao in chr15:29448864-

G000480 PRED-OT.13 silico 29448884
Predicao in chr5:171153565-

G000480 PRED-OT.14 silico 171153585
Predicao in

G000480 PRED-OT.15 silico chr9:84855273-84855293
Predicao in chr6:159953060-

G000480 PRED-OT.16 silico 159953080
Predicao in chr16:51849024-

G000480 PRED-OT.17 silico 51849044
Predicéo in

G000480 PRED-OT.18 silico chr3:24108809-24108829
Predicao in chr18:41118310-

G000480 PRED-OT.19 silico 41118330
Predicao in chr10:108975241-

G000480 PRED-OT.20 silico 108975261
Predicao in

G000480 PREDO-T.21 silico chr1:44683633-44683653
Predicao in chr2:196214849-

G000480 PRED-OT.22 silico 196214869
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Predicao in chr9:117353544-

G000480 PRED-OT.23 silico 117353564 +
Predicao in

G000480 PRED-OT.24 silico chr1:55583322-55583342 +
Predicao in chr12:28246827-

G000480 PRED-OT.25 silico 28246847 +
Predicao in

G000480 PRED-OT.26 silico chr4:54545361-54545381 +
Predicao in chr13:22364836-

G000480 PRED-OT.27 silico 22364856 +
Predicao in chr13:80816049-

G000480 PRED-OT.28 silico 80816069 +
Predicéo in

G000480 PRED-OT.29 silico chr7:39078622-39078642 +
Predicéo in

G000480 PRED-OT.30 silico chr2:59944386-59944406 +

“INS-OT.N” refere-se a um ID de sitio ndo alvo detectado pela insergao de oligo, em
que N é um numero inteiro especificado acima; “PRED-OT.N refere-se a um ID de
sitio fora do alvo predito via métodos in silico, em que N € um numero inteiro

especificado acima.

Tabela 32. Potenciais locais fora do alvo identificados por detecg¢ao
de insercao e predigcdo in silico para G000486 avaliados por

sequenciamento de amplicons direcionado

ID GUIA ID de sitio | Ensaio Coordenadas Fita
fora do alvo | utilizado cromossomicas (hg38)
(OT)
G000486 | INS-OT .1 Detecgdo de | chr14:77332157-77332177 +
insercéo
G000486 | INS-OT.2 Deteccdo de | chr14:54672059-54672079 -
insercéo
G000486 | INS-OT.3 Detecgdo de | chr4:108513169-108513189 | -
insercéo
G000486 | INS-OT.4 Detecgdo de | chr5:91397023-91397043 -
insercao
G000486 | INS-OT.5 Deteccdo de | chr9:116626135-116626155 | -
insercao
G000486 | INS-OT.6 Detecgdo de | chr6:73201226-73201246 +
insercao
G000486 | INS-OT.7 Deteccdo de | chr16:89368352-89368372 -
insercéo
G000486 | INS-OT.8 Detecgdo de | chr7:56308371-56308391 -
insercéo
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G000486 INS-OT.9 Deteccéo de | chr21:43605667-43605687
insercao

G000486 INS-OT.10 Deteccado de | chr5:26758030-26758050
insercao

G000486 INS-OT.11 Detecgcao de | chr17:30656428-30656448
insercéo

G000486 | INS-OT.12 Detecgcdo de | chr8:130486452-130486472
insercao

G000486 PRED-OT .1 Predicdo in | chr11:44707064-44707084
silico

G000486 PRED-OT.2 Predicdo in | chr5:50775396-50775416
silico

G000486 PRED-OT.3 Predicdo in | chr4:141623949-141623969
silico

G000486 PRED-OT .4 Predicdo in | chr1:223481186-223481206
silico

G000486 PRED-OT.5 Predicdo in | chr6:39951487-39951507
silico

G000486 | PRED-OT.6 | Predicdo in | chrY:5456047-5456067
silico

G000486 PRED-OT.8 Predicdo in | chr6:129868719-129868739
silico

G000486 PRED-OT.9 Predicdo in | chrX:80450312-80450332
silico

G000486 PRED-OT.10 | Predigdo in | chr7:27256771-27256791
silico

G000486 PRED-OT.11 | Predicdo in | chr3:181416528-181416548
silico

G000486 PRED-OT12 | Predicdo in | chr7:146425020-146425040
silico

G000486 PRED-OT.13 | Predicdo in | chr3:16980977-16980997
silico

G000486 PRED-OT.14 | Predicdo in | chr7:118161002-118161022
silico

G000486 PRED-OT.15 | Predicdo in | chr6:102220539-102220559
silico

G000486 PRED-OT.16 | Predigdo in | chr12:127278991-
silico 127279011

G000486 PRED-OT.17 | Predigdo in | chr2:67686631-67686651
silico

G000486 PRED-OT.18 | Predicdo in | chr1:114467665-114467685
silico

G000486 PRED-OT.19 | Predicdo in | chr3:194514436-194514456
silico

G000486 PRED-OT.20 | Predicdo in | chr14:31767581-31767601
silico
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G000486 PRED-OT.21 | Predicdo in | chr16:28706209-28706229 +
silico

G000486 PRED-OT.22 | Predigdo in | chr8:110526279-110526299 | +
silico

G000486 PRED-OT.23 | Predicdo in | chr19:2899814-2899834 +
silico

G000486 PRED-OT.25 | Predigdo in | chr3:130760261-130760281 +
silico

G000486 PRED-OT.26 | Predicdo in | chr11:2506046-2506066 +
silico

G000486 PRED-OT.27 | Predicdo in | chr2:153918318-153918338 | +
silico

G000486 PRED-OT.28 | Predicdo in | chr14:40590226-40590246 +
silico

G000486 PRED-OT.29 | Predicdo in | chr18:806650-806670 +
silico

G000486 PRED-OT.30 | Predigdo in | chr2:117707480-117707500 | +
silico

“INS-OT.N” refere-se a um ID de sitio ndo alvo detectado pela insergao de oligo, em

que N é um numero inteiro especificado acima; "PRED-OT.N" refere-se a um ID de

sitio fora do alvo predito via métodos in silico, em que N € um numero inteiro

especificado.

Tabela 33. Sitios detectados fora do alvo em PHH tratados com LNP
contendo 100 ng de mRNA e 31,03 nM de gRNA

Frequéncia Indel

(usando LNP com

ID de sitio 100 ng de mRNA | Frequéncia

fora do alvo de Cas9 e 14,68 indel desvio
ID GUIA (OT) Tipo de sitio nM de gRNA) padrao
G000480 n/a No alvo 97,33% 1,10%
G000480 INS-OT.2 Fora do alvo 1,43% 0,40%
G000480 INS-OT .4 Fora do alvo 0,97% 0,25%
G000486 n/a No alvo 91,33% 1,97%
G000486 INS-OT .4 Fora do alvo 0,47% 0,06%

Exemplo 12. Distribuicao de LNP ao modelo de camundongo
humanizado de ATTR
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[00275] Um modelo de camundongo transgénico humanizado bem
estabelecido de amiloidose ATTR hereditaria que expressa a forma
mutante patogénica V30M da proteina TTR humana foi usado neste
exemplo. Este modelo de camundongo recapitula o fendtipo de
deposicdo de TTR nos tecidos observados em pacientes com ATTR,
inclusive no sistema nervoso periférico e no trato gastrointestinal (Gl)
(Ver Santos et al., Neurobiol Aging. 2010 Feb;31(2):280-9).

[00276] Os camundongos (com idade aproximada de 4-5 meses)
foram doseados com formulacbées de LNP preparadas usando os
procedimentos de fluxo cruzado e TFF, conforme descrito no Exemplo
1. As LNPs foram formuladas com uma raz&o N:P de 6,0 e continham
lipideo A, colesterol, DSPC e PEG2k-DMG em uma razao molar de
50:38:9:2, respectivamente. As LNPs continham mRNA de Cas9 (SEQ
ID NO: 1) e G000481 ("G481") ou um guia de controle sem
segmentacao G000395 ("G395"; SEQ ID NO: 273), na raz&o de 1:1 de
gRNA:mRNA por peso.

[00277] Os camundongos foram injetados através da veia lateral da
cauda, como descrito no Exemplo 1, com uma dose unica de 1 mg/kg
(de teor total de RNA) de LNP com um grupo n = 10 /. 8 semanas apos
o tratamento, os camundongos foram sacrificados para coleta de
amostras. Os niveis de proteina TTR humana foram medidos no soro e
no liquido cefalorraquidiano (CSF) por ELISA como descrito
anteriormente por Butler et al., Amyloid. 2016 Jun; 23 (2): 109-18. O
tecido do figado foi analisado quanto aos niveis de edi¢do, como
descrito no Exemplo 1. Outros tecidos (estdmago, coélon, nervo ciatico,
ganglio da raiz dorsal (DRG)) foram coletados e processados para
imuno-histoquimica semiquantitativa, como descrito anteriormente por
Gongalves et al., Amyloid. 2014 Sep; 21(3):175-184. A analise
estatistica dos dados de imuno-histoquimica foi realizada pelo teste de

Mann Whitney com valor de p <0,0001.
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[00278] Como mostrado na FIG.23A-B, foi observada edicéo robusta
(49,4%) de TTR em figados de camundongos humanizados apds a dose
unica de LNP compreendendo G481, sem edigdo detectada no grupo
controle. A analise dos eventos de edicdo demonstrou que 96,8% dos
eventos foram insercdes, com as delecdes restantes.

[00279] Como mostrado na FIG.24A-B, os niveis de proteina TTR
diminuiram no plasma, mas ndo no CSF dos camundongos tratados,
com uma queda superior a 99% dos niveis plasmaticos de TTR
observados (p <0,001).

[00280] O knockdown quase completo de TTR observado no plasma
de animais tratados correlacionou-se com a depuracao da deposicao de
amiloide da proteina TTR nos tecidos testados. Como mostrado na
FIG.25, camundongos de controle exibiram coloracdo amiloide em
tecidos que se assemelham a fisiopatologia observada em sujeitos
humanos com ATTR. A diminuicdo do TTR circulante editando o locus
HUTTR V30M resultou em uma diminuicdo dramatica da deposi¢cao de
amiloide nos tecidos. Foi observada redugao de aproximadamente 85%
ou melhor na coloracédo de TTR nos tecidos tratados 8 semanas apds o
tratamento (FIG.25).

Exemplo 13. Knockdown de mRNA de TTR em hepatécitos
humanos primarios (PHH)

[00281] Em um experimento, PHH foram cultivadas e tratadas com
LNPs compreendendo mRNA de Cas9 (SEQ ID NO: 1) e um gRNA de
interesse (Ver FIG.29, Tabela 34), como descrito no Exemplo 4. As
LNPs foram preparadas usando o procedimento de fluxo cruzado
descrito acima e purificado e concentrado usando colunas PD-10 e
unidades de filtro centrifugo Amicon, respectivamente. As LNPs foram
formuladas com uma razao N:P de 6,0 e continham lipideo A, colesterol,
DSPC e PEG2k-DMG em uma razdo molar de 50:38:9:2,
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respectivamente. As LNPs compreendiam uma razdo de gRNA:mRNA
de 1:2, e as células foram tratadas na dose de 300 ng (com relagao a
guantidade de carga de mRNA distribuida).

[00282] Noventa e seis (96) horas apds o tratamento com LNP (com
triplicados biolégicos para cada condi¢gao), o mRNA foi purificado a partir
de células PHH usando o kit mRNA DIRECT da Dynabeads
(ThermoFisher Scientific) de acordo com o protocolo do fabricante. A
transcricdo reversa (RT) foi realizada com a transcriptase reversa
Maxima (ThermoFisher Scientific) e um iniciador poli-dT. O cDNA
resultante foi purificado com Ampure XP Beads (Agencourt). Para PCR
quantitativo, 2% do cDNA purificado foi amplificado com Tagman Fast
Advanced Mastermix e 3 conjuntos de sondas Tagman, TTR (ID do
ensaio: Hs00174914_m1), GAPDH (ID do ensaio: Hs02786624 g1) e
PPIB (ID do ensaio: Hs00168719_m1). Os ensaios foram realizados no
sistema de PCR em tempo real QuantStudio 7 Flex, de acordo com as
instrucdes do fabricante (Life Technologies). A expresséao relativa do
MRNA de TTR foi calculada normalizando para os controles enddgenos
(GAPDH e PPIB) individualmente, e depois a média.

[00283] Como mostrado na FIG.29 e reproduzido numericamente na
Tabela 34 abaixo, cada uma das formulagdes de LNP testadas resultou
em knockdown do mRNA de TTR, em comparagdo com o controle
negativo (ndo tratado). Os grupos na FIG.29 e na Tabela 34 séo
identificados pelo gRNA ID usado em cada preparagdo de LNP. A
expressao relativa do mRNA de TTR é representada na FIG.29,

enquanto a porcentagem de knockdown do mRNA de TTR é fornecida

na Tabela 34.

Tabela 34.
ID GUIA % média de Knckdown Desvio padrao
G000480 95,19 1,68
G000481 91,39 2,39
G000482 82,31 4,51
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G000483 68,78 13,45
G000484 75,22 9,05
G000488 92,77 3,76
G000489 91,85 2,77
G000490 78,34 5,76
G000493 87,53 4,54
G000494 91,15 3,63
G000499 91,38 1,71
G000500 92,90 3,15
G000567 90,89 5,39
G000568 53,44 20,20
G000570 93,38 2,66
G000571 96,17 2,07
G000572 55,92 24,53

[00284] Em um experimento separado, o knockdown de mRNA de
TTR foi avaliado apdés o tratamento com LNPs compreendendo
G000480, G000486 e GOO0502. As LNPs foram formuladas e o PHH foi
cultivado e tratado com as LNPs, cada um como descrito na experiéncia
acima neste Exemplo, com a excec¢éo de que as células foram tratadas
com uma dose de 100 ng (com relagéo a quantidade de carga de mRNA
distribuida).

[00285] Noventa e seis (96) horas apdés o tratamento com LNP
(tratamento unico para cada condigcdo), o mRNA foi purificado das
células PHH usando o kit Dynabeads mRNA DIRECT (ThermoFisher
Scientific) de acordo com o protocolo do fabricante. A transcricdo
reversa (RT) foi realizada com o kit de transcricao reversa de cDNA de
alta capacidade (ThermoFisher Scientific) de acordo com as instrugdes
do fabricante. Para PCR quantitativa, 2% do cDNA foi amplificado com
Tagman Fast Advanced Mastermix e 3 conjuntos de sondas Tagman,
TTR (ID do ensaio: Hs00174914_m1), GAPDH (ID do ensaio:
Hs02786624_g1) e PPIB (ID do ensaio: Hs00168719_m1). Os ensaios

foram realizados no sistema de PCR em tempo real QuantStudio 7 Flex,
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de acordo com as instrugdes do fabricante (Life Technologies). A
expressao relativa do mRNA de TTR foi calculada normalizando para os
controles enddgenos (GAPDH e PPIB) individualmente, e depois a
média.

[00286] Como mostrado na FIG.30 e reproduzido numericamente na
Tabela 35 abaixo, cada uma das formulagdes de LNP testadas resultou
em knockdown do mRNA de TTR, em comparagdo com o controle
negativo (ndo tratado). Os grupos na FIG.30 e na Tabela 35 séo
identificados pelo gRNA ID usado em cada preparagdo de LNP. A
expressao relativa de mRNA de TTR é representada na FIG.30,

enquanto a porcentagem de knockdown de mRNA de TTR é fornecida

na Tabela 35.
Tabela 35.
% média de Desvio
ID GUIA Knckdown padrao
G000480 95,61 0,92
G000486 97,36 0,63
G000502 90,94 2,63

Tabela de Sequéncias
[00287] A tabela de sequéncia a seguir fornece uma lista de
sequéncias aqui divulgadas. Entende-se que, se uma sequéncia de
DNA (compreendendo Ts) for referenciada em relacdo a um RNA, Ts
devera ser substituido por Us (que pode ser modificado ou nao,

dependendo do contexto) e vice-versa.

Peticao 870200059104, de 13/05/2020, pag. 327/405



234/319

Descrigao

Sequéncia

SEQ
ID No.

Transcrito Cas9
com 5 UTR de
HSD, ORF
correspondence
a SEQ ID NO:
204, sequéncia
Kozal, e 3’ UTR
de ALB

GGETCCCGCAGTCEECETCCAGCGECTCTGCTTGTTCGTEGTGTGTGTCGTT
GCAGGCCTTATTCGGATCCGCCACCATGGACAAGAAGTACAGCATCGGACT
GGACATCGGAACAAACAGCGTCGGATGGGCAGTCATCACAGACGAATACAR
GGTCCCGAGCAAGAAGTTCAAGGTCCTGGGARACACAGACAGACACAGCAT
CAAGAAGAACCTGATCCGGAGCACTGCTGTTCGACAGCGGAGAAACAGCAGA
AGCAACAAGACTGAAGAGAACAGCAAGAAGAAGATACACAAGAAGAAAGAR
CAGAATCTGCTACCTGCAGGAAATCTTCAGCAACGAAATGGCAAAGGTCGA
CGACAGCTTCTTCCACAGACTGGAAGAAAGCTTCCTGGTCGAAGAAGACAR
GAAGCACGAAAGACACCCGATCTTCGGAAACATCGTCGACGAAGTCGCATA
CCACGAAAAGTACCCGACAATCTACCACCTGAGAAAGAAGCTGGTCGACAG
CACAGACAAGGCAGACCTGAGACTGATCTACCTGGCACTGGCACACATGAT
CAAGTTCAGAGGACACTTCCTGATCGAAGGAGACCTGAACCCGGACAACAG
CGACGTCGACAAGCTGTTCATCCAGCTGGTCCAGACATACAACCAGCTGTT
CGAAGAAAACCCGATCAACGCAAGCGGAGTCGACGCAAAGGCAATCCTGAG
CGCAAGACTGAGCAAGAGCAGAAGACTGGAARACCTGATCGCACAGCTGCC
GGGAGAAAAGAAGAACCGACTGTTCGGAAACCTGATCGCACTGAGCCTGGE
ACTGACACCGAACTTCAAGAGCAACTTCGACCTGGCAGAAGACGCAAAGCT
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GCAGCTGAGCAAGCACACATACCACCACGACCTCGACAACTTCCTGGUACA
GATCGGAGACCAGTACGCAGACCTGTTCCTGGCAGCARAGAACCTGAGCGA
CGCAATCCTGCTGAGCGACATCCTGAGAGTCAACACAGAMATCACAAAGGC
ACCGCTGAGCGCAAGCATGATCAAGAGATACGACGAACACCACCAGGACCT
GACACTGCTGAAGGCACTGGTCAGACAGCAGCTGCCGGAMAAGTACAAGGA
AATCTTCTTCGACCAGAGCAAGAACGGATACGCAGGATACATCGACGGAGE
AGCAAGCCAGGAAGAATTCTACAAGTTCATCAAGCCGATCCTGGAAARGAT
GGACGGAACAGAAGAACTGCTGGTCAAGCTGAACAGAGAAGACCTGCTGAG
AAAGCAGAGAACATTCGACAACGGAAGCATCCCGCACCAGATCCACCTGGE
AGAACTGCACGCAATCCTGAGAAGACAGGAAGACTTCTACCCGTTCCTGAA
GGACAACAGAGAAAAGATCGAAAAGATCCTGACATTCAGAATCCCGTACTA
CGTCGGACCGCTGGCAAGAGGARACAGCAGATTCGCATGGATGACAAGAAA
GAGCGAAGAAACAATCACACCGTGGAACTTCGARGAAGTCGTCGACAAGGG
AGCAAGCGCACAGAGCTTCATCGAAAGAATCGACAAACTTCGACAAGAACCT
GCCGAACGAAAAGGTCCTGCCGAAGCACAGCCTGCTGTACGAATACTTCAC
AGTCTACAACGAACTGACAAAGGTCAAGTACGTCACAGAAGGAATGAGAAN
GCCGGCATTCCTGAGCGGAGAACAGAAGAAGGCAATCGTCGACCTGCTGTT
CAAGACAARCAGAANGGTCACAGTCAAGCAGCTGAAGGAAGACTACTTCAA
GAAGATCGAATGCTTCGACAGCGTCGAAATCAGCGGAGTCGAAGACAGATT
CAACGCAAGCCTGGGAACATACCACGACCTGCTGAAGATCATCAAGGACAA
GGACTTCCTGGACAACGAAGAAAACGAAGACATCCTGGAAGACATCGTCCT
GACACTGACACTGTTCGAAGACAGAGAAATGATCGAAGAAAGACTGAAGAC
ATACGCACACCTGTTCGACGACAAGGTCATGAAGCAGCTGAAGAGAAGAAG
ATACACAGGATGGGGAAGACTGAGCAGAAAGCTGATCAACGGAATCAGAGA
CAAGCAGAGCGGAAAGACAATCCTGGACTTCCTGAAGAGCGACGGATTCGC
AARCAGAARCTTCATGCAGCTGATCCACGACGACAGCCTGACATTCAAGGA
AGACATCCAGRAGGCACAGGTCAGCGGACAGGGAGACAGCCTGCACGAACA
CATCGCAAACCTGGCAGGAAGCCCGGCAATCAAGAAGGGAATCCTGCAGAC
AGTCAAGGTCGTCGACGAACTGGTCAAGGTCATGGGAAGACACAAGCCGGA
AAACATCGTCATCGAAATGGCAAGAGAARACCAGACAACACAGAAGGGACA
GAAGAACAGCAGAGAAAGAATGAAGAGAATCGARGARGGAATCAAGGAACT
GGGAAGCCAGATCCTGAAGGAACACCCGGTCGARAACACACAGCTGCAGAA
CGAAAAGCTGTACCTGTACTACCTGCAGAACGGAAGAGACATGTACGTCGA
CCAGGAACTGGACATCAACAGACTGAGCGACTACGACGTCGACCACATCGT
CCCGCAGAGCTTCCTGAAGGACGACAGCATCGACAACAAGGTCCTGACAAG
AAGCGACAAGAACAGAGGAAAGAGCGACAACGTCCCGAGCGAAGAAGTCGT
CAAGAAGATGAAGAACTACTGGAGACAGCTGCTGAACGCAAAGCTGATCAC
ACAGAGARAGTTCGACAACCTGACAAAGGCAGAGAGAGGAGGACTGAGCGA
ACTGGACAAGGCAGGATTCATCAAGAGACAGCTGGTCGAMACAAGACAGAT
CACAAAGCACGTCGCACAGATCCTGGACAGCAGAATGAACACAAAGTACGA
CGAAAACGACAAGCTGATCAGAGAAGTCAAGGTCATCACACTGAAGAGCAA
GCTGGTCAGCGACTTCAGAAACGACTTCCAGTTCTACAAGGTCAGAGARAT
CAACAACTACCACCACGCACACGACGCATACCTGAACGCAGTCGTCGGAAC
AGCACTGATCAAGAAGTACCCGAAGCTGGAAAGCGAATTCGTCTACGGAGA
CTACAAGGTCTACGACGTCAGAAAGATGATCGCAAAGAGCGAACAGGAMAT
CGGAAAGGCAACAGCAAAGTACTTCTTCTACAGCAACATCATGAACTTCTT
CAAGACAGAAATCACACTGGCAAACGGAGAAATCAGARAGAGACCGCTGAT
CGAMACAAACGGAGAMACAGGAGARATCGTCTGGGACAAGGGAAGAGACTT
CGCAACAGTCAGAAAGCTCCTGAGCATGCCGCAGGTCAACATCGTCAAGAA
GACAGAAGTCCAGACAGGAGGATTCAGCAAGGARAGCATCCTGCCGAAGAG
AAACAGCGACAAGCTGATCGCARGAAACAACGACTGGGACCCGAAGAAGTA
CGGAGGATTCGACAGCCCGACAGTCGCATACAGCGTCCTGGTCGTCGCAAA
GGTCGAAAAGGGAAACAGCAACAAGCTGAAGAGCGTCAAGGARCTGCTGGE
AATCACAATCATGGAAAGAAGCAGCTTCGAAAAGAACCCGATCGACTTCCT
GGAAGCAAAGGGATACAAGGAAGTCAAGAAGGACCTGATCATCAAGCTGCC
GAAGTACAGCCTGTTCGAACTGGAARACGGAAGAAAGAGAATGCTGGCAAG
CGCAGGAGAACTGCAGAAGGGAAACGAACTGGCACTGCCGAGCAAGTACGT
CAARCTTCCTGTACCTGGCAAGCCACTACGAARAGCTGAAGGGAAGCCCGGA
AGACAACGAACAGAAGCAGCTCTTCGTCGAACAGCACAAGCACTACCTGGA
CGAAATCATCGAACAGATCAGCGAATTCAGCAAGAGAGTCATCCTGGCAGA
CGCAAACCTGGACAAGGTCCTGAGCGCATACAACAAGCACAGAGACAAGCC
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GATCAGAGAACAGGCAGAAAACATCATCCACCTGTTCACACTGACAAACCT
GGGAGCACCGGCAGCATTCAAGTACTTCGACACAACAATCGACAGAAAGAG
ATACACAAGCACAAAGGAAGTCCTGGACGCAACACTGATCCACCAGAGCAT
CACAGGACTGTACGAARCAAGAATCGACCTGAGCCAGCTGGGAGGAGACGE
AGGAGGAAGCCCGAAGAAGAAGAGAAAGGTCTAGCTAGCCATCACATTTAA
AAGCATCTCAGCCTACCATGAGAATAAGAGARAGAAAATGAAGATCAATAG
CTTATTCATCTCTTTTTCTTTTTCGTTGGTGTARAGCCAACACCCTGTCTA
AAAMACATAAATTTCTTTAATCATTTTGCCTCTTTTCTCTGTGCTTCAATT
AATAAAAAATGGAAAGAACCTCGAG

Transcrito de
Cas9
compreendendo
Cas9 ORF
correspondente
a SEQ ID NO:
205 usando
cédons com
expressao
geralmente alta
em humanos

GGGETCCCGCAGTCGGCETCCAGCGGCTCTGCTTGTTCGTGTGTGTGTCGTT
GCAGGCCTTATTCGGATCCATGCCTAAGAAAAAGCGGAAGGTCGACGGGGA
TAAGAAGTACTCAATCCGGCTGGATATCGGAACTAATTCCGTGGGTTGGGE
AGTGATCACGGATGAATACAAAGTGCCGTCCAAGAAGTTCAAGGTCCTGGG
GAACACCGATAGACACAGCATCAAGAAAAATCTCATCGGAGCCCTGCTGTT
TGACTCCGGCGAAACCGCAGAAGCGACCCGGCTCAAACGTACCGCGAGGCG
ACGCTACACCCGGCGGAAGAATCGCATCTGCTATCTGCAAGAGATCTTTTC
GAACGAAATGGCAAAGGTCGACGACAGCTTCTTCCACCGCCTGGAAGAATC
TTTCCTGETGCGAGGAGCGACAACAAGCATGAACGGCATCCTATCTTTGGAAR
CATCGTCGACGAAGTGCGCGTACCACGAAAACTACCCGACCATCTACCATCT
GCGGAAGAAGTTGGTTGACTCAACTGACAAGGCCGACCTCAGATTGATCTA
CTTGGCCCTCGCCCATATGATCARATTCCGCGGACACTTCCTGATCGAAGE
CGATCTGAACCCTGATAACTCCGACGTGGATAAGCTTTTCATTCAACTGGT
GCAGACCTACAACCAACTGTTCGAAGAAAACCCAATCAATGCTAGCGGCGT
CGATGCCAAGGCCATCCTGTCCGCCCGGCTGTCGAAGTCGCGGCGCCTCGA
AAACCTGATCGCACAGCTGCCGGGAGAGAAARAGAACGGACTTTTCGGCAR
CTTGATCGCTCTCTCACTGGGACTCACTCCCAATTTCAAGTCCAATTTTGA
CCTGGCCGAGGACGCGAAGCTGCARCTCTCARAAGGACACCTACGACGACGA
CTTGGACAATTTGCTGGCACAARTTGGCGATCAGTACGCGGATCTGTTCCT
TGCCGCTAAGAACCTTTCGGACGCAATCTTGCTGTCCGATATCCTGCGCGT
GAACACCGAAATAACCAAAGCGCCGCTTAGCGCCTCGATGATTAAGCGGTA
CGACGAGCATCACCAGGATCTCACGCTGCTCAAAGCGCTCGTGAGACAGCA
ACTGCCTGAAAAGTACAAGGAGATCTTCTTCGACCAGTCCAAGAATGGGTA
CGCAGGGTACATCGATGGAGGCGCTAGCCAGGAAGAGTTCTATAAGTTCAT
CAAGCCAATCCTGGAAAAGATGGACGGAACCGAAGAACTGCTGGTCAAGCT
GAACAGGGAGGATCTGCTCCGGAAACAGAGAACCTTTGACAACGGATCCAT
TCCCCACCAGATCCATCTGGGTGAGCTGCACGCCATCTTGCGGCGCCAGGA
GGACTTTTACCCATTCCTCAAGGACAACCGGGAAAAGATCGAGAARATTCT
GACGTTCCGCATCCCGTATTACGTGGGCCCACTGGCGCGCGGCAATTCGCG
CTTCGCGTGGATGACTAGARAATCAGAGGAAACCATCACTCCTTGGAATTT
CGAGGAAGTTGTGGATAAGGGAGCTTCGGCACARAGCTTCATCGAACGAAT
GACCAACTTCGACAAGAATCTCCCAAACGAGAAGGTGCTTCCTAAGCACAG
CCTCCTTTACGAATACTTCACTGTCTACAACGAACTGACTAAAGTGAAATA
CGTTACTGAAGGAATGAGGAAGCCGGCCTTTCTGTCCGGAGAACAGAAGAR
AGCAATTGTCGATCTGCTGTTCAAGACCAACCGCAAGGTGACCGTCAAGCA
GCTTARAGAGGACTACTTCAAGAAGATCGAGTGTTTCGACTCAGTGGAAAT
CAGCGGGGTGGAGGACAGATTCAACGCTTCGCTGGGAACCTATCATGATCT
CCTGAAGATCATCAAGGACAAGGACTTCCTTGACAACGAGGAGAACGAGGA
CATCCTGGAAGATATCGTCCTGACCTTGACCCTTTTCGAGGATCGCGAGAT
GATCGAGGAGAGGCTTAAGACCTACGCTCATCTCTTCGACGATAAGGTCAT
GAAACAACTCAAGCGCCGCCGGTACACTGGTTGGGGCCGCCTCTCCCGCAA
GCTGATCAACGGTATTCGCGATAAACAGAGCGGTAARACTATCCTGGATTT
CCTCAAATCGGATGGCTTCGCTAATCGTAACTTCATGCAATTGATCCACGA
CGACAGCCTGACCTTTAAGGAGGACATCCAARARGCACAAGTGTCCGGACA
GGGAGACTCACTCCATGAACACATCGCGAATCTGGCCGGTTCGCCGGCGAT
TAAGAAGGGAATTCTGCAAACTGTGAAGGTGGTCGACGAGCTGGTGAAGGT
CATGGGACGGCACAMACCGGAGAATATCGTGATTGAAATGGCCCGAGARAR
CCAGACTACCCAGAAGGGCCAGAAAAACTCCCGCGAAAGGATGAAGCGGAT
CGAAGAAGGAATCAAGGAGCTGGGCAGCCAGATCCTGAAAGAGCACCCGGT
GGAMAACACGCAGCTGCAGAACGAGAAGCTCTACCTGTACTATTTGCAAAR
TGGACGGGACATGTACCTGGACCAAGAGCTGGACATCAATCGGTTGTCTGA
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TTACGACGTGGACCACATCGTTCCACAGTCCTTTCTGAAGGATGACTCGAT
CGATAACAAGGTGTTGACTCGCAGCGACAAGAACAGAGGGAAGTCAGATAA
TGTGCCATCGGAGGAGGTCGTCGAAGAACGATCGAAGAATTACTGGCGGCAGCT
CCTGAATGCGAAGCTGATTACCCAGAGAAAGTTTGACAATCTCACTAAAGC
CGAGCGCGGCGGACTCTCAGAGCTGGATAAGGCTGGATTCATCARACGGCA
GCTGGTCGAGACTCGGCAGATTACCAAGCACGTGGCGCAGATCTTGGACTC
CCGCATGAACACTARATACGACGAGAACGATAAGCTCATCCGGGAAGTGAA
GGTGATTACCCTGAAAAGCAAACTTGTGTCGGACTTTCGGAAGGACTTTCA
GTTTTACAAAGTGAGAGAAATCAACAACTACCATCACGCGCATGACGCATA
CCTCAACGCTGTGGTCGGTACCGCCCTGATCAAAAAGTACCCTAAACTTGA
ATCGGAGTTTGTGTACGGAGACTACAAGGTCTACGACGTGAGGAAGATGAT
AGCCAAGTCCGAACAGGAAATCGGGAAAGCAACTGCGAAATACTTCTTTTA
CTCAAACATCATGAACTTTTTCAAGACTGAAATTACGCTGGCCAATGGAGA
AATCAGGAAGAGGCCACTGATCGARACTAACGCGAGARACGGGCGARATCGET
GTGGGACAAGGGCAGGGACTTCGCAACTGTTCGCAAAGTGCTCTCTATGCC
GCAAGTCAATATTGTGAAGAAARCCGAAGTGCARACCGGCGGATTTTCAAA
GGAATCGATCCTCCCAAAGAGAAATAGCGACAAGCTCATTGCACGCAAGAA
AGACTGGGACCCGAAGAAGTACGGAGGATTCGATTCGCCGACTGTCGCATA
CTCCGTCCTCGTGETGGCCAAGGTGGACGAAGGCGAAAGAGCAAAAAGCTCAA
ATCCGTCAAAGAGCTGCTGGGGATTACCATCATGGAACGATCCTCGTTCGA
GAAGAACCCGATTGATTTCCTCGAGGCGAAGGCTTACAAGGAGGTGAAGAA
GGATCTGATCATCAAACTCCCCAAGTACTCACTGTTCGAACTGGAARAATGG
TCGGAAGCGCATGCTGECTTCGGCCGGAGAACTCCARAAAAGGAAATGAGCT
GGCCTTGCCTAGCAAGTACGTCAACTTCCTCTATCTTGCTTCGCACTACGA
AAAACTCAAAGGGTCACCGGAAGATAACGAACAGAAGCAGCTTTTCGTGGA
GCAGCACAAGCATTATCTGGATGAAATCATCGAACAAATCTCCGAGTTTTC
AAAGCGCGTGATCCTCGCCGACGCCAACCTCGACAARGTCCTGTCGGCCTA
CAATAAGCATAGAGATAAGCCGATCAGAGAACAGGCCGAGAACATTATCCA
CTTGTTCACCCTGACTAACCTGGGAGCCCCAGCCGCCTTCAAGTACTTCGA
TACTACTATCGATCGCAAAAGATACACGTCCACCAAGGAAGTTCTGGACGC
GACCCTGATCCACCAARGCATCACTGGACTCTACGARACTAGGATCGATCT
GTCGCAGCTGGGTGGCCATTGATAGTCTAGCCATCACATTTAAAAGCATCT
CAGCCTACCATGAGAATAAGAGAAAGAAAATGAAGATCAATAGCTTATTCA
TCTCTTTTTCTTTTTCGTTGGTGTARAGCCAACACCCTGTCTAAARAACAT
AAATTTCTTTAATCATTTTGCCTCTTTTCTCTGTGCTTCAATTAATAAAAA
ATGGAAAGAACCTCGAG

sequéncia  de
sgRNA
modificada ("N"
pode ser
qualquer
nucleotideo
natural ou nao

natural)

MR~ IR MmN~ RNNNNNRNNANNN NN NG UUTUAGAMGIC MUmMAMGIATILAN
OmAMCmCAAGUUAAAATAAGGCUAGUCCGUUAUCAMAMCMUmUmGmAMAMA
mAMANGMUIMGMGmMCMANCHCmGMANGMUNCMGGMUnGmTmU *miU*mU*mU

30/30/39
sequéncia poli-A

AAARAAAAAAARAAAAARAAAARAAAAAAAGCGAAAARAARAAAAAAARAA
AAARAMAADAANCCCGARAARAANAAPARAAADANAAANARNAADAADARRAR
ARA

CR003335
gRNA
direcionado a
TTR
(Exon 1)

humana

CUGCUCCuUCCUCuUGCCcuUuGC

CR003336
gRNA

CCUCCUCUGCCUUGCUGGAC
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direcionado a
TTR humana
(Exon 1)

CR003337
gRNA
direcionado a
TTR humana
(Exon 1)

CCAGUCCAGCAAGGCAGAGG

CR003338
gRNA
direcionado a
TTR humana
(Exon 1)

AUACCAGUCCAGCAAGGCAG

CR003339
gRNA
direcionado a
TTR humana
(Exon 1)

ACACAAAUACCAGUCCAGCA

CR003340
gRNA
direcionado a
TTR humana
(Exon 1)

UGGACUGGUAUUUGUGUCUG

10

CR0033341
gRNA
direcionado a
TTR humana
(Exon 1)

CUGGUAUUUGUGUCUGAGGC

11

CR003342
gRNA
direcionado a
TTR humana
(Exon 2)

CUUCUCUACACCCAGGGCAC

12

CR003343
gRNA

CAGAGGACACUUGGAUUCAC

13
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direcionado a
TTR humana
(Exon 2)

CR003344
gRNA
direcionado a
TTR humana
(Exon 2)

UUUGACCAUCAGAGGACACU

14

CR003345
gRNA
direcionado a
TTR humana
(Exon 2)

UCUAGAACUUUGACCAUCAG

15

CR003346
gRNA
direcionado a
TTR humana
(Exon 2)

AAAGUUCUAGAUGCUGUCCG

16

CR003347
gRNA
direcionado a
TTR humana
(Exon 2)

CAUUGAUGGCAGGACUGCCU

17

CR003348
gRNA
direcionado a
TTR humana
(Exon 2)

AGGCAGUCCUGCCAUCAAUG

18

CR003349
gRNA
direcionado a
TTR humana
(Exon 2)

UGCACGGCCACAUUGAUGGC

19

CR003350
gRNA

CACAUGCACGGCCACAUUGA

20
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direcionado a
TTR humana
(Exon 2)

CR003351
gRNA
direcionado a
TTR humana
(Exon 2)

AGCCUUUCUGAACACAUGCA

21

CR003352
gRNA
direcionado a
TTR humana
(Exon 2)

GAAAGGCUGCUGAUGACACC

22

CR003353
gRNA
direcionado a
TTR humana
(Exon 2)

AAAGGCUGCUGAUGACACCU

23

CR003354
gRNA
direcionado a
TTR humana
(Exon 2)

ACCUGGGAGCCAUUUGCCUC

24

CR003355
gRNA
direcionado a
TTR humana
(Exon 2)

CCCAGAGGCAAAUGGCUCCC

25

CR003356
gRNA
direcionado a
TTR humana
(Exon 2)

GCAACUUACCCAGAGGCAAA

26

CR003357
gRNA

UUCUUUGGCAACUUACCCAG

27
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direcionado a
TTR humana
(Exon 2)

CR003358
gRNA
direcionado a
TTR humana
(Exon 3)

AUGCAGCUCUCCAGACUCAC

28

CR003359
gRNA
direcionado a
TTR humana
(Exon 3)

AGUGAGUCUGGAGAGCUGCA

29

CR003360
gRNA
direcionado a
TTR humana
(Exon 3)

GUGAGUCUGGAGAGCUGCAU

30

CR003361
gRNA
direcionado a
TTR humana
(Exon 3)

GCUGCAUGGGCUCACAACUG

31

CR003362
gRNA
direcionado a
TTR humana
(Exon 3)

GCAUGGGCUCACAACUGAGG

32

CR003363
gRNA
direcionado a
TTR humana
(Exon 3)

ACUGAGGAGGAAUUUGUAGA

33

CR003364
gRNA

CUGAGGAGGAAUUUGUAGAA

34
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direcionado a
TTR humana
(Exon 3)

CR003365
gRNA
direcionado a
TTR humana
(Exon 3)

UGUAGAAGGGAUAUACAAAG

35

CR003366
gRNA
direcionado a
TTR humana
(Exon 3)

AAAUAGACACCAAAUCUUAC

36

CR003367
gRNA
direcionado a
TTR humana
(Exon 3)

AGACACCAAAUCUUACUGGA

37

CR003368
gRNA
direcionado a
TTR humana
(Exon 3)

AAGUGCCUUCCAGUAAGAUU

38

CR003369
gRNA
direcionado a
TTR humana
(Exon 3)

CUCUGCAUGCUCAUGGAAUG

39

CR003370
gRNA
direcionado a
TTR humana
(Exon 3)

CCUCUGCAUGCUCAUGGAAU

40

CRO003371
gRNA

ACCUCUGCAUGCUCAUGGAA

41
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direcionado a
TTR humana
(Exon 3)

CR003372
gRNA
direcionado a
TTR humana
(Exon 3)

UACUCACCUCUGCAUGCUCA

42

CR003373
gRNA
direcionado a
TTR humana
(Exon 4)

GUAUUCACAGCCAACGACUC

43

CR003374
gRNA
direcionado a
TTR humana
(Exon 4)

GCGGCGGGGGCCGGAGUCGU

44

CR003375
gRNA
direcionado a
TTR humana
(Exon 4)

AAUGGUGUAGCGGCGGGGGC

45

CR003376
gRNA
direcionado a
TTR humana
(Exon 4)

CGGCAAUGGUGUAGCGGCGG

46

CR003377
gRNA
direcionado a
TTR humana
(Exon 4)

GCGGCAAUGGUGUAGCGGCG

47

CR003378
gRNA

GGCGGCAAUGGUGUAGCGGC

48
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direcionado a
TTR humana
(Exon 4)

CR003379
gRNA
direcionado a
TTR humana
(Exon 4)

GGGCGGCAAUGGUGUAGCGG

49

CR003380
gRNA
direcionado a
TTR humana
(Exon 4)

GCAGGGCGGCAAUGGUGUAG

50

CR003381
gRNA
direcionado a
TTR humana
(Exon 4)

GGGGCUCAGCAGGGCGGCAA

51

CR003382
gRNA
direcionado a
TTR humana
(Exon 4)

GGAGUAGGGGCUCAGCAGGG

52

CR003383
gRNA
direcionado a
TTR humana
(Exon 4)

AUAGGAGUAGGGGCUCAGCA

53

CR003384
gRNA
direcionado a
TTR humana
(Exon 4)

AAUAGGAGUAGGGGCUCAGC

54

CR003385
gRNA

CCCCUACUCCUAUUCCACCA

55
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direcionado a
TTR humana
(Exon 4)

CR003386
gRNA
direcionado a
TTR humana
(Exon 4)

CCGUGGUGGAAUAGGAGUAG

56

CR003387
gRNA
direcionado a
TTR humana
(Exon 4)

GCCGUGGUGGAAUAGGAGUA

57

CR003388
gRNA
direcionado a
TTR humana
(Exon 4)

GACGACAGCCGUGGUGGAAU

58

CR003389
gRNA
direcionado a
TTR humana
(Exon 4)

AUUGGUGACGACAGCCGUGG

59

CR003390
gRNA
direcionado a
TTR humana
(Exon 4)

GGGAUUGGUGACGACAGCCG

60

CR003391
gRNA
direcionado a
TTR humana
(Exon 4)

GGCUGUCGUCACCAAUCCCA

61

CR003392
gRNA

AGUCCCUCAUUCCUUGGGAU

62
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direcionado a
TTR humana
(Exon 4)

CR005298
gRNA
direcionado a
TTR humana
(Exon 1)

UCCACUCAUUCUUGGCAGGA

63

CR005299
gRNA
direcionado a
TTR humana
(Exon 4)

AGCCGUGGUGGAAUAGGAGU

64

CR005300
gRNA
direcionado a
TTR humana
(Exon 1)

UCACAGAAACACUCACCGUA

65

CR005301
gRNA
direcionado a
TTR humana
(Exon 1)

GUCACAGAAACACUCACCGU

66

CR005302
gRNA
direcionado a
TTR humana
(Exon 2)

ACGUGUCUUCUCUACACCCA

67

CR005303
gRNA
direcionado a
TTR humana
(Exon 2)

UGAAUCCAAGUGUCCUCUGA

68

CR005304
gRNA

GGCCGUGCAUGUGUUCAGAA

69
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direcionado a
TTR humana
(Exon 2)

CR005305
gRNA
direcionado a
TTR humana
(Exon 3)

UAUAGGAAAACCAGUGAGUC

70

CR005306
gRNA
direcionado a
TTR humana
(Exon 3)

AAAUCUUACUGGAAGGCACU

71

CR005307
gRNA
direcionado a
TTR humana
(Exon 4)

UGUCUGUCUUCUCUCAUAGG

72

CR000689
gRNA
direcionado a
TTR Cyno

ACACAAAUACCAGUCCAGCG

73

CR005364
gRNA
direcionado a
TTR Cyno

AAAGGCUGCUGAUGAGACCU

74

CR005365
gRNA
direcionado a
TTR Cyno

CAUUGACAGCAGGACUGCCU

75

CR005366
gRNA
direcionado  a
TTR Cyno

AUACCAGUCCAGCGAGGCAG

76

CR005367

CCAGUCCAGCGAGGCAGAGG

7
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gRNA

direcionado a

TTR Cyno

CR005368 CCUCCUCUGCCUCGCUGGAC 78

gRNA

direcionado a

TTR Cyno

CR005369 AAAGUUCUAGAUGCCGUCCG 79

gRNA

direcionado a

TTR Cyno

CR005370 ACUUGUCUUCUCUAUACCCA 80

gRNA

direcionado a

TTR Cyno

CR005371 AAGUGACUUCCAGUAAGAUU 81

gRNA

direcionado a

TTR Cyno

CR005372 AAAAGGCUGCUGAUGAGACC 82

gRNA

direcionado a

TTR Cyno
N&o utilizado 83
N&o utilizado 84
N&o utilizado 85
N&o utilizado 86

G040 | | 87

seq uéncia mAmAmGMUNCMCmCmARCECmCmANCmUNCmGmGmUnGmCmU *mU*mU*mU

modificada de

sgRNA

direcionada a

TTR humana

5000481 DMAMCRCAAGUUANAATPAGGCUAGDCCGTTATC AmA U, | 88

Seq uéncia mAmARGMUMGMGMCMARCERCMGMAMGMUNCHGmGMUMGMCmMU *mi *mU*mU
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modificada de

sgRNA

direcionada a

TTR humana

G000482 mUmGC*mU* ACAACCCAUAUACAAACCUUUUAGAMCMCmUmMAMGmAMAMAMN 89
UmAMGMCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAMAMCMUMUMGMARARMA

seq uéncia mAMARGMUMGMGMCMARCECmCmARGMUNCrGmGEmUnGmCmU *mU*mU*m

modificada de

sgRNA

direcionada a

TTR humana

G000483 MU*mC *mC * ACUCAUUCUUGGCAGGAGUUUUAGAMGRC mMUmAmGmARAIAT 90
UmAMGMCAAGUUAARAUAAGGCUAGUCCGUUATCAMAMCIUMUMGMAMATA

sequ éncia mAMARGMUMGMGMCmARCRCmCmAMGMUNCRGmGmUnGmCmU*mU*mU*mU

modificada de

sgRNA

direcionada a

TTR humana

G000484 mA*MG*mA* CACCAAAUCTUUACUGGAGUUUUAGANGNC MUMAMGMAMAMAT 91
UmAmGmCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAMAMCMUMUmGmAMAMA

seq uénci a mAmARGMUnGmCmCnARCmCmCmAnCmUnCaGmGmUnGmCmU*mU*mU*mU

modificada de

sgRNA

direcionada a

TTR humana

G000485 mC*mC*mU*CCUCUGCCUUGCUGGACGUUUUAGAMGMCMUMAMGMAMAMAM 92
UmAMGMCAAGUUAAAATAAGGCUAGUCCGUUAUCAMAMCMUMUMGMANAMA

se q u é n Ci a mAmARGMUMGMGMCMARCmCmGMAMGMUMCHMGmGMUmMGmCmU *mU *mU*mU

modificada de

sgRNA

direcionada a

TTR humana

G000486 MAYmC "mA* CAAAUACCAGUCCAGC AGUDUUAGANGRCMUMAMGmARAMAD 93
UmAmGMCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAMAMCHUMUMGMARARMA

seq uéncia mAMARGMUmCmCmCmARCRCmEmAMCMUnCmGmGmUnGmCmU *mU *mU *mU

modificada de

sgRNA

direcionada a

TTR humana

G000487 mU*mU*mC * UUUGGCAACUUACCCAGGUUUUAGANGRCMUMAMGRARAMAD 94

UmAmGmCAAGUUAAAAUTAAGGCUAGUCCGUUAUCAMAMCMUmUmGmAMAMA
mANARGMUMCMCMCmARCmCmCmARGMUnCeGmGEmUmCmCmU *mU*mU *mU
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sequéncia

modificada de

sgRNA

direcionada a

TTR humana

G000488 MAF AT mAF CUUCUACAUCCUCUCTCCCUUUUAGANGRCmMUMAMGMAMAMAT 95
UmAmGmCAAGUUAARAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAMAMCMUmUmGmAMAMA

sequ éncia mAmARGMUNMCHSmCmARCmCmCnAnCmUnCaCmCmUnCmCmU*mU*mU*mU

modificada de

sgRNA

direcionada a

TTR humana

G000489 mUmU*mU* GACCAUCAGAGGACACUGUUUUAGANGRC mMUMAMGMAMAMAM 96
UmAmCmCAAGUUAAAATAAGCGCUAGUCCGUUAUCAMAMCMUmUmGmAMAMA

sequ éncia mARAmGMUMGHGMCMARCMCmGMANGMUNCHGmEMUMGMEmU *mi *miU*m

modificada de

sgRNA

direcionada a

TTR humana

G000490 97

seq uéncia MA*MA*mA* UAGACACCAAAUCUUACGUUUUAGAMGTMCMUMAMGMAMAMAT
UmAmCmCAACUUAAAAUTAAGCCUAGUCCGUUAUCAMAMCMUmUmCmAMAMA

modificada de mARARGMUNGHGMCMARCRCmGmANGMUMCERGmGMUMGMCmU *mU *mU *mU

sgRNA

direcionada a

TTR humana

G000491 mA*mU*mA* CCAGUCCAGCAACCGCAGCGUDUUACANCEMCmUmAMGmAMAMAT 98
UnAmGmCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAMAMCMUmUmGmAMAMA

seq uéncia mARARGMUnGMGmCmARCRCmEMARGMUNMCRGmGmUmGmCmU *mi *mU *m{J

modificada de

sgRNA

direcionada a

TTR humana

G000492 mC*mU mU* CUCUACACCCAGGECACGUUUUAGANGCmMUMAMGMAMAMAT 99
UmAmMCmCAAGUUAAAAUAAGCGCUAGUCCGUUAUCAMAMCMUMUmGmAMAMA

seq uéncia mAnARGMUnCMCmCmARCRCmCmARGMUINCnGmGmUmGmCmU *mU *mU *mU

modificada de
sgRNA
direcionada a
TTR humana
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G000493 mA*mA*mG* UGCCUUCCAGUAACGATUCUUUUAGANCGMCmUmAMGmAmAMAN 100
UmAMGMCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAMAMCMUMUMGMAMAMA

sequ éncia mARARGMUNGRGMCmARCRCmCmARGMUMCRGmGmUnGmCmU *mU*mU*mU

modificada de

sgRNA

direcionada a

TTR humana

G000494 mG*mU*mG* AGUCUGCGAGAGCUGCAUGUUUUAGAMGMC mUmAMGmAMAMAM 101
UmAmCmCAAGUUAARAAUTAAGGCUAGUCCGUUAUCAMAMCMUmUmGmAMAMA

seq uéncia mAmARGmUNGMCmCmARCRCmEmARGMUNCaGmGmUnGmCmU*mU*mU*mU

modificada de

sgRNA

direcionada a

TTR humana

G000495 mC*mA*mG* AGGACACUUGGAUTUCACGUUUTUAGAMGMCMUMAMGMAMAMAM 1 02
UmAmCmCAACGUUAAAATAAGGCUAGUCCGUUAUCAMAMCMUmUmGmAMAMA

sequ éncia mAMARGMUMGMGMCMARCmCmGMANGMUMCMGmGMUMGmMCmU *mi *mU*mU

modificada de

sgRNA

direcionada a

TTR humana

G000496 mG*mG *mC* CCUGCAUCUGUUCAGAACUDUUAGCANEMCmUmAMGmAMAMAT 1 03
UmAmMGmCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAMAMCMUMUmGmANAMA

sequ éncia mAMARGMUMGMGmCMARCMCmEmARGMUnMCmGmGmUmMGmCmU *mU *mU*mJ

modificada de

sgRNA

direcionada a

TTR humana

G000497 mC*mU*mG*CUCCUCCUCUGCCUUGCGUUUUAGAMGMCmUmMAMGmMAMAMAM 104
UmAmMGMCAAGUUAARAUTAAGGCUAGUCCGUUAUCAMAMCMUmUmGmAMAMA

sequ éncia mAMAMGMUMCMEmCmARCMCmCMAMCMUNCeGmGmUnCmCmU *mU*mU*mU

modificada de

sgRNA

direcionada a

TTR humana

G000498 mA*mG*mU* GAGUCUGCGAGAGCUGCAGUUUUAGAMGCmUMAMGCmAMAMAN 105
UmAMGMCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAMAMCMUmUmGmAMAMA

sequ éncia mAnAMGMUNGMCmCnARCmCmCnANCmUnCaCmCmUnCmCmU*mU*mU*mU

modificada de
sgRNA

direcionada a
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TTR humana

G000499 mUmG*mA* AUCCAAGUGUCCUCUGAGUUTTAGAMGNCMUMAMGMAMAMAT 106
UmAmCmCAAGUUAAAATAACGCGCUAGUCCGUUAUCAMAMCMUmUmGmAMAMA

seq uéncia mAmARGMUNGMGMCMANCMCmGMANGMUMCHGMGMUMGMCmU*miU*mU*mi

modificada de

sgRNA

direcionada a

TTR humana

G000500 107

sequ éncia mC*mC *mA* GUCCAGCAAGGCAGAGGGUUUUAGAMGMCMUMAMGMAMAMAT
UmAmCmCAACUUAAAAUTAAGGCUAGUCCGUUAUCAMAMCMUmUmCmAMAMA

modificada de mARARGMUMGRGmMCmARCRCmGMAMGMUNMCHGMGMUMGmMCmMU *miU *mU*mU

sgRNA

direcionada a

TTR humana

G000501 mMU*mC *mA* CAGARACACUCACCGUAGUDTUAGAMGRC MUMAMGMARATAT 108
UnAmGmCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAMAMCMUMUmGmAMAMA

seq uéncia mAnARGMUnGmCmCmARCRCmCmAMGMUINCnGmGmUmGmCmU *mi *mU*m0

modificada de

sgRNA

direcionada a

TTR humana

G000567 mGC*mAYmA* ACCCUCCUGAUGACACCCUUUUAGAMCMCmUmMAMGmAmMAMAT 109
UmAmCmCAACGUUAARAAUAACCCUAGUCCGUUAUCAMAMCMUmUmGCmAMAMA

seq uéncia mANARGMUNCMEmCmARCmCmEmARGMUNMCRGmGEMmUnGmCmU *mU *mU*mU

modificada de

sgRNA

direcionada a

TTR humana

6000568 mG*mG*mC* UCUCCUCACCAAUCCCACUUUUACAMGMCmUMAMGmAMAMAN 110
UmAMGMCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAMAMCMUMUMGMAMAMA

sequ éncia mANARGMUMGRCmCmARCRCmCmAMCMUNMCRGmEMUnmGmCmU *mU *mU*mU

modificada de

sgRNA

direcionada a

TTR humana

G000570 mC*mA*mU* UGAUGGCAGGACUGCCUGUUUUAGAMGMCMUMAMGMAMAMAT 111
UmAmCmCAAGUUARAAAUTAAGCGCUAGUCCGUUAUCAMAMCMUmUmGmAMAmMA

sequ éncia mAnARGMUNGHCmCnARCHCmEmARGmUNCaGmGmUnGmCmU*mU*mU*mU

modificada de
sgRNA
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direcionada a

TTR humana

G000571 mG*mU*mC* ACAGAAACACUCACCCGUGUUUUAGAMGMCMUMAMGMAMAMAM 1 12
UmAmCmCAACUUAAAATAAGGCUAGUCCGUUATUCAMAMCMUMUmGmANAMA

sequ éncia mAMARGMUMGMGMEMARCRCMGMANGMUMCHGMGMUMGmMCmMU *mu *mU*mU

modificada de

sgRNA

direcionada a

TTR humana

G000572 mC*mC *mC* CUACUCCUAUUCCACCAGUDUUAGAMCEMC mUmAMGCmAmAMAT 113
UmAmGmCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAMAMCMUMUmGMmANAMA

seq uéncia mAMARGMUMGMGmCmARCMCmCmAMGMUNMCRGmGmUnGmCmU *mU *mU*ml

modificada de

sgRNA

direcionada a

TTR humana

G000502 114

se UénCia MA*mC*mA* CAAAUACCAGUCCAGCGGUUUUAGAMGRCmUMANGMAMAMAM

q UmAMGCAAGUUAARAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAMAMCMUMUmGmAMAMA

modificada de mAMARCMUMGMCmCmARCmCmCMAMCMUMCRGmEMUnCmCmU *mU *mU*mU

sgRNA

direcionada a

TTR Cyno

G000503 mA*mA*mA* AGGCUGCUCGAUGAGACCGUUUUAGAMGMC mUmAMGmAmMAmMAM 115
UmAmGmCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAMAMCMUmUmGmAMAMA

sequ éncia mAnAmGMUnMCMCmCmARCHCmCmANCMUnCaCmCmUnGmCmU*mU*mU*mU

modificada de

sgRNA

direcionada a

TTR Cyno

G000504 MAYMA*mMA* GGCUGCUGAUGAGACCUGUUUUAGAMGMC mMUMAMGMAMAMAT 116
UmAmGmCAAGUUARAAUTAAGGCUAGUCCGUUAUCAMAMCMUmUmGmAMAMA

seq uéncia mANARGMUNMGNGMCMARCEMCMGMANGMUNCHGmMGMUMGMEmMU *miU *mU*miU

modificada de

sgRNA

direcionada a

TTR Cyno

G000505 me*mA*mU* UGACAGCAGGACUGCCUGUUUUAGAMGMCMUMAMGMAMAMAM 1 1 7
UmAmCmCAACUUAAAAUTAAGCGCUACUCCGUUAUCAMAMCMUmUmGmAMAMA

sequ éncia mARARGMUMGMGMCMARCERCmGmAMGMUMCHGmGMUMGmMCmU *mi *mU *mU

modificada de
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sgRNA

direcionada a

TTR Cyno

G000506 mAFmU*mA* CCAGUCCAGCCGACGGCAGGUNUUAGAMGMC mUmANMGmAmAMAT 1 18
UmAMGmCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAMANMCMUMUMGMANAMA

seq uéncia mAMARGMUMGRCMCMARCRCmCMARGMUINMCnGmGMUmGmCmU *mil *mU *ml

modificada de

sgRNA

direcionada a

TTR Cyno

G000507 mC*mC*mA* GUCCAGCCAGGCAGACGGUUUUAGAMCGRCmMUMANGMAMAMAM 1 19
UmAMCmCAAGUUAAAAUAAGCGCUAGUCCGUUAUCAMAMCMUmMUmGmAMAMA

seq uéncia AmGmUmGmGmCmARCRCmCmAMGMUNMCmGmGmUMGmCmU *mU *mU*mU

modificada de

sgRNA

direcionada a

TTR Cyno

G000508 merme  mu * CCUCUGCCUCGLUGGAC GUUTUAGAMGIC MU MG mARZIAT 120
UmAMGmCAAGUUAAAAUTAAGGCUAGUCCGUUAUCAMAMCMUMUMGMAMAMA

sequ éncia mAMARGMUMGMGMCmARCRCmEMAMCMUNCmGmGEMUnGmCmU *mU*mU *mU

modificada de

sgRNA

direcionada a

TTR Cyno

G000509 121

sequ éncia MA*MA*mMA*GUUCUAGAUGCCGUCCGGUUUUAGAMGMCMUMAMGMAMAMAN
UmAmMGmCAAGUUARAAAUTAAGGCUAGUCCGUUAUCAMAMCMUmUmGmAMAMA

modificada de mAmAmGmUNGMCmCmARCmCmCnAnCmUnCaGmGmUnCmCmU*mU*mU*mU

sgRNA

direcionada a

TTR Cyno

600051 O mA*mC*mU* UGUCUUCUCTAUACCCAGUUTUAGAMGMCMUMAMGMAMAMAT 1 22
UmAMGCmCAAGUUAAAAUTAAGCCUAGUCCGUUAUCAMAMCMUmUmGMANAMA

se q u é n Ci a mAmARGMUMGMGMCMARCmCmGMAMGMUMCMGmGMUMGmMEmMU *mi *mU*mU

modificada de

sgRNA

direcionada a

TTR Cyno

G00051 1 mA*mA*mG* UCACUUCCAGUAAGATUGCUDUUAGAMGMC mUmAMGmAMAMAT 123
UmAMGRCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAMAMCMUmUmGmAMAMA

sequ éncia mAMARGMUMGMGMCMARCMCmEMAMCMUMCmGmGEmUMGmCmU *mU *mU*mU
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modificada de

sgRNA
direcionada a
TTR Cyno
G000282 mU*mU*mA*CAGCCACGUCUACAGCAGUUUUAGAMCMCmUMANGmMAMAMAN 124
UmAMGRCAAGUUAARAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAMAMCMUmUmGmAMAMA
sequéruja mARARGMUMGCRCmCmARCRCmCmARGMUNCnGmGmUnGmCmU *mU*mU*mU
modificada de
sgRNA
direcionada a
TTR de
camundongo
N&o utilizado 125 a
200
Sequéncia de ATCCACAAGAACTACACCATCCGACTGCACATCCGAACARAACAGCGTCGGA 201

codificacdo de

DNA de Cas9
usando o}
analogo da
timidina dos

cédons minimos
de uridina
listados na
Tabela 3, com
cédons de inicio

e de parada

TCGGCAGTCATCACAGACGAATACAAGGTCCCGAGCAAGAAGTTCAAGGTC
CTGGGAAACACAGACAGACACAGCATCAAGAAGAACCTGATCGGAGCACTG
CTGTTCGACAGCGGAGAAACAGCAGAAGCAACAAGACTGAAGAGAACAGCA
AGAAGAAGATACACAAGAAGAAAGAACAGAATCTGCTACCTGCAGGAAATC
TTCAGCAACGAAATGGCAAAGGTCGACGACAGCTTCTTCCACAGACTGGAA
GAAAGCTTCCTGGTCGAAGAAGACAAGAAGCACGAAAGACACCCGATCTTC
GGAAACATCGTCGACGAAGTCGCATACCACGAARAGTACCCGACAATCTAC
CACCTGAGAAAGAAGCTGGTCGACAGCACAGACAAGGCAGACCTGAGACTG
ATCTACCTGGCACTGGCACACATGATCAAGTTCAGAGGACACTTCCTGATC
GAAGGAGACCTGAACCCGGACAACAGCGACGTCGACAAGCTGTTCATCCAG
CTGGTCCAGACATACAACCAGCTGTTCGAAGAARACCCGATCAACGCAAGC
GGAGTCGACGCAAAGGCAATCCTGAGCGCAAGACTGAGCAAGAGCAGAAGA
CTGGARAACCTGATCGCACAGCTGCCGGGAGAARAGAAGAACGGACTGTTC
GGAAACCTGATCGCACTGAGCCTGGGACTGACACCGAACTTCAAGAGCAAC
TTCGACCTGGCAGAAGACGCAAAGCTGCAGCTCGAGCAAGGACACATACGAC
GACGACCTGGACAACCTGCTGGCACAGATCGGAGACCAGTACGCAGACCTG
TTCCTGGCAGCAAAGAACCTGAGCGACGCAATCCTGCTGAGCGACATCCTG
AGAGTCAACACAGARATCACAAAGGCACCGCTGAGCGCAAGCATGATCAAG
AGATACGACGAACACCACCAGGACCTGACACTGCTGAAGGCACTGGTCAGA
CAGCAGCTGCCGGAAAAGTACAAGGAAATCTTCTTCGACCAGAGCAAGAAC
GGATACGCAGGATACATCGACGGAGGAGCAAGCCAGGAAGAATTCTACAAG
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TTCATCAAGCCGATCCTGGAAARGATGGACGGAACAGAAGAACTGCTGGTC
AAGCTGAACAGAGAAGACCTGCTGAGAANGCAGAGAACATTCGACAACGGA
AGCATCCCGCACCAGATCCACCTGGGAGAACTGCACGCAATCCTGAGAAGA
CAGGAAGACTTCTACCCGTTCCTGAAGGACAACAGAGAAMAGATCGAMAAG
ATCCTGACATTCAGAATCCCGTACTACGTCGGACCGCTGGCAAGAGGAMAC
AGCAGATTCGCATGGATGACAAGAAAGAGCGAAGAAACAATCACACCGTGG
AACTTCGAAGAAGTCGTCGACARGGGAGCAAGCGCACACGAGCTTCATCGAA
ACGAATGACAAACTTCGACAAGAACCTGCCGAACGAAAAGGTCCTGCCGAAG
CACAGCCTGCTGTACGAATACTTCACAGTCTACAACGAACTGACAAAGGTC
AAGTACGTCACAGAAGGAATGAGAAAGCCGGCATTCCTGAGCGGAGAACAG
AAGAAGGCAATCGTCGACCTGCTGTTCAAGACAAACAGAAAGGTCACAGTC
AAGCAGCTGAAGGAAGACTACTTCAAGAAGATCGAATGCTTCGACAGCGTC
GAAATCAGCGGAGTCGAAGACAGAT TCAACGCAAGCCTGGGAACATACCAC
GACCTGCTGAAGATCATCAAGGACAAGGACTTCCTGGACAACGAAGARAAC
GAAGACATCCTGGAAGACATCGTCCTGACACTGACACTGTTCGAAGACAGA
GAAATGATCGAAGAAAGACTGARGACATACGCACACCTGTTCGACGACAAG
GTCATGAAGCAGCTGAAGAGAAGAAGATACACAGGATGGGGAAGACTGAGC
AGAARGCTGATCAACGGAATCAGAGACAAGCAGAGCGGAAAGACAATCCTG
GACTTCCTGAAGAGCGACGGATTCGCAAACAGARACTTCATGCAGCTGATC
CACGACGACAGCCTGACATTCAAGGAAGACATCCAGAAGGCACAGGTCAGC
GGACAGGGAGACAGCCTGCACGAACACATCGCARACCTGGCAGGAAGCCCE
GCAATCAAGAAGGGAATCCTGCAGACAGTCAAGGTCGTCOGACGAACTGGTC
AAGGTCATGGGAAGACACAAGCCGGAAAACATCGTCATCGAAATGGCAAGA
GAAAACCAGACAACACAGAAGGGACAGAAGAACAGCAGAGAAAGAATGAAG
AGAATCGAAGAAGGAATCAAGGAACTGGGAAGCCAGATCCTGAAGGAACAC
CCGGTCGAAAACACACAGCTGCAGAACGAAAAGCTGTACCTGTACTACCTG
CAGAACGGAAGAGACATGTACGTCGACCAGGAACTGGACATCAACAGACTG
AGCGACTACGACGTCGACCACATCGTCCCGCAGAGCTTCCTGAAGGACGAC
AGCATCGACAACAAGGTCCTGACAAGAAGCGACAAGAACAGAGGARAGAGC
GACAACGTCCCGAGCGAAGAAGTCGTCAAGAAGATGAAGAACTACTGGAGA
CAGCTGCTGAACGCAAAGCTGATCACACAGAGARAGTTCGACAACCTGACA
AACGGCAGAGAGAGGAGGACTGAGCGAACTGGACAAGGCAGGATTCATCAAG
AGACAGCTGGTCGAAACAAGACAGATCACAAAGCACGTCGCACAGATCCTG
GACAGCAGAATGAACACAAAGTACGACGAAAACGACAAGCTGATCAGAGAR
GTCAAGGTCATCACACTGAAGAGCAAGCTGGTCAGCGACTTCAGAARAGGAC
TTCCAGTTCTACAAGGTCAGAGAAATCAACAACTACCACCACGCACACGAC
GCATACCTGAACGCAGTCGTCGGAACAGCACTGATCAAGAAGTACCCGAAG
CTGGAAAGCGAATTCGTCTACGGAGACTACAACGTCTACGACGTCAGARAG
ATGATCGCAAAGAGCGAACAGGAAATCGGAAAGGCAACAGCAAAGTACTTC
TTCTACAGCARCATCATGAACTTCTTCAAGACAGAARTCACACTGGCARAC
GGAGAAATCAGAAAGAGACCGCTGATCGAAACAAACGGAGAAACAGGAGAA
ATCGTCTGGGACAAGGGAAGAGACTTCGCAACAGTCAGAAAGGTCCTGAGC
ATGCCGCAGGTCAACATCGTCAAGAAGACAGAAGTCCAGACAGGAGGATTC
AGCAAGGAAAGCATCCTGCCGAAGAGAAACAGCGACAAGCTGATCGCAAGA
AAGAAGGACTGGGACCCGAAGAAGTACGGAGGATTCGACAGCCCGACAGTC
GCATACAGCGTCCTGGTCGTCGCAARAGGTCGAAAAGGGARAGAGCAAGAAG
CTGAAGAGCGTCAAGGAACTGCTGGGAATCACAATCATGGAAAGAAGCAGC
TTCGAAAAGAACCCGATCGACTTCCTGGAAGCAARAGGGATACAAGGAAGTC
AAGAAGGACCTGATCATCAAGCTGCCGAAGTACAGCCTGTTCGAACTGGAA
AACGGAAGAAAGAGAATGCTGGCAAGCGCAGGAGAACTGCAGAAGGGAAAC
GAACTGGCACTGCCGAGCAAGTACGTCAACTTCCTGTACCTGGCAAGCCAC
TACGAAAAGCTGAAGGGAAGCCCGGAAGACAACGAACAGAAGCAGCTGTTC
GTCGAACAGCACAAGCACTACCTGGACGAAATCATCGAACAGATCAGCGAA
TTCAGCAAGAGAGTCATCCTGGCAGACGCAAACCTGGACAAGGTCCTGAGC
GCATACAACAAGCACAGAGACAAGCCGATCAGAGAACAGGCAGAAAACATC
ATCCACCTGTTCACACTGACAAACCTGGGAGCACCGGCAGCATTCAAGTAC
TTCGACACAACAATCGACAGAAAGAGATACACAAGCACAAAGGAAGTCCTG
GACGCAACACTGATCCACCAGAGCATCACAGGACTGTACGAAACAAGAATC
GACCTGAGCCAGCTGGGAGGAGACGGAGGAGGAAGCCCGAAGAAGAAGAGA
AAGGTCTAG

Peticéo 870200059104, de 13/05/2020, pég. 350/405




2571319

Sequéncia de
codificacdo de
DNA de Cas9
usando codons
com expressao
geralmente alta

em humanos

ATGGATAAGAAGTACTCAATCGGGCTGGATATCGGAACTAATTCCGTGGGT
TGGGCAGTGATCACGGATGAATACAAAGTGCCGTCCAAGAAGTTCAAGGTC
CTGGGGAACACCGATAGACACAGCATCAAGAAARATCTCATCGGAGCCCTG
CTGTTTGACTCCGGCGAAACCGCAGAAGCGACCCGGLTCAAACGTACCGCG
AGGCGACGCTACACCCGGCGGAAGAATCGCATCTGCTATCTGCAAGAGATC
TTTTCGAACGAAATGGCAAAGGTCGACGACAGCTTCTTCCACCGCCTGGAA
GAATCTTTCCTGGTGGAGGAGGACAAGAAGCATGAACGGCATCCTATCTTT
GGAAACATCGTCGACGAAGTGGCGTACCACGAAAAGTACCCGACCATCTAC
CATCTGCGGARGAAGTTGGTTGACTCAACTGACAAGGCCGACCTCAGATTG
ATCTACTTGGCCCTCGCCCATATGATCAAATTCCGCGGACACTTCCTGATC
GAAGGCGATCTGAACCCTGATAACTCCGACGTGGATAAGCTTTTCATTCAA
CTGGTGCAGACCTACAACCAACTGTTCGAAGAAAACCCAATCAATGCTAGC
GGCGTCGATGCCAAGGCCATCCTGTCCGCCCGEGCTGTCGAAGTCGCGGCGE
CTCGAAAACCTGATCGCACAGCTGCCGGGAGAGAAARACAACGGACTTTTC
GGCAACTTGATCGCTCTCTCACTGGGACTCACTCCCAATTTCAAGTCCAAT
TTTGACCTGGCCGAGGACGCGAAGCTGCAACTCTCAAAGGACACCTACGAC
GACGACTTGGACAATTTGCTGGCACAAATTGGCGATCAGTACGCGGATCTG
TTCCTTGCCGCTAAGAACCTTTCGGACGCAATCTTGCTGTCCGATATCCTG
CGCGTGAACACCGAAATAACCAAAGCGCCGCTTAGCGCCTCGATGATTAAG
CGGTACGACGAGCATCACCAGGATCTCACGCTGCTCAAAGCGCTCGTGAGA
CAGCAACTGCCTGAAAAGTACAAGGAGATCTTCTTCGACCAGTCCAAGAAT
GGGTACGCAGGGTACATCGATGGAGGCGCTAGCCAGGAAGACTTCTATAAG
TTCATCAAGCCAATCCTGGAAAAGATGGACGGAACCGAAGAACTGCTGGTC
AAGCTGAACAGGGAGGATCTGCTCCGGAAACAGAGARCCTTTGACAACGGA
TCCATTCCCCACCAGATCCATCTGGGTGAGCTGCACGCCATCTTGCGGCGE
CAGGAGGACTTTTACCCATTCCTCAAGGACAACCGGGAAMACATCGAGAAA
ATTCTGACGTTCCGCATCCCGTATTACGTGGGCCCACTGGCGCGCGGCAAT
TCGCGCTTCGCGTGGATGACTAGAARATCAGAGGAARCCATCACTCCTTGG
AATTTCGAGGAAGTTGTGGATAAGGGAGCTTCGGCACAAAGCTTCATCGAA
CGAATGACCAACTTCGACAAGAATCTCCCAARACGAGAAGGTGCTTCCTAAG
CACAGCCTCCTTTACGAATACTTCACTGTCTACAACGAACTGACTAAAGTG
AAATACGTTACTGAAGGAATGAGGAAGCCGGCCTTTCTGTCCGGAGAACAG
AAGARAGCAATTGTCGATCTGCTGTTCAAGACCAACCGCAAGGTGACCGTC
AAGCAGCTTAAAGAGGACTACTTCAAGAAGATCGAGTGTTTCGACTCAGTG
GAAATCAGCGGGGTGGAGGACAGATTCAACGCTTCGCTGGGAACCTATCAT
GATCTCCTGAAGATCATCAAGGACAAGGACTTCCTTGACAACGAGGAGAAC
GAGGACATCCTGGAAGATATCGTCCTGACCTTGACCCTTTTCGAGGATCGC
GAGATGATCGAGGAGAGGCTTAAGACCTACGCTCATCTCTTCGACGATAAG
GTCATGAAACAACTCAAGCGCCGCCGGTACACTGGTTGGGGCCGCCTCTCC
CGCAAGCTGATCAACGGTATTCGCGATAMRACAGAGCGGTAAAACTATCCTG
GATTTCCTCARATCGGATGGCTTCGCTAATCGTAACTTCATGCAATTGATC
CACGACGACAGCCTGACCTTTAAGGAGGACATCCAAARAGCACAAGTGTCC
GGACAGGGAGACTCACTCCATGAACACATCGCCGAATCTGGCCGGTTCGCCE
GCGATTAAGAAGGGAATTCTGCAAACTGTGAACGGTGGTCGACGAGCTGGTG
AAGGTCATGGGACGGCACAAACCGGAGAATATCGTGATTGAAATGGCCCGA
GAAAACCAGACTACCCAGAAGGGCCAGAAAANCTCCCGCGAAMGGATGAAG
CGGATCGAAGAAGGAATCAAGGAGCTGGGCAGCCAGATCCTGAAAGAGCAC
CCGGTGGAAAACACGCAGCTGCAGAACGAGAAGCTCTACCTGTACTATTTG
CAAMATGGACGGGACATGTACGTGGACCAAGAGCTGGACATCAATCGGTTG
TCTGATTACGACGTGGACCACATCGTTCCACAGTCCTTTCTGAAGGATGAC
TCGATCGATAACAAGGTGTTGACTCGCAGCGACAAGAACAGAGGGAAGTCA
GATAATGTGCCATCGGAGGAGCGTCGTGAAGAACATCAACGAATTACTCGCGE
CAGCTCCTGAATGCGAAGCTGATTACCCAGAGAAAGTTTGACAATCTCACT
AAAGCCGAGCGCGGCGGACTCTCAGAGCTGGATAAGGCTGGATTCATCAAR
CGGCAGCTGGTCGAGACTCGGCAGATTACCAAGCACGTGGCGCAGATCTTG
GACTCCCGCATGAACACTAAATACGACGAGAACGATAAGCTCATCCGGGAA
GTGAAGGTGATTACCCTGAAAAGCAAACTTGTCTCGGACTTTCGGAAGGAC
TTTCAGTTTTACAAAGTGAGAGAARTCAACAACTACCATCACGCGCATGAC
GCATACCTCAACGCTGTGGTCGGTACCGCCCTGATCARAMACTACCCTAAA
CTTGAATCGGAGT TTGTGTACGGAGACTACAAGGTCTACGACGTGAGGAAG
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ATGATAGCCAAGTCCGAACAGGAAATCGGGAAAGCAACTGCGAAATACTTC
TTTTACTCARACATCATGAACTTTTTCAAGACTGAAATTACGCTGGCCAAT
GGAGAAATCAGGAAGAGGCCACTGATCGAAACTAACGGAGAARCGGGCGAA
ATCGTGTGGGACAAGGGCAGGGACTTCGCAACTGTTCGCAAAGTGCTCTCT
ATGCCGCAAGTCAATATTGTGAAGARAACCGAAGTGCAAACCGGCGGATTT
TCAAAGGAATCGATCCTCCCAAAGAGAAATAGCGACAAGCTCATTGCACGC
AAGAAAGACTGGGACCCGAAGAAGTACCGGAGGATTCGATTCGCCGACTGTC
GCATACTCCGTCCTCGTGGTGGCCAAGGTGCGACGAACGGAMACGAGCAAALAC
CTCAAATCCGTCAAAGAGCTGCTGGGGATTACCATCATGGAACGATCCTCG
TTCGAGAAGAACCCGATTGATTTCCTCGAGGCCGAAGGGTTACAAGGAGGTG
AAGAAGGATCTGATCATCAAACTCCCCAAGTACTCACTGTTCGAACTGGAA
AATGCTCGGAAGCGCATGCTGGCTTCGGCCGGAGAACTCCAAMAAGGAAAT
GAGCTGGCCTTGCCTAGCAAGTACGTCAACTTCCTCTATCTTGCTTCGCAC
TACGARAAACTCAAAGGGTCACCGGAAGATARCGAACAGAAGCAGCTTTTC
GTGGAGCAGCACAAGCATTATCTGGATGAAATCATCGAACAAATCTCCGAG
TTTTCAAAGCGCGTGATCCTCGCCGACGCCAACCTCGACARAGTCCTGTCG
GCCTACAATAAGCATAGAGATAAGCCGATCAGAGAACAGGCCGAGAACATT
ATCCACTTGTTCACCCTGACTAACCTGGGAGCCCCAGCCGCCTTCAAGTAC
TTCGATACTACTATCGATCGCAAAAGATACACCTCCACCAAGGAAGTTCTG
GACGCGACCCTGATCCACCAAAGCATCACTGGACTCTACGAAACTAGGATC
GATCTGTCGCAGCTGGGETGGCGATGGCCGGTGGATCTCCGAAARACGAAGACA
AAGGTGTAATGA

Sequéncia de
aminoacidos de

Cas9 com um

sinal de
localizacao

nuclear (1xNLS)
como 0s

aminoacidos C-

terminais

MDREYSIGLDIGTNSVGHAVITDEYRVPSKKFEVLCGNTDRESTKENLIGAL
LFDSGETAEATRLKRTARRRYTRRENRICYLQEIFSNEMAKVDDSFFHRLE
ESFLVEEDKKHERHPIFGNIVDEVAYHEKYPTIYHLRKKLVDSTDKADLRL
IYLALAHMIKFRGHFLIEGDLNPDNSDVDKLFIQLVOTYNQLFEENPINAS
GVDARAILSARLSKSRRLENLIAQLPGEKKNGLFGNLIALSLGLTPNFESN
FDLAEDAKLOLSKDTYDDDLDNLLAQIGDQYADLFLAAKNLSDAILLSDIL
RVNTEITKAPLSASMIKRYDEHHQDLTLLKALVRQOLPEKYKEIFFDQSKN
GYAGYIDGGASQEEFYKFIKPILEKMDGTEELLVKLNREDLLRKQRTFDNG
SIPHOIHLGELHAILRRQEDFYPFLKDNREKIEKILTFRIPYYVGPLARGN
SRFAWMTREKSEETITPWNFEEVVDKGASAQSFIERMTNFDENLPNEKVLPK
HSLLYEYFTVYNELTKVKYVTEGMREPAFLSGEQKKAIVDLLFKTNREVTYV
KQLKEDYFKKIECFDSVEISGVEDRFNASLGTYHDLLKITKDKDFLDNEEN
EDILEDIVLTLTLFEDREMIEERLEKTYAHLFDDEKVMEKQLKRRRYTGNGRLS
REKLINGIRDKQSGRTILDFLKSDGFANRNFMOQLIEDDSLTFKEDIQKAQVS
GOGDSLEEHIANLAGSPAIKKGILOTVEVVDELVKVMGRHKPENIVIEMAR
ENQTTQKGOKNSRERMERIEEGIKELGSQILKEHPVENTQLONEKLYLYYL
QNGRDMYVDQELDINRLSDYDVDHIVPQSFLKDDSIDNKVLTRSDENRGKS
DNVEPSEEVVKEMKNYWROLLNAKLITQRKFDNLTKAERGGLSELDKAGFIK
ROLVETRQITEHVAQILDSRMNTKYDENDELIREVEVITLESKLVSDFRED
FOFYKVREINNYHHAHDAY LNAVVGTALIKKYPKLESEFVYGDYKVYDVRK
MIAKSEQEIGKATAKYFFYSNIMNFFETEITLANGEIRKRPLIETNGETGE
IVWNDEKGRDFATVREVLSMPOVNIVEKTEVQTGGFSKESILPKRNSDKLIAR
KKDWDPKKYGGFDSPTVAYSVLVVAKVEKGEKSKKLESVKELLGITIMERSS
FERNPIDFLEAKGYKEVKKDLI IKLPKYSLFELENGRKRMLASAGELOKGN
ELALPSKYVNFLYLASHYEKLEKGSPEDNEQRQLFVEQEKHYLDEITEQISE
FSKRVILADANLDKVLSAYNKHRDKPIREQAENIIHLFTLTNLGAPAAFKY
FDTTIDRERYTSTREVLDATLIHQSITGLYETRIDLSQLGGDGGGSPEKKR
KV

203

ORF de mRNA
de Cas9 usando
cédons minimos
de uridina, com
coédons de inicio

e parada

AUGGACAAGAAGUACAGCAUCGGACUGGACAUCGGAACARACAGCGUCGGA
UGGGCAGUCAUCACAGACGAAUACAAGGUCCCGAGCAAGAAGUUCAAGGUC
CUGGGAAACACAGACAGACACAGCAUCAAGAAGAACCUGAUCGGAGCACUG
CUGUUCGACAGCGGAGAAACAGCAGAAGCAACAAGACUGAAGAGAACAGCA
AGAAGAAGAUACACAAGAAGAAAGAACAGAAUCUGCUACCUGCAGGAAAUC
UUCAGCAACGAAAUGGCAAAGCGUCGACCGACAGCUUCUUCCACAGACUGGAA
GAAAGCUUCCUGGUCGAAGAAGACAAGAAGCACGAAAGACACCCGAUCUUC
GGAAACAUCGUCGACGAAGUCGCAUACCACGAARAGUACCCGACAAUCUAC
CACCUGAGAAAGAAGCUGGUCGACAGCACAGACAAGGCAGACCUGAGACUG
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AUCUACCUGGCACUGGCACACAUGAUCAAGUUCAGAGGACACUUCCUGAUC
GAAGGAGACCUGAACCCGGACAACAGCGACGUCGACAAGCUGUUCAUCCAG
CUGGUCCAGACAUACAACCAGCUGUUCGAAGAAAACCCGAUCAACGCAAGC
GGAGUCGACGCAAAGGCAAUCCUGAGCGCAAGACUGAGCAAGAGCAGAAGA
CUGGAAAACCUGAUCGCACAGCUGCCGGGAGAAAAGAACGAACGGACUGUUC
GGAAACCUGAUCGCACUGAGCCUGGGACUGACACCGAACUUCAAGAGCAAC
UUCGACCUGGCAGAAGACGCAARGCUGCAGCUGAGCAAGGACACAUACGAC
GACGACCUGGACAACCUGCUGGCACAGAUCGGAGACCAGUACGCAGACCUG
DUCCUGGCAGCAAAGAACCUGAGCGACGCAAUCCUGCUGAGCGACAUCCUG
AGAGUCAACACAGAAAUCACAAAGGCACCGCUGAGCGCAAGCAUGAUCAAG
AGAUACGACGAACACCACCAGGACCUGACACUGCUGAAGGCACUGGUCAGA
CAGCAGCUGCCGGAAAAGUACAAGGAAAUCUUCUUCGACCAGAGCAAGAAC
GGAUACGCAGGAUACAUCGACGGAGGAGCAAGCCAGGAAGAAUUCUACAAG
UUCAUCAAGCCGAUCCUGGAAARGAUGGACGGAACAGAAGAACUGCUGGUC
AAGCUGAACAGAGAAGACCUGCUGAGAAAGCAGAGAACAUUCGACAACGGA
AGCAUCCCGCACCAGAUCCACCUGGGAGAACUGCACGCAAUCCUGAGAAGA
CAGGAAGACUUCUACCCGUUCCUGAAGGACAACAGAGAAMAGAUCGAAMAG
AUCCUGACAUUCAGAAUCCCGUACUACGUCGGACCGCUGGCARGAGGARAC
AGCAGAUUCGCAUGGAUGACAAGAAAGAGCGAAGAAACAAUCACACCGUGE
AACUUCGAAGAAGUCGUCGACAAGGGAGCAAGCGCACAGAGCUUCAUCGAA
AGAAUGACAAACUUCGACAAGAACCUGCCGAACGAAAAGGUCCUGCCGAAG
CACAGCCUGCUGUACGAAUACUUCACAGUCUACAACGAACUGACAAAGGUC
AAGUACGUCACAGAAGGAAUGAGAAAGCCGGCAUUCCUGAGCGGAGAACAG
AAGAAGGCAAUCGUCGACCUGCUGUUCAAGACAAACAGARAGGUCACAGUC
AAGCAGCUGAAGGAAGACUACUUCAAGAAGAUCGAAUGCUUCGACAGCGUC
GAAAUCAGCGGAGUCGAAGACAGAUUCAACGCAAGCCUGGGAACAUACCAC
GACCUGCUGARGAUCAUCAAGGACAAGGACUUCCUGGACAACGAAGARLAC
GAAGACAUCCUGGAAGACAUCGUCCUGACACUGACACUGUUCGAAGACAGA
GAAAUGAUCGAAGARAGACUGAAGACAUACGCACACCUGUUCGACGACAAG
GUCAUGAAGCAGCUGAAGAGAAGAAGAUACACAGGAUGGGGAAGACUGAGC
AGAARGCUGAUCAACGGAAUCAGAGACAAGCACGAGCGGARAGACAAUCCUG
GACUUCCUGAAGAGCGACGGAUUCGCAAACAGARACUUCAUGCAGCUGAUC
CACGACGACAGCCUGACAUUCAAGGAAGACAUCCAGAAGGCACAGGUCAGC
GGACAGGGAGACAGCCUGCACGAACACAUCGCAMACCUGGCAGGAAGCCCG
GCAAUCAAGAAGGGAAUCCUGCAGACAGUCAAGGUCGUCGACGAACUGGUC
AAGGUCAUGGGAAGACACAAGCCGGAAAMCAUCGUCAUCGAARUGGCAAGA
GAAMACCAGACAACACAGAAGGGACAGAAGAACAGCAGAGAAAGAAUGAAG
AGAAUCGAAGAAGGAAUCAAGGAACUGGGAAGCCAGAUCCUGAAGGAACAC
CCGGUCGAAAACACACAGCUGCAGAACGAAAAGCUGUACCUGUACUACCUG
CAGAACGGAAGAGACAUGUACGUCGACCAGGAACUGGACAUCAACAGACUG
AGCGACUACGACGUCGACCACAUCGUCCCGCAGAGCUUCCUGAAGGACGAC
AGCAUCGACAACAAGGUCCUGACAAGAAGCGACRACGAACAGAGGARAGAGC
GACAACGUCCCGAGCGAAGAAGUCGUCAAGAAGAUGAAGAACUACUGGAGA
CAGCUGCUGAARCGCAAAGCUGAUCACACAGAGARAGUUCGACAACCUGACA
AAGGCAGAGAGAGGAGGACUGAGCGAACUGGACAAGGCAGGAUUCAUCAAG
AGACAGCUGGUCGAAACAAGACAGAUCACAAAGCACGUCGCACAGAUCCUG
GACAGCAGAAUGAACACAAAGUACGACGAAARCGACAAGCUGAUCAGAGAA
GUCAAGGUCAUCACACUGAAGAGCAAGCUGGUCAGCGACUUCAGARAGGAC
UUCCAGUUCUACAAGGUCAGAGAAAUCAACAACUACCACCACGCACACGAC
GCAUACCUGAACGCAGUCGUCGGAACAGCACUGAUCAAGAAGUACCCGAAG
CUGGAAAGCGAAUUCGUCUACGGAGACUACAACGUCUACGACGUCAGARAG
AUGAUCGCAAAGAGCGAACAGGAAAUCGGAAAGGCAACAGCAAAGUACIUC
UUCUACAGCAACAUCAUGAACUUCUUCAAGACAGAAAUCACACUGGCARAAC
GGAGAAAUCAGAAAGAGACCGCUGAUCGAAACAAACGGAGAAACAGGAGAA
AUCGUCUGGGACAAGGGAAGAGACUUCGCAACAGUCAGAMAGGUCCUGAGC
AUGCCGCAGGUCAACAUCGUCAAGAAGACAGAAGUCCAGACAGGAGGAUUC
AGCAAGGAAAGCAUCCUGCCGAAGAGAAACAGCGACAAGCUGAUCGCAAGA
AAGAAGGACUGGGACCCGAAGANGUACGGAGGAUUCGACAGCCCGACAGUC
GCAUACAGCGUCCUGGUCGUCGCAAAGGUCGAARACGGARAGAGCAAGAAG
CUGAAGAGCGUCAAGGAACUGCUGGGAAUCACAAUCAUGGAAAGAAGCAGC
DUCGAAAAGAACCCGAUCGACUUCCUGGAAGCAAAGGGAUACAAGGAAGUC
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AAGAAGGACCUGAUCAUCAAGCUGCCGAAGUACAGCCUGUUCGAACUGGAA
AACGGAAGAAAGAGAAUGCUGGCAAGCGCAGGAGAACUGCAGAAGGGAMAC
GAACUGGCACUGCCGAGCAAGUACGUCAACUUCCUGUACCUGGCAAGCCAC
UACGAAAAGCUGAAGGGAAGCCCGGAAGACAACGAACAGAAGCAGCUGUUC
GUCGAACAGCACAAGCACUACCUGGACGAAAUCAUCGAACAGAUCAGCGAA
UUCAGCAAGAGAGUCAUCCUGGCAGACGCAAACCUGGACAAGGUCCUGAGC
GCAUACAACARGCACAGAGACAAGCCGAUCAGAGAACAGGCAGARAACAUC
AUCCACCUGUUCACACUGACAAACCUGGGAGCACCGGCAGCAUUCAAGUAC
DUCGACACAACAAUCGACAGAAAGAGAUACACAAGCACAAAGGAAGUCCUG
GACGCAACACUGAUCCACCAGAGCAUCACAGGACUGUACGAAACAAGAAUC
GACCUGAGCCAGCUGGGAGGAGACGGAGGAGGAAGCCCGAAGAAGAAGAGA
AAGGUCUAG

ORF de mRNA
de Cas9 usando
codons com
expressao
geralmente alta
em  humanos,
com codons de
inicio e parada

AUGGAUAAGAAGUACUCAAUCGGGCUGGAUAUCGGAACUAAUUCCGUGGGU
UGGGCAGUGAUCACGGAUGAAUACAAAGUGCCGUCCAAGAAGUUCAAGGUC
CUGGGGAACACCGAUAGACACAGCAUCAAGARAMAUCUCAUCGGAGCCCUG
CUGUUUGACUCCGGCGAAACCGCAGAAGCGACCCGGCUCAAACGUACCGCG
AGGCGACGCUACACCCGGCGGAAGAAUCGCAUCUGCUAUCUGCAAGAGAUC
UUUUCGAACGARAUGGCAAAGGUCGACGACAGCUUCUUCCACCGCCUGGAA
GAAUCUUUCCUGGUGGAGGAGGACAAGAAGCAUGAACGGCAUCCUAUCUUU
GGAAACAUCGUCGACGAAGUGGCGUACCACGAAAAGUACCCGACCAUCUAC
CAUCUGCGGAAGAAGUUGGUUGACUCAACUGACAACGGCCGACCUCAGAUUG
AUCUACUUGGCCCUCGCCCAVUAUGAUCAAAUUCCGCGGACACUUCCUGAUC
GAAGGCGAUCUGAACCCUGAUAACUCCCGACGUGGAUAAGCUUUUCAUUCAA
CUGGUGCAGACCUACAACCAACUGUUCGAAGAAAACCCAAUCAAUGCUAGC
GGCGUCGAUGCCAAGGCCAUCCUGUCCGCCCGGCUGUCGAAGUCGCGGLGE
CUCGAAAACCUGAUCGCACAGCUGCCGGGAGAGAAAAAGAACGGACUUUUC
GGCAACUUGAUCGCUCUCUCACUGGGACUCACUCCCAAUUUCAAGUCCAAL
UUUGACCUGGCCGAGGACGCGAAGCUGCAACUCUCAAAGGACACCUACGAC
GACGACUUGGACAAUUUGCUGGCACARAUUGGCGAUCAGUACGCGGAUCUG
UUCCUUGCCGCUAAGAACCUUUCGGACGCAAUCUUGCUGUCCGAUAUCCUG
CGCGUGAACACCGAAAUAACCAAAGCGCCGCUUAGCGCCUCGAUGAUUAAG
CGGUACGACGAGCAUCACCAGGAUCUCACGCUGCUCARAGCGCUCGUGAGA
CAGCAACUGCCUGAAAAGUACAAGGAGAUCUUCUUCGACCAGUCCAAGAAT
GGGUACGCAGGGUACAUCGAUGGAGGCCCUAGCCAGGAAGAGUUCUAURAG
UUCAUCAAGCCAAUCCUGGAAAAGAUGGACGGAACCGAAGAACUGCUGGUC
AACGCUGAACAGGGAGGAUCUGCUCCGGAAACAGAGAACCUUUGACAACGGA
UCCAUUCCCCACCAGAUCCAUCUGGGUGAGCUGCACGCCAUCUUGCGGCGC
CAGGAGGACUUDUACCCAUUCCUCAAGGACAACCGGGAARAGAUCGAGAAA
AUUCUGACGUUCCGCAUCCCGUAUUACGUGGGCCCACUGGCGCGCGGCAAU
UCGCGCUUCGCGUGGAUGACUAGARAAUCAGAGGAAACCAUCACUCCUNGE
AAUUUCGAGGAAGUUGUGGAUAAGGGAGCUUCGGCACAAAGCUUCAUCGAA
CGAAUGACCAACUUCGACAAGAAUCUCCCAAACGAGAAGGUGCUUCCUAAG
CACAGCCUCCUUUACGAAUACUUCACUGUCUACAACGAACUGACUAAAGUG
AAAUACGUUACUGAAGGAAUGAGGAAGCCGGCCUUUCUGUCCGGAGAACAG
AAGAAAGCAAUUGUCGAUCUGCUGUUCAAGACCAACCGCAAGGUGACCGUC
AAGCAGCUUAAAGAGGACUACUUCAAGAAGAUCGAGUGUUUCGACUCAGUG
GAAAUCAGCGGGGUGGAGGACAGAUUCAACGCUUCGCUGGGAACCUAUCAT
GAUCUCCUGAAGAUCAUCAAGGACAAGGACUUCCUUGACAACGAGGAGAAC
GAGGACAUCCUGGAAGAUAUCGUCCUGACCUUGACCCUUDUCGAGGAUCGC
GAGAUGAUCGAGGAGAGGCUUAAGACCUACGCUCAUCUCUUCGACGAUAAG
GUCAUGARACARACUCAAGCGCCGCCGGUACACUGGUUGGGGCCGCCUCUCC
CGCAAGCUGAUCAACGGUAUUCGCGAUAAACAGAGCGGUAAAACUAUCCUG
GAUUUCCUCARAUCGGAUGGCUUCGCUAAUCGUAACUUCAUGCARUUGAUC
CACGACGACAGCCUGACCUUUAAGGAGGACAUCCAAARAGCACAAGUGUCC
GGACAGGGAGACUCACUCCAUGAACACAUCGCGAAUCUGGCCGGUUCGLCG
GCGAUUAAGAAGGGAAUUCUGCAAACUGUGAAGGUGGUCGACGAGCUGGUG
AAGGUCAUGGGACGGCACAAACCGGAGAAUAUCGUGAUUGAARUGGCCCGA
GAAAACCAGACUACCCAGAAGGGCCAGAMMANCUCCCGCGAARGGAUGAAG
CGGAUCGAAGAAGGAAUCAAGGAGCUGGGCAGCCAGAUCCUGAAAGAGCAC
CCGGUGGAAARCACGCAGCUGCAGAACCGAGARCCUCUACCUGUACUAUDUG
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CAAAAUGGACGGGACAUGUACGUGGACCAAGAGCUGGACAUCAAUCGGUUG
UCUGAUUACGACGUGGACCACAUCGUUCCACAGUCCUUUCUGAAGGAUGAC
UCGAUCGAUAACAAGGUGUUGACUCGCAGCGACAAGAACAGAGGGAAGUCA
GAUAAUGUGCCAUCGGAGGAGGUCGUGAAGAAGAUGAAGAAUUACUGGCGG
CAGCUCCUGAAUGCGAAGCUGAUUACCCAGAGARAGUUUGACAAUCUCACU
AAAGCCGAGCGCGGCGGACUCUCAGAGCUGGAUAAGGCUGGAUUCAUCAAR
CGGCAGCUGGUCGAGACUCGGCAGAUUACCAACCACGUGGCGCAGAUCUUG
GACUCCCGCAUGAACACUAAAUACGACGAGAACGAUAAGCUCAUCCGGGAA
GUGAAGGUGAUUACCCUGAAAAGCARACUUGUGUCGGACUTUCGGAAGGAC
UUUCAGUUUUACAAAGUGAGAGAAAUCAACAACUACCAUCACGCGCAUGAC
GCAUACCUCAACGCUGUGGUCGGUACCGCCCUGAUCARARAAGUACCCUAAA
CUUGAAUCGGAGUUUGUGUACGGAGACUACAACGUCUACGACGUGAGGAAG
AUGAUAGCCAAGUCCGAACAGGAAAUCGGGAAAGCAACUGCGAAAUACIUC
UUUUACUCAAACAUCAUGAACUUDUUCAAGACUGAAANUACGCUGGCCAAL
GGAGAAAUCAGGAAGAGGCCACUGAUCGAAACUAACGGAGAAACGGGCGAR
AUCGUGUGGGACAAGGGCAGGGACUUCGCAACUGUUCGCAAAGUGCUCUCT
AUGCCGCAAGUCAAUAUUGUGAAGAMAAACCGAAGUGCAAACCGGCGGAUUU
UCAAAGGAAUCGAUCCUCCCAAAGAGARAUAGCGACAAGCUCAUUGCACGT
AAGAAAGACUGGGACCCGAAGAAGUACGGAGGAUUCGAUUCGCCGACUGUC
GCAUACUCCGUCCUCGUGGUGGCCAAGGUGGAGAAGGGARAGAGCAARAAG
CUCAAAUCCGUCAAAGAGCUGCUGGGGAUUACCAUCAUGGAACGAUCCUCE
UUCGAGAAGAACCCGAUUGAUUUCCUCGAGGCGAAGGGUUACAAGGAGGUG
AAGAAGGAUCUGAUCAUCAAACUCCCCAAGUACUCACUGUUCGAACUGGAR
AAUGGUCGGAAGCGCAUGCUGGCUUCGGCCGGAGAACUCCAARAAGGAAAL
GAGCUGGCCUUGCCUAGCAAGUACGUCAACUUCCUCUAUCUUGCUUCGCAC
UACGAAAAACUCAAAGGGUCACCGGAAGAUAACGAACAGAAGCAGCUUDUC
GUGGAGCAGCACAAGCAUUAUCUGGAUGAAAUCAUCGAACAARUCUCCGAG
UUUUCAAAGCGCGUGAUCCUCGCCGACGCCAACCUCGACAAAGUCCUGUCE
GCCUACAAUAAGCAUAGAGAUAAGCCGAUCAGAGAACAGGCCGAGAACAUU
AUCCACUUGUUCACCCUGACUAACCUGGGAGCCCCAGCCGCCUUCAAGUAC
UUCGAUACUACUAUCGAUCGCARARGAUACACGUCCACCAAGGAAGUUCUG
GACGCGACCCUGAUCCACCAAAGCAUCACUGGACUCUACGAAACUAGGAUC
GAUCUGUCGCAGCUGGGUGGCGAUGGCGGUGGAUCUCCGAAARAGAAGAGA
AAGGUGUAAUGA

Sequéncia de
aminoacidos
Cas9 nickase
(D10A)

MDKKYSIGLAIGTNSVGWAVITDEYXVPSKKFKVLGNTDRHSIKKNLIGAL
LFDSGETAEATRLERTARRRYTRRENRICYLQEIFSNEMAKVDDSFFHRLE
ESFLVEEDKKHERHPIFGNIVDEVAYHEKYPTIYELRKKLVDSTDEKADLRL
IYLALAHMIKFRGHFLIEGDLNPDNSDVDELFIQLVQTYNQLFEENPINAS
GVDAKAILSARLSKSRRLENLIAQLPGEKKNGLFGNLIALSLGLTPNFESN
FDLAEDAKLQLSKDTYDDDLDNLIAQIGDQYADLFLAAKNLSDAILLSDIL
RVNTEITKAPLSASMIKRYDEHHQDLTLLKALVRQOLPEKYKEIFFDOSKN
GYAGYIDGGASQEEFYRFIKPILERMDGTEELLVELNREDLLRKQRTFDNG
SIPHQIHLGELHAILRRQEDFYPFLKDNREKIERKILTFRIPYYVGPLARGN
SRFAWMTRESEETITPWNFEEVVDRGASAQSFIERMTNFDENLPNEEVLPK
BSLLYEYFTVYNELTKVKYVTEGMRKPAFLSGEQKKAIVDLLFKTNREVTV
KQLKEDYFKKIECFDSVEISGVEDRFNASLGTYHDLLEIIKDKDFLDNEEN
EDILEDIVLTLTLFEDREMIEERLEKTYAHLFDDEVMEQLKRRRYTGWGRLS
RKLINGIRDKQSGRKTILDFLKSDGFANRNFMOLIEDDSLTFKEDIQKAQVS
GQGDSLEEHIANLAGSPAIKKGILQTVEVVDELVKVMGRHKFENIVIEMAR
ENQTTOKGOKNSRERMERIEEGIKELGSQILKEHPVENTQLONEKLYLYYL
QNGRDMYVDQELDINRLSDYDVDHIVPQSFLKDDS IDNKVLTRSDENRGKS
DNVPSEEVVKRMKNYWRQLLNAKLITQRKFDNLTKAERGGLSELDKAGFIK
ROLVETRQITKHVAQILDSRMNTKYDENDKLIREVEVITLKSKLVSDFRKD
FOFYKVREINNYHHARDAY LNAVVGTALIKKYPKLESEFVYGDYKVYDVRK
MIAKSEQEIGKATAKYFFYSNIMNFFKTEITLANGEIRKRPLIETNGETGE
IVWDEKGRDFATVREVLSMPQVNIVEKTEVQTGGFSKESILPKRNSDKLIAR
KKDWDPKKYGGFDSPTVAYSVLVVAKVEKGKSKKLKSVKELLGITIMERSS
FERNPIDFLEAKGYKEVKEDLIIKLPKYSLFELENGRKRMLASAGELQKGN
ELALPSKYVNFLYLASHYEKLKGSPEDNEQRKQLFVEQHKHYLDEIIEQISE

FSKRVILADANLDEKVLSAYNKHRDKPIREQAENI IHLFTLTNLGAPAAFKY
FDTTIDRKRYTSTKEVLDATLIHQSITGLYETRIDLSQLGGDGGGSFPKKKR
EV

FSKRVILADANLDRVLSAYNKHRDKPIREQAENITHLFTLTNLGAPAAFKY
FDTTIDRKRYTSTKEVLDATLIHQSITGLYETRIDLSQLGGDGGGSPKKKR
KV

206

Peticéo 870200059104, de 13/05/2020, pég. 355/405




262/319

ORF de mRNA
de Cas9
nickase (D10A)

AUGGACAAGAAGUACAGCAUCGGACUGGCAAUCGGAACAAACAGCGUCGGA
UGGGCAGUCAUCACAGACGAAUACAAGGUCCCGAGCAAGAAGUUCAAGGUC
CUGGGAAACACAGACAGACACAGCAUCAAGAAGAACCUGAUCGGAGCACUG
CUGUUCGACAGCGGAGAAACAGCAGAAGCAACARGACUGAAGAGAACAGCA
AGAAGAAGAUACACAAGAAGAARGAACAGAAUCUGCUACCUGCAGGAAAUC
DUCAGCAACGAAAUGGCAAAGGUCGACGACAGCUUCUUCCACAGACUGGAA
GAAAGCUUCCUGGUCGAAGAAGACAAGAAGCACGAARGACACCCGAUCUUC
GGAAACAUCGUCGACGAAGUCGCAUACCACGAARAGUACCCGACAAUCUAC
CACCUGAGAAAGAAGCUGGUCGACAGCACAGACAAGGCAGACCUGAGACUG
AUCUACCUGGCACUGGCACACAUGAUCAAGUUCAGAGGACACUUCCUGAUC
GAAGGAGACCUGAACCCGGACAACAGCGACGUCGACRAGCUGUUCAUCCAG
CUGGUCCAGACAUACAACCAGCUGUUCGAAGAARACCCGAUCAACGCAAGC
GGAGUCGACGCAAAGGCAAUCCUGAGCGCAAGACUGAGCAAGAGCAGAAGA
CUGGAAAACCUGAUCGCACAGCUGCCGGGAGAARAGAAGAACGGACUGUUC
GGAAACCUGAUCGCACUGAGCCUGGGACUGACACCGAACUUCAAGAGCAAC
UUCGACCUGGCAGAAGACGCAAAGCUGCAGCUGAGCAAGGACACAUACGAC
GACGACCUGGACAACCUGCUGGCACAGAUCGGAGACCAGUACGCAGACCUG
UUCCUGGCAGCAAAGAACCUGAGCGACGCAAUCCUGCUGAGCGACAUCCUG
AGAGUCAACACAGARAUCACAAAGGCACCGCUGAGCGCAAGCAUGAUCAAG
AGAUACGACGAACACCACCAGGACCUGACACUGCUGAAGGCACUGGUCAGA
CAGCAGCUGCCGGAAMAGUACAAGGAARUCUUCUUCGACCAGAGCAAGAAC
GGAUACGCAGGAUACAUCGACGGAGGAGCAAGCCAGGAAGAAUUCUACAAG
UUCAUCAAGCCGAUCCUGGAAAAGAUGGACGGARCAGAAGAACUGCUGGUC
AAGCUGAACAGAGAAGACCUGCUGAGAAAGCAGAGAACAUUCGACAACGGA
AGCAUCCCGCACCAGAUCCACCUGGGAGAACUGCACGCARUCCUGAGAAGA
CAGGAAGACUUCUACCCGUUCCUGAAGGACAACAGAGAAMAGAUCGAALAG
AUCCUGACAUUCAGAAUCCCGUACUACGUCGGACCGCUGGCAAGAGGARAC
AGCAGAUUCGCAUGGAUGACAAGARAGAGCGAAGAAACAAUCACACCGUGE
AACUUCGAAGAAGUCGUCGACAAGGGAGCAAGCGCACAGAGCUUCAUCGAA
AGAAUGACARACUUCGACAAGAACCUGCCGAACGAARAGGUCCUGCCGAAG
CACAGCCUGCUGUACGAAUACUUCACAGUCUACAACGAACUGACARMAGGUC
AAGUACGUCACAGAAGGAAUGAGARAGCCGGCAUUCCUGAGCGGAGAACAG
AAGAAGGCAAUCGUCGACCUGCUGUUCAAGACARACAGAMAGGUCACAGUC
AAGCAGCUGAAGGAAGACUACUUCAAGAAGAUCGAAUGCUUCGACAGCGUC
GAAAUCAGCGGAGUCGAAGACAGAUUCAACGCARGCCUGGGARCAUACCAC
GACCUGCUGAAGAUCAUCAAGGACAAGGACUUCCUGGACAACGAAGAAAAC
GAAGACAUCCUGGAAGACAUCGUCCUGACACUGACACUGUUCGAAGACAGA
GAAAUGAUCGAAGAAAGACUGAAGACAUACGCACACCUGUUCGACGACAAG
GUCAUGAAGCAGCUGAAGAGAAGAAGAUACACAGGAUGGGGAAGACUGAGC
AGAAAGCUGAUCAACGGAAUCAGAGACAAGCAGAGCGGAMAGACAAUCCUG
GACUUCCUGAAGAGCGACGGAUUCGCAAACAGARACUUCAUGCAGCUGAUC
CACGACGACAGCCUGACAUUCAAGGAAGACAUCCAGAAGGCACAGGUCAGC
GGACAGGGAGACAGCCUGCACGAACACAUCGCARACCUGGCAGGAAGCCCG
GCAAUCAAGAAGGGAAUCCUGCAGACAGUCAAGGUCGUCGACGAACUGGUC
AAGGUCAUGGGAAGACACAAGCCGGAAAACAUCGUCAUCGAAAUGGCAAGA
GARAACCAGACAACACAGAAGGGACAGAAGAACAGCAGAGAARGAAUGAAG
AGAAUCGAAGAAGGAAUCAAGGAACUGGGAAGCCAGAUCCUGAAGGAACAC
CCGGUCGARAACACACAGCUGCAGAACGAARACGCUGUACCUGUACUACCUG
CAGAACGGAAGAGACAUGUACGUCGACCAGGAACUGGACAUCAACAGACUG
AGCGACUACGACGUCGACCACAUCGUCCCGCAGAGCUUCCUGAAGGACGAC
AGCAUCGACAACAAGGUCCUGACAAGAAGCGACAAGAACAGAGGAMAGAGC
GACAACGUCCCGAGCGAAGAAGUCGUCAAGAAGAUGAAGAACUACUGGAGA
CAGCUGCUGAACGCAAAGCUGAUCACACAGAGAMRAGUUCGACAACCUGACA
AAGGCAGAGAGAGGAGGACUGAGCGAACUGGACRAGGCAGGAUUCAUCAAG
AGACAGCUGGUCGARACAAGACAGAUCACAAAGCACGUCGCACAGAUCCUG
GACAGCAGAAUGAACACAAAGUACGACGAAAACGACAAGCUGAUCAGAGAA
GUCAAGGUCAUCACACUGAAGAGCAAGCUGGUCAGCGACUUCAGARAGGAC
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UUCCAGUUCUACAAGGUCAGAGAAAUCAACAACUACCACCACGCACACGAC
GCAUACCUGAACGCAGUCGUCGGAACAGCACUGAUCAAGAAGUACCCGAAG
CUGGAAAGCGAAUUCGUCUACGGAGACUACAAGGUCUACGACGUCAGARAG
AUGAUCGCAAAGAGCGAACAGGAAAUCGGAAAGGCAACAGCARAGUACUUC
UUCUACAGCAACAUCAUGAACUUCUUCAAGACAGAAAUCACACUGGCARAC
GGAGAAAUCAGAAAGAGACCGCUGAUCGAAACARACGGAGAAACAGGAGAA
AUCGUCUGGGACAAGGGAAGACGACUUCGCAACAGUCAGARAGGUCCUGAGC
AUGCCGCAGGUCAACAUCGUCAAGAAGACAGAAGUCCAGACAGGAGGAUUC
AGCAAGGAAAGCAUCCUGCCGAAGAGAAACAGCGACAAGCUGAUCGCAAGA
AAGAAGGACUGGGACCCGAAGAAGUACCGGAGGAUUCGACAGCCCGACAGUC
GCAUACAGCGUCCUGGUCGUCGCARAGGUCGAARAGGGARAGAGCAAGAAG
CUGAAGAGCGUCAAGGAACUGCUGGGAAUCACAAUCAUGGAAAGAAGCAGC
DUCGAAAAGAACCCGAUCGACUUCCUGGAAGCAAAGGGAUACAAGGAAGUC
AAGAAGGACCUGAUCAUCAAGCUGCCGAAGUACAGCCUGUUCGAACUGGAA
AACGGAAGAAAGAGAAUGCUGGCAAGCGCAGGAGAACUGCAGAAGGGAAAC
GAACUGGCACUGCCGAGCAAGUACGUCAACUUCCUGUACCUGGCAAGCCAC
UACGAAAAGCUGAAGGGAAGCCCGGAAGACAACGAACAGAAGCAGCUGUUC
GUCGAACAGCACAAGCACUACCUGGACGAAAUCAUCGAACAGAUCAGCGAA
UUCAGCAAGAGAGUCAUCCUGGCAGACGCAAACCUGGACAAGGUCCUGAGC
GCAUACAACAAGCACAGAGACAAGCCGAUCAGAGAACAGGCAGAARACALC
AUCCACCUGUUCACACUGACAAACCUGGGAGCACCGGCAGCAUUCAAGUAC
UUCGACACAACAAUCGACAGAAAGAGAUACACAAGCACAAAGGAAGUCCUG
GACGCAACACUGAUCCACCAGAGCAUCACAGGACUGUACGAAACAAGAAUC
GACCUGAGCCAGCUGGGAGGAGACGGAGGAGGAAGCCCGAAGAAGAAGAGA
AAGGUCUAG

Sequéncia de
aminoacidos
dCas9 (D10A
H840A)

MDREYSIGLAIGTNSVGWAVITDEYRKVPSKKFKVLGNTDRESIKKNLIGAL
LFDSGETAEATRLKRTARRRYTRRKNRICYLQEIFSNEMAKVDDSFFHRLE
ESFLVEEDKKHERHPIFGNIVDEVAYHEKYPTIYELRKKLVDSTDKADLRL
IYLALAHMIKFRGHFLIEGDLNPDNSDVDKLFIQLVOTYNQLFEENPINAS
GVDARAILSARLSKSRRLENLIAQLPGEKKNGLFGNLIALSLGLTPNFKSN
FOLAEDAKLQLSKDTYDDDLONLLAQIGDQYADLFLAAKNLSDAILLSDIL
RVNTEITKAPLSASMIKRYDEHHQDLTLLEALVRQQOLPEKYRKEIFFDOSKN
GYAGYIDGGASQEEFYKFIKPILEKMDGTEELLVKLNREDLLRKQRTFDNG
SIPEQIELGELHAILRRQEDFYPFLEDNREKIEKILTFRIPYYVGPLARGN
SRFAWMTRKSEETITPWNFEEVVDRGASAQSFIERMTNFDENLPNERVLPK
HSLLYEYFTVYNELTKVKYVTEGMRKPAFLSGEQKKAIVDLLFKTNREVTV
KQLKEDYFKKIECFDSVEISGVEDRFNASLGTYHDLLKITKDKDFLDNEEN
EDILEDIVLTLTLFEDREMIEERLEKTYAHLFDDEVMEQLEKRRRYTGNGRLS
RELINGIRDKQSGKTILDFLESDGFANRNFMOLIEDDSLTFREDIQKEAQVS
GQGDSLHEHIANLAGSPAIKKGILOTVEVVDELVKVMGRHKPENIVIEMAR
ENQTTOKGOKNSRERMERIEEGIKELGSQILKEHPVENTQLONEKLYLYYL
QNGRDMYVDQELDINRLSDYDVDAIVPOSFLKDDS I DNKVLTRSDENRGKS
DRVPSEEVVEEMENYWRQLLNAKLITQRKFDNLTKAERGGLSELDKAGFIK
ROLVETRQITEKHEVAQILDSRMNTKYDENDKLIREVKVITLKSKLVSDFRKD
FOFYRKVREINNYEHAHDAYLNAVVGTALIKKYPKLESEFVYGDYKVYDVRE
MIAKSEQEIGKATAKYFFYSNIMNFFKTEITLANGEIRKRPLIETNGETGE
IVWDKGRDFATVRKVLSMPOQVNIVEKKTEVQTGGFSKESILPKRNSDKLIAR
KEKDWDPKKYGGFDSPTVAYSVLVVAKVEKGKSKKLESVEKELLGITIMERSS
FERNPIDFLEAKGYKEVKKDLIIKLPKYSLFELENGRKRMLASAGELQKEGN
ELALPSKYVNFLYLASHYEKLKGSPEDNEQKQLFVEQEKHYLDEITEQISE
FSEKRVILADANLDRVLSAYNKHRDEPIREQAENT IHLFTLTNLGAPAAFKY
FDTTIDREKRYTSTREVLDATLIHQSITGLYETRIDLSQLGGDGGGSPKKEKR
KV

208

ORF de mRNA
de dCas9
(D10A H840A)

AUGGACAAGAAGUACAGCAUCGGACUGGCAAUCGGAACAAACAGUGUCTGGA
UGGGCAGUCAUCACAGACGAAUACAAGGUCCCGAGCAAGAAGUUCAAGGUC
CUGGGAAACACAGACAGACACAGCAUCAAGAAGAACCUGAUCGGAGCACUG
CUGUUCGACAGCGGAGAAACAGCAGAAGCAACARGACUGAAGAGAACAGCA
AGAAGAAGAUACACAAGAAGAARGAACAGARUCUGCUACCUGCAGGARAUC
UUCAGCAACGAAAUGGCAAAGGUCGACGACAGCUUCUUCCACAGACUGGAA
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GAAAGCUUCCUGGUCGAAGAACACAAGAAGUACCAAAGACACCCCATUCUUT
GGAMAACAUCGUCGACGAAGUCGCAUACCACGAAAAGUACCCGACAAUCUAC
CACCUGAGAAAGAAGCUGGUCGACAGCACAGACAAGGCAGACCUGAGACUG
AUCUACCUGGCACUGGCACACAUGAUCAAGUUCAGAGGACACUUCCUGAUC
GAAGGAGACCUGAACCCGGACAACAGCGACGUCGACAAGCUGUUCAUCCAG
CUGGUCCAGACAUACAACCAGCUGUUCGAAGAAAACCCGAUCAACGCAAGC
GGAGUCGACGCAAAGGCAAUCCUGAGCGCAAGACUGAGCAAGAGCAGAAGA
CUGGAAAACCUGAUCGCACAGCUGCCGGGAGAAAACGAAGAACGGACUGUUC
GGAAACCUGAUCGCACUGAGCCUGGGACUGACACCGAACUUCAAGAGCAAC
UUCGACCUGGCAGAAGACGCAAAGCUGCAGCUGAGCAAGGACACAUACGAC
GACGACCUGGACAACCUGCUGGCACAGAUCGGAGACCAGUACGCAGACCUG
UUCCUGGCAGCAAAGAACCUGAGCGACGCAAUCCUGCUGAGCGACAUCCUG
AGAGUCAACACAGARAUCACAARAGGCACCGCUGAGCGCAAGCAUGAUCAAG
AGAUACGACGAACACCACCAGGACCUGACACUGCUGAAGGCACUGGUCAGA
CAGCAGCUGCCGGAAAAGUACAAGGAAAUCUUCUUCGACCAGAGCAAGAAC
GGAUACGCAGGAUACAUCGACGGAGGAGCAAGCCAGGAAGAAUUCUACRAG
UUCAUCAAGCCGAUCCUGGAAAAGAUGGACGGAACAGAAGAACUGCUGGUC
AAGCUGAACAGAGAAGACCUGCUGAGARAGCACGAGAACAUUCGACAACGGA
AGCAUCCCGCACCAGAUCCACCUGGGAGAACUGCACGCAAUCCUGAGAAGA
CAGGAAGACUUCUACCCGUUCCUGAAGGACAACAGAGAARAGAUCGARAAG
AUCCUGACAUUCAGAAUCCCGUACUACGUCGGACCGCUGGCAAGAGGARAC
AGCAGAUUCGCAUGGAUGACAAGAAAGAGCGAAGAAACAAUCACACCGUGG
AACUUCGAAGAAGUCGUCGACAAGGGAGCAAGCGCACAGAGCUUCAUCGAR
AGAAUGACAAACUUCGACAAGAACCUGCCGAACGAAAAGGUCCUGCCGAAG
CACAGCCUGCUGUACGAAUACUUCACAGUCUACAACGAACUGACARAGGUC
AAGUACGUCACAGAAGGAAUGAGAARGCCGGCAUUCCUGAGCGGAGAACAG
AAGAAGGCAAUCGUCGACCUGCUGUUCAAGACARACAGAMAGGUCACAGUC
AAGCAGCUGAAGGAAGACUACUUCAAGAAGAUCGAAUGCUUCGACAGCGUC
GAAAUCAGCGGAGUCGAAGACAGAUUCAACGCAAGCCUGGGARCAUACCAC
GACCUGCUGAAGAUCAUCAAGGACAAGGACUUCCUGGACAACGAAGAAAAC
GAAGACAUCCUGGAAGACAUCGUCCUGACACUGACACUGUUCGAAGACAGA
GAAAUGAUCGAAGAAAGACUGARAGACAUACGCACACCUGUUCGACGACAAG
GUCAUGAAGCAGCUGAAGAGAAGAAGAUACACAGGAUGGGGAAGACUGAGC
AGAAAGCUGAUCAACGGAAUCAGAGACAAGCAGAGCGGAMAGACARUCCUG
GACUUCCUGAARGAGCGACGGAUUCGCARACAGAAACUUCAUGCAGCUGAUC
CACGACGACAGCCUGACAUUCAAGGAAGACAUCCAGAAGGCACAGGUCAGC
GGACAGGGAGACAGCCUGCACGAACACAUCGCAAACCUGGCAGGAAGCCCG
GCAAUCAAGAAGGGAAUCCUGCAGACAGUCAAGGUCGUCGACGAACUGGUC
AAGGUCAUGGGAAGACACAAGCCGGAAAACAUCGUCAUCGAAAUGGCAAGA
GAAARACCAGACAACACAGAAGGGACAGAAGAACAGCAGAGAARGAAUGRAG
AGAAUCGAAGAAGGAAUCAAGGAACUGGGAAGCCAGAUCCUGAAGGAACAC
CCGGUCGARAACACACAGCUGCAGAACCAAANCCUGUACCUGUACUACCUG
CAGAACGGAAGAGACAUGUACGUCGACCAGGAACUGGACAUCAACAGACUG
AGCGACUACGACGUCGACGCAAUCGUCCCGCAGAGCUUCCUGAAGGACGAC
AGCAUCGACAACAAGGUCCUGACAAGAAGCGACAAGAACAGAGGARAGAGC
GACAACGUCCCGAGCGAAGAAGUCGUCAAGAAGAUGAAGAACUACUGGAGA
CAGCUGCUGAACGCAAAGCUGAUCACACAGAGAAAGUUCGACAACCUGACA
AAGGCAGAGAGAGGAGGACUGAGCGAACUGGACAAGGCAGGAUUCAUCAAG
AGACAGCUGGUCGAAACAAGACAGAUCACAARCGCACGUCGCACAGAUCCUG
GACAGCAGAAUGAACACAAAGUACGACGAAAACGACAAGCUGAUCAGAGAA
GUCAAGGUCAUCACACUGAAGAGCAAGCUGGUCAGCGACUUCAGARAGGAC
DUCCAGUUCUACAAGGUCAGAGAAAUCAACAACUACCACCACGCACACGAC
GCAUACCUGAACGCAGUCGUCGGAACAGCACUGAUCAAGAAGUACCCGAAG
CUGGAAAGCGAAUUCGUCUACGGAGACUACAAGGUCUACGACGUCAGAAAG
AUGAUCGCAAAGAGCGAACAGGAAAUCGGAAAGGCAACAGCARAGUACUUC
UUCUACAGCAACAUCAUGAACUUCUUCAAGACAGAAAUCACACUGGCARAC
GGAGAAAUCAGAAAGAGACCGCUGAUCGAAACAAACGGAGAAACAGGAGAA
AUCGUCUGGGACAAGGGAAGAGACUUCGCAACAGUCAGAMAGGUCCUGAGC
AUGCCGCAGGUCAACAUCGUCAAGAAGACAGAAGUCCAGACAGGAGGADUC
AGCAAGGAAAGCAUCCUGCCGAAGAGAAACAGCGACAAGCUGAUCGCAAGA
AAGAAGGACUGGGACCCGAAGAAGUACGGAGGAUUCGACAGCCCGACAGUC
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GCAUACAGCGUCCUGGUCGUCGCAAAGGUCGAAAAGGGAAAGAGCAAGAAG
CUGAAGAGCGUCAAGGAACUGCUGGGAAUCACAAUCAUGGAAAGAAGCAGC
DUCGAARAGAACCCGAUCGACUUCCUGGAAGCAAACGGAUACAAGGAAGUC
AAGAAGGACCUGAUCAUCAAGCUGCCGAAGUACAGCCUGUUCGAACUGGAA
AACGGAAGAAAGAGAAUGCUGGCAAGCGCAGGAGAACUGCAGAAGGGAAAC
GAACUGGCACUGCCGAGCAAGUACGUCAACUUCCUGUACCUGGCAAGCCAC
UACGARAAGCUGAAGGGAAGCCCGGAAGACAACGAACACAAGCAGCUGUUC
GUCGAACAGCACAAGCACUACCUGGACGAAAUCAUCGAACACGAUCAGCGAA
UUCAGCAAGAGAGUCAUCCUGGCAGACGCAAACCUGGACAAGGUCCUGAGT
GCAUACAACAAGCACAGAGACARAGCCGAUCAGAGAACAGGCAGAARACAUC
AUCCACCUGUUCACACUGACAAACCUGGGAGCACCGGCAGCAUUCAAGUAC
UUCGACACAACAAUCGACAGAAAGAGAUACACAAGCACAAAGGAAGUCCUG
GACGCAACACUGAUCCACCAGAGCAUCACAGGACUGUACGAAACAAGAAUC
GACCUGAGCCAGCUGGGAGGAGACGGAGGAGGAAGCCCCGAAGAAGAAGAGA
AAGGUCUAG

Sequéncia de
codificacdo de
mRNA de Cas9
usando codons
minimos de
uridina (sem
cédons de inicio
ou de parada;
adequado para
inclusao na
sequéncia  de
codificacdo de
proteinas de

fuséo)

GACAAGAAGUACACCAUCGGACUGCATAUCGGAACAMUAGCGUTGCAUGE
GCAGUCAUCACAGACGAAUACAAGGUCCCGAGCAAGAAGUUCAAGGUCCUG
GGAAACACAGACAGACACAGCAUCAAGAAGAACCUGAUCGGAGCACUGCUG
UUCGACAGCGGAGAMACAGCAGAAGCAACAAGACUGAACGAGAACAGCANGA
AGAAGAUACACAAGAAGAAAGARCAGAAUCUGCUACCUGCAGGAAAUCUUC
AGCAACGAAAUGGCAAAGGUCGACGACAGCUUCUUCCACAGACUGGAAGAA
AGCUUCCUGGUCGAAGAAGACAAGAAGCACGAARGACACCCGAUCUUCGGA
AACAUCGUCGACGAAGUCGCAUACCACGAAAAGUACCCGACAAUCUACCAC
CUGAGAAAGAAGCUGGUCGACAGCACAGACAAGGCAGACCUGAGACUGAUC
UACCUGGCACUGGCACACAUGAUCAAGUUCAGAGGACACUUCCUGAUCGAR
GGAGACCUGAACCCGGACAACAGCGACGUCGACAAGCUGUUCAUCCAGCUG
GUCCAGACAUACAACCAGCUGUUCGAAGAAAACCCGAUCAACGCAAGCGGA
GUCGACGCAAAGGCAAUCCUGAGCGCAAGACUGAGCAACAGCAGAACGACUG
GAAMACCUGAUCGCACAGCUGCCGGGAGAAAAGAAGAACGGACUGUUCGGA
AACCUGAUCGCACUGAGCCUGGGACUGACACCGAACUUCAAGAGCAACTIUC
GACCUGGCAGAAGACGCAAAGCUGCAGCUGAGCAAGGACACAUACGACGAC
GACCUGGACAACCUGCUGGCACAGAUCGGAGACCAGUACGCAGACCUGUUC
CUGGCAGCAAAGAACCUGAGCGACGCAAUCCUGCUGAGCGACAUCCUGAGA
GUCAACACAGAAAUCACAAAGGCACCGCUGAGCGCAAGCAUGAUCAAGAGA
UACGACGAACACCACCAGGACCUGACACUGCUGAAGGCACUGGUCAGACAG
CAGCUGCCGGAAAAGUACAAGGAAAUCUUCUUCGACCAGAGCAAGAACGGA
UACGCAGGAUACAUCGACGGAGGAGCAAGCCAGGAAGAAUTUCUACAAGUUC
AUCAAGCCGAUCCUGGAAAAGAUGGACGGAACAGAAGAACUGCUGGUCRAAG
CUGAACAGAGAAGACCUGCUGAGAAAGCAGAGAACAUUCGACAACGGAAGC
AUCCCGCACCAGAUCCACCUGGGAGAACUGCACGCAAUCCUGAGAAGACAG
GAAGACUUCUACCCGUUCCUGAAGGACAACAGAGAARAGAUCGARRAGAUC
CUGACAUUCAGAAUCCCGUACUACGUCGGACCGCUGGCAAGAGGAAACAGC
AGAUUCGCAUGGAUGACAAGAAAGAGCGAAGAAACAAUCACACCGUGGAAC
UUCGAAGAAGUCGUCGACAAGGGAGCAAGCGCACAGAGCUUCAUCGARAGA
AUGACAAACUUCGACAAGAACCUGCCGAACGAAAAGGUCCUGCCGAAGCAC
AGCCUGCUGUACGAAUACUUCACAGUCUACAACGAACUCGACARAGGUCRAG
UACGUCACAGAAGGAAUGAGAAAGCCGGCAUUCCUGAGCGGAGAACAGAAG
AAGGCAAUCGUCGACCUGCUGUUCAAGACAAACAGAAAGGUCACAGUCRAAG
CAGCUGAAGGAAGACUACUUCAAGAAGAUCGAAUGCUUCGACAGCGUCGAA
AUCAGCGGAGUCGAAGACAGAUUCAACGCAAGCCUGGGAACAUACCACGAC
CUGCUGAAGAUCAUCAAGGACAAGGACUUCCUGGACAACGAAGAARACGAA
GACAUCCUGGAAGACAUCGUCCUGACACUGACACUGUUCGAAGACAGAGAR
AUGAUCGAAGAAAGACUGAAGACAUACGCACACCUGUUCGACGACAAGGUC
AUGAAGCAGCUGAAGAGAAGAAGAUACACAGGAUGGGGAAGACUGAGCAGA
AAGCUGAUCAACGGAAUCAGAGACAAGCAGAGCGGAAACGACAAUCCUGGAC
UUCCUGAAGAGCGACGGAUUCGCAAACAGAAACUUCAUGCAGCUGAUCCAC
GACGACAGCCUGACAUUCAAGGAAGACAUCCAGAAGGCACAGGUCAGCGGA
CAGGGAGACAGCCUGCACGAACACAUCGCAAACCUGGCAGGAAGCCCGGCA
AUCAAGAAGGGAAUCCUGCAGACAGUCAAGGUCGUCGACGAACUGGUCAAG
GUCAUGGGAAGACACAAGCCGGAAAACAUCGUCAUCGAAAUGGCAAGAGAA
AACCAGACARACACAGARGGGACAGAAGAACAGCAGAGAAAGARUGAAGAGA
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AUCGAAGAAGCAAUCAAGGAACUGGGAAGCCAGAUCCUGAAGGAACACCTTGE
GUCGAAAACACACAGCUGCAGAACGAARAGCUGUACCUGUACUACCUGCAG
AACGGAAGAGACAUGUACGUCGACCAGGAACUGGACAUCAACAGACUGAGC
GACUACGACGUCGACCACAUCGUCCCGCAGAGCUUCCUGAAGGACGACAGC
AUCGACAACAAGGUCCUGACAAGAAGCGACAAGAACAGAGGAAACGAGCGAC
AACGUCCCGAGCGAAGAAGUCGUCAAGAAGAUGAAGAACUACUGGAGACAG
CUGCUGAACGCAAAGCUGAUCACACAGAGAAACUUCGACAACCUGACARAG
GCAGAGAGAGGAGGACUGAGCGAACUGGACAAGGCAGGAUUCAUCAAGAGA
CAGCUGGUCGAAACAAGACAGAUCACAAAGCACGUCGCACAGAUCCUGGAC
AGCAGAAUGAACACAAAGUACGACGAAAACGACAAGCUGAUCAGAGAAGUC
AAGGUCAUCACACUGAAGAGCAAGCUGGUCAGCGACUUCAGAAAGGACUUC
CAGUUCUACAAGGUCAGAGAAAUCAACAACUACCACCACGCACACGACGCA
UACCUGAACGCAGUCGUCGGAACAGCACUGAUCAAGAAGUACCCGARAGCUG
GAMAAGCGAAUUCGUCUACGGAGACUACAAGCUCUACGACGUCAGARAGAUG
AUCGCAAAGAGCGAACAGGAAAUCGGAAAGGCAACAGCAMAAGUACUUCUUC
UACAGCAACAUCAUGAACUUCUUCAAGACAGAAAUCACACUGGCARACGGA
GAAAUCAGAAAGAGACCGCUGAUCGAAACAAACGGAGAAACAGGAGAAAUC
GUCUGGGACAAGGGAAGAGACUUCGCAACAGUCAGAAAGGUCCUGAGCAUG
CCGCAGGUCAACAUCGUCAAGAACGACAGAACUCCAGACAGGAGGAUUCAGC
AAGGAAAGCAUCCUGCCGAAGAGARACAGCGACAAGCUGAUCGCAAGARAG
AACGGACUGGGACCCGAAGAAGUACGGAGGAUUCGACAGCCCGACAGUCGCA
UACAGCGUCCUGGUCGUCGCAAAGGUCGAAAAGGGAAAGAGCAAGARAGCUG
AAGAGCGUCAAGGAACUGCUGGGAAUCACAAUCAUGGAAAGAAGCAGCUUC
GAAAAGAACCCGAUCGACUUCCUGGAAGCAAAGGGAUACAAGGAAGUCAAG
AAGGACCUGAUCAUCAAGCUGCCGAAGUACAGCCUGUUCGAACUGGAAAAC
GGAAGAAAGAGAAUGCUGGCAAGCGCAGGAGAACUGCAGAAGGGARACGAR
CUGGCACUGCCGAGCAAGUACGUCAACUUCCUGUACCUGGCARGCCACUAC
GAAAAGCUGAAGGGAAGCCCGGAAGACAACGAACAGAAGCAGCUGUUCGUC
GAACAGCACAAGCACUACCUGGACGAARUCAUCGAACACGAUCAGCGAADUC
AGCAAGAGAGUCAUCCUGGCAGACGCAAACCUGGACAAGGUCCUGAGCGCA
UACAACAAGCACAGAGACAAGCCGAUCAGAGAACAGGCAGAARACAUCAUC
CACCUGUUCACACUGACAAACCUGGGAGCACCGGCAGCAUUCAAGUACUUC
GACACAACAAUCGACAGAAAGAGAUACACAAGCACAAAGGAAGUCCUGGAC
GCAACACUGAUCCACCAGAGCAUCACAGGACUGUACGAAACAAGARUCGAC
CUGAGCCAGCUGGGAGGAGACGGAGGAGGAAGCCCGAAGAAGAAGAGARAAG
GucC

Sequéncia de
codificacao de
Cas9

usando cédons

nickase

minimos de
uridina  (sem
cédons de
inicio ou de
parada;

adequado para
inclusao na
sequéncia de
codificagao de
proteinas  de

fusao)

GACAAGAAGUACAGCAUCGGACUGGCAAUCGGAACAAACAGCGUCGGAUGG
GCAGUCAUCACAGACGAAUACAAGGUCCCGAGCAAGAAGUUCAAGGUCCUG
GGAAACACAGACAGACACAGCAUCAAGAAGAACCUGAUCGGAGCACUGCUG
UUCGACAGCGGAGARACAGCAGAAGCARCAAGACUGAAGAGAACAGCAAGA
AGAAGAUACACAAGAAGAAAGAACAGAAUCUGCUACCUGCAGGAAAUCUUC
AGCAACGARAUGGCAAAGGUCGACGACAGCUUCUUCCACAGACUGGAAGAA
AGCUUCCUGGUCGAAGAAGACAAGAAGCACGAARGACACCCGAUCUUCGGA
AACAUCGUCGACGAAGUCGCAUACCACGAAAAGUACCCGACAAUCUACCAC
CUGAGAAAGAAGCUGGUCGACAGCACAGACAAGGCAGACCUGAGACUGAUC
UACCUGGCACUGGCACACAUGAUCAAGUUCAGAGGACACUUCCUGAUCGAA
GGAGACCUGAACCCGGACAACAGCGACGUCGACAAGCUGUUCAUCCAGCUG
GUCCAGACAUACAACCAGCUGUUCGAAGAAAACCCGAUCAACGCAAGCGGA
GUCGACGCAAAGGCAAUCCUGAGCGCAAGACUGAGCAAGAGCAGAAGACUG
GAAMCCUGAUCGCACAGCUGCCGGGAGAAAAGAAGAACGGACUGUUCGGA
AACCUGAUCGCACUGAGCCUGGGACUGACACCGAACUUCAAGAGCAACUUC
GACCUGGCAGAAGACGCAAAGCUGCAGCUGAGCAAGGACACAUACGACGAC
GACCUGGACAACCUGCUGGCACAGAUCGGAGACCAGUACGCAGACCUGUUC
CUGGCAGCAAAGAACCUGAGCGACGCAAUCCUGCUGAGCGACAUCCUGAGA
GUCAACACAGAAAUCACAAAGGCACCGCUGAGCGCAAGCAUGAUCAAGAGA
UACGACGAACACCACCAGGACCUGACACUGCUGAAGGCACUGGUCAGACAG
CAGCUGCCGGAAAAGUACAAGGAARUCUUCUUCGACCAGAGCAAGAACGGA
UACGCAGGAUACAUCGACGGAGGAGCAAGCCAGGAAGAAUUCUACAAGUUC
AUCAAGCCGAUCCUGGAAAAGAUGGACGGAACAGAAGAACUGCUGGUCAAG
CUGAACAGAGAAGACCUGCUGAGARAGCAGAGARACAUUCGACAACGGAAGC
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AUCCCCCACCAGAUCCACCUGCCACAACUGCACCCAAUCCUGAGAACGATCAL
GAAGACUUCUACCCGUUCCUGAAGGACAACAGAGAAMAGAUCGAARAGAUC
CUGACAUUCAGAAUCCCGUACUACGUCGGACCCGCUGGCAAGAGGARACAGC
AGAUUCGCAUGGAUGACAAGAAAGAGCGAAGAANCAAUCACACCGUGGAAC
UUCGAAGAAGUCGUCGACAAGGGAGCAAGCGCACAGAGCUUCAUCGARAGA
AUGACAAACUUCGACAAGAACCUGCCGAACGAARAGGUCCUGCCGAAGCAC
AGCCUGCUGUACGAAUACUUCACAGUCUACAACGAACUGACAAAGGUCAAG
UACGUCACAGAAGGAAUGAGAAAGCCGGCAUUCCUGAGCGGAGAACAGAAG
AAGGCAAUCGUCGACCUGCUGUUCAAGACAAACAGAAAGGUCACAGUCAAG
CAGCUGAAGGAAGACUACUUCAAGAAGAUCGAAUGCUUCGACAGCGUCGAA
AUCAGCGGAGUCGAAGACAGAUUCAACGCAAGCCUGGGAACAUACCACGAC
CUGCUGAAGAUCAUCAAGGACAAGGACUUCCUGGACAACGAAGAARACGAA
GACAUCCUGGAAGACAUCGUCCUGACACUGACACUGUUCGAAGACAGAGAA
AUGAUCGAAGAAAGACUGAAGACAUACGCACACCUGUUCGACGACAAGGUC
AUGAAGCAGCUGAAGAGAAGAAGAUACACAGGAUGGGGAAGACUGAGCAGA
AAGCUGAUCAACGGAAUCAGAGACAAGCAGAGCGGAAAGACAAUCCUGGAC
UUCCUGAAGAGCGACGGAUUCGCAAACAGAAACUUCAUGCAGCUGAUCCAC
GACGACAGCCUGACAUUCAAGGAAGACAUCCAGAAGGCACAGGUCAGCGGA
CAGGGAGACAGCCUGCACGAACACAUCGCAAACCUGGCAGGAAGCCCGGCA
AUCAAGAAGGGAAUCCUGCAGACAGUCAAGGUCGUCGACGAACUGGUCAAG
GUCAUGGGAAGACACAAGCCGGAAAACAUCCGUCAUCGAAAUGGCAACGAGAA
AACCAGACAACACAGAAGGGACAGAAGAACAGCAGAGAAAGARUGAAGAGA
AUCGAAGAAGGAAUCAAGGAACUGGGAAGCCAGAUCCUGAAGGAACACCCE
GUCGAAAACACACAGCUGCAGAACGAARAGCUGUACCUGUACUACCUGCAG
AACGGAAGAGACAUGUACGUCGACCAGGAACUGGACAUCAACAGACUGAGC
GACUACGACGUCGACCACAUCGUCCCGCAGAGCUUCCUGAAGGACGACAGC
AUCGACAACAAGGUCCUGACAAGARGCGACAAGAACAGAGGARAGAGCGAC
AACGUCCCGAGCGAAGAAGUCGUCAAGAAGAUGAAGAACUACUGGAGACAG
CUGCUGAACGCAAAGCUGAUCACACAGAGARAGUUCGACAACCUGACARAG
GCAGAGAGAGGAGGACUGAGCGAACUGGACAAGGCAGGAUUCAUCAAGAGA
CAGCUGGUCGARAACAAGACAGAUCACARAGCACGUCGCACAGAUCCUGGAC
AGCAGAAUGAACACAAAGUACGACGAARACGACAAGCUGAUCAGAGAAGUC
AAGGUCAUCACACUGAAGAGCAAGCUGGUCAGCGACUUCAGARAGGACUUC
CAGUUCUACAAGGUCAGAGAAAUCAACAACUACCACCACGCACACGACGCA
UACCUGAACGCAGUCGUCGGAACAGCACUGAUCAAGAAGUACCCGARAGCUG
GAAAGCGAAUUCGUCUACGGAGACUACAAGGUCUACGACGUCAGARAGAUG
AUCGCAAAGAGCGAACAGGAAAUCGGAAAGGCAACAGCAMAGUACUUCUUC
UACAGCAACAUCAUGAACUUCUUCAAGACAGAARUCACACUGGCARACGGA
GAAAUCAGAAAGAGACCGCUGAUCGAAACAAACGGAGAAACAGGAGAAAUC
GUCUGGGACAAGGGAAGAGACUUCGCAACAGUCAGARAGGUCCUGAGCAUG
CCGCAGGUCAACAUCGUCAAGAAGACAGAAGUCCAGACAGGAGGAUUCAGC
AAGGAAAGCAUCCUGCCGAAGAGARACAGCGACAAGCUGAUCGCAAGARAG
AAGGACUGGGACCCGAAGAAGUACGGAGGAUUCGACAGCCCGACAGUCGCA
UACAGCGUCCUGGUCGUCGCAARGGUCGAAAAGGGAAAGAGCAAGARAGCUG
AAGAGCGUCAAGGAACUGCUGGGAAUCACAAUCAUGGAAAGAAGCAGCUUC
GAAAAGAACCCGAUCGACUUCCUGGAAGCARAGGGAUACAAGGAAGUCAAG
AAGGACCUGAUCAUCAAGCUGCCGAAGUACAGCCUGUUCGAACUGGAAMAC
GGAAGAAAGAGAAUGCUGGCAAGCGCAGGAGAACUGCAGAAGGGARACGAA
CUGGCACUGCCGAGCAAGUACGUCAACUUCCUGUACCUGGCAAGCCACUAC
GAAAAGCUGAAGGGAAGCCCGGAAGACAACGAACAGAAGCAGCUGUUCGUC
GAACAGCACAAGCACUACCUGGACGAAAUCAUCGAACAGAUCAGCGAAUUC
AGCAAGAGAGUCAUCCUGGCAGACGCAAACCUGGACAAGGUCCUGAGCGCA
UACAACAAGCACAGAGACAAGCCGAUCAGAGAACAGGCAGAAAACAUCAUC
CACCUGUUCACACUGACAAACCUGGGAGCACCGGCAGCAUUCAAGUACTUC
GACACAACAAUCGACAGAAAGAGAUACACAAGCACAAAGGAAGUCCUGGAC
GCAACACUGAUCCACCAGAGCAUCACAGGACUGUACGAAMCAAGARUCGAC
CUGAGCCAGCUGGGAGGAGACGGAGGAGGAAGCCCGAAGAAGAAGAGAAAG
Guc

sequéncia de
codificacao
dCas9 usando
cédons

minimos de

GACAAGAAGUACAGCAUCGGACUGGUAAUCGGAACAAACAGCGUCGGAUGE
GCAGUCAUCACAGACGAAUACAAGGUCCCGAGCAAGAAGUUCAAGGUCCUG
GGAAACACAGACAGACACAGCAUCAAGAAGAACCUGAUCGGAGCACUGCUG
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uridina (sem
cédons de
partida ou
parada;

adequado para

inclusao na
sequéncia de
codificagao de
proteinas  de
fusao)

UUCGACAGCGGAGAAACAGCAGAACGCAACAAGACUGAACAGAACAGCAAGA
AGAAGAUACACAAGAAGAAAGAACAGAAUCUGCUACCUGCAGGAAAUCUUC
AGCAACGAAAUGGCAMAAGGUCGACGACAGCUUCUUCCACAGACUGGAAGAA
AGCUUCCUGGUCGAAGAAGACAAGAAGCACGAAAGACACCCGAUCUUCGGA
AACAUCGUCGACGAAGUCGCAUACCACGAAAAGUACCCGACAAUCUACCAC
CUGAGAAAGAAGCUGGUCGACAGCACAGACAAGGCAGACCUGAGACUGAUC
UACCUGGCACUGGCACACAUGAUCAAGUUCAGAGGACACUUCCUGAUCGAA
GGAGACCUGAACCCGGACAACAGCGACGUCGACAAGCUGUUCAUCCAGCUG
GUCCAGACAUACAACCAGCUGUUCGAAGAAAACCCGAUCAACGCAAGCGGA
GUCGACGCAAAGGCAAUCCUGAGCGCAAGACUGAGCAAGAGCAGAAGACUG
GAAAACCUGAUCGCACAGCUGCCGGGAGAAAAGAAGAACGGACUGUUCGGA
AACCUGAUCGCACUGAGCCUGGGACUGACACCGAACUUCAAGAGCAACUUC
GACCUGGCAGAAGACGCAAAGCUGCAGCUGAGCAAGGACACAUACGACGAC
GACCUGGACAACCUGCUGGCACAGAUCGGAGACCAGUACGCAGACCUGDUC
CUGGCAGCAAAGAACCUGAGCGACGCAAUCCUGCUGAGCGACAUCCUGAGA
GUCAACACAGAAAUCACARAGGCACCGCUGAGCGCAAGCAUGAUCRAGAGA
UACGACGAACACCACCAGGACCUGACACUGCUGAAGGCACUGGUCAGACAG
CAGCUGCCGGAAAAGUACAAGGAARUCUUCUUCGACCAGAGCAAGRACGGA
UACGCAGGAUACAUCGACGGAGGAGCAAGCCAGGAAGAAUUCUACAAGUUC
AUCAAGCCGAUCCUGGAAAAGAUGGACGGAACAGAAGAACUGCUGGUCAAG
CUGAACAGAGAAGACCUGCUGAGAAAGCAGAGAACAUUCGACAACGGAAGC
AUCCCGCACCAGAUCCACCUGGGAGAACUGCACGCARUCCUGAGAAGACAG
GAAGACUUCUACCCGUUCCUGARAGGACAACAGAGAARAGAUCGAARAGAUC
CUGACAUUCAGAAUCCCGUACUACGUCGGACCGCUGGCAAGAGGAAACAGC
AGAUUCGCAUGGAUGACAAGAAAGAGCGAAGAAACAAUCACACCGUGGAAC
UUCGAAGAAGUCGUCGACAAGGGAGCAARGCGCACAGAGCUUCAUCGAAAGA
AUGACAAACUUCGACAAGAACCUGCCGAACGAARAGGUCCUGCCGAAGCAC
AGCCUGCUGUACGAAUACUUCACAGUCUACAACGAACUGACAAAGGUCAAG
UACGUCACAGAAGGAAUGAGAARGCCGGCAUUCCUGAGCGGAGAACAGRAAG
AAGGCAAUCGUCGACCUGCUGUUCAAGACAAACAGAAAGGUCACAGUCAAG
CAGCUGAAGGAAGACUACUUCAAGAAGAUCGAAUGCUUCGACAGCGUCGAR
AUCAGCGGAGUCGAAGACAGAUUCAACGCAAGCCUGGGAACAUACCACGAC
CUGCUGAAGAUCAUCAAGGACAAGGACUUCCUGGACAACGAAGAARACGAA
GACAUCCUGGAAGACAUCGUCCUGACACUGACACUGUUCGAAGACAGAGAA
AUGAUCGAAGAAAGACUGAAGACAUACGCACACCUGUUCGACGACAAGGUC
AUGAAGCAGCUGAAGAGAAGAAGAUACACAGGAUGGGGAAGACUGAGCAGA
AAGCUGAUCAACGGAAUCAGAGACAAGCAGAGCGGARAGACAAUCCUGGAC
UUCCUGAAGAGCGACGGAUUCGCARACAGAAACUUCAUGCAGCUGAUCCAC
GACGACAGCCUGACAUUCAAGGAAGACAUCCAGAAGGCACAGGUCAGCGGA
CAGGGAGACAGCCUGCACGAACACAUCGCAAACCUGGCAGGAAGCCCGGCA
AUCAAGAAGGGAAUCCUGCAGACAGUCAAGGUCGUCGACGAACUGGUCAAG
GUCAUGGGAAGACACAAGCCGGAARACAUCGUCAUCGAAAUGGCARGAGAA
AACCAGACAACACAGAAGGGACAGAAGAACAGCAGAGAAACGAAUGRAGAGA
AUCGAAGAAGGAAUCAAGGAACUGGGAAGCCAGAUCCUGAAGGAACACCCG
GUCGAAAACACACAGCUGCAGAACGAAANGCUGUACCUGUACUACCUGCAG
AACGGAAGAGACAUGUACGUCGACCAGGAACUGGACAUCAACAGACUGAGC
GACUACGACGUCGACGCAAUCGUCCCGCAGAGCUUCCUGAAGGACGACAGC
AUCGACAACAAGGUCCUGACAAGAAGCGACAAGAACAGAGGAAAGAGCGAC
AACGUCCCGAGCGAAGAAGUCGUCAAGAAGAUGAAGAACUACUGGAGACAG
CUGCUGAACGCAAAGCUGAUCACACAGAGAAAGUUCGACAACCUGACARAG
GCAGAGAGAGGAGGACUGAGCGAACUGGACAACGCAGGAUUCAUCAAGAGA
CAGCUGGUCGAAACAAGACAGAUCACAAAGCACGUCGCACAGAUCCUGGAC
AGCAGAAUGAACACAAAGUACGACGAAAACGACAACGCUGAUCAGAGAAGUC
AAGGUCAUCACACUGAAGAGCAAGCUGGUCAGCGACUUCAGAAAGGACTUC
CAGUUCUACAAGGUCAGAGAAAUCAACAACUACCACCACGCACACGACGCA
UACCUGAACGCAGUCGUCGGAACAGCACUGAUCAAGAAGUACCCGRAGCUG
GAAAGCGAAUUCGUCUACGGAGACUACAAGGUCUACGACGUCAGAAAGAUG
AUCGCAAAGAGCGAACAGGAAAUCGGAAAGGCAACAGCAMAGUACUUCUUC
UACAGCAACAUCAUGAACUUCUUCAAGACAGAAAUCACACUGGCARACGGA
GAAAUCAGAAAGAGACCGCUGAUCGAAACAARCGGAGAANCAGGAGAAAUC
GUCUGGGACAAGGGAAGAGACUUCGCAACAGUCAGARAAGGUCCUGAGCAUG
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CCGCAGGUCAACAUCGUCAAGARAGACAGAAGUCCAGACAGGAGGAUUCAGC
AAGGAAAGCAUCCUGCCGAAGAGAANCAGCGACAAGCUGAUCGCAAGARAG
AAGGACUGGGACCCGAAGAAGUACGGAGGAUUCGACAGCCCGACAGUCGCA
UACAGCGUCCUGGUCGUCGCAARGGUCGAAAAGGGAAAGAGCAAGRAGCUG
AAGAGCGUCAAGGAACUGCUGGGAANCACAAUCAUGGAAAGAAGCAGCUUC
GAAAAGAACCCGAUCGACUUCCUGGAAGCAAAGGGAUACAAGGAAGUCRAAG
AAGGACCUGAUCAUCAAGCUGCCGAAGUACAGCCUGUUCGAACUGGARRAC
GGAAGAAAGAGAAUGCUGGCAAGCGCAGGAGAACUGCAGAAGGGAAACGAA
CUGGCACUGCCGAGCAAGUACGUCAACUUCCUGUACCUGGCAAGCCACUAC
GAAAAGCUGAAGGGAAGCCCGGAAGACAACGAACAGAAGCAGCUGUUCGUC
GAACAGCACAAGCACUACCUGGACGAAAUCAUCGAACAGAUCAGCGAAUUC
AGCAAGAGAGUCAUCCUGGCAGACGCAAACCUGGACAAGGUCCUGAGCGCA
UACAACAAGCACAGAGACAAGCCGAUCAGAGAACAGGCAGAAAACAUCAUC
CACCUGUUCACACUGACAAACCUGGGAGCACCGGCAGCADUCAAGUACDUC
GACACAACAAUCGACAGAAAGAGAUACACAAGCACAAAGGAAGUCCUGGAC
GCAACACUGAUCCACCAGAGCAUCACAGGACUGUACGAAACAAGAAUCGAC
CUGAGCCAGCUGGGAGGAGACGGAGGAGGAAGCCCGAAGAAGAAGAGARAG
GucC

Sequéncia

de

aminoacidos de
Cas9 (sem NLS)

MDKKYSIGLDIGTNSVGHWAVITDEYKVPSKKFKVLGNTDRHSIKKNLIGAL
LFDSGETAEATRLKRTARRRYTRRENRICYLQEIFSNEMAKVDDSFFHRLE
ESFLVEEDKKHERHPIFGNIVDEVAYHEKYPTIYHLRKKLVDSTDKADLRL
IYLALAHMIKFRGHFLIEGDLNPDNSDVDELFIQLVOQTYNQLFEENPINAS
GVDARAILSARLSKSRRLENLIAQLPGEKENGLFGNLIALSLGLTPNFKSN
FDLAEDAKLOQLSKDTYDDDLDNLLAQIGDQYADLFLAAKNLSDAILLSDIL
RVNTEITKAPLSASMIKRYDEHHQDLTLLKALVRQOLPEKYKEIFFDOSKN
GYAGYIDGGASQEEFYRKFIKPILEKMDGTEELLVKLNREDLLRKQRTFDNG
SIFHQIHLGELHAILRRQEDFYPFLKDNREKIEKILTFRIPYYVGPLARGN
SRFAWMTRESEETITPRNFEEVVDRGASAQSFIERMTNFDENLPNEKVLPK
BSLLYEYFTVYNELTKVEKYVTEGMREKPAFLSGEQKKAIVDLLFKTNREVTV
KQLKEDYFKKIECFDSVEISGVEDRFNASLGTYHDLLKITKDKDFLDNEEN
EDILEDIVLTLTLFEDREMIEERLKTYAHLFDDKVMKQLKRRRYTGWGRLS
RKLINGIRDKQSGKTILDFLKSDGFANRNFMOLIKDDSLTFKEDIQKAQVS
GQGDSLHEHIANLAGSPAIKKGILOTVEKVVDELVKVMGRHEKFPENIVIEMAR
ENQTTOKGOKNSRERMKRIEEGIKELGSQILKEHPVENTQLONEKLYLYYL
QNGRDMYVDQELDINRLSEDYDVDHIVPQSFLEDDSIDNKVLTRSDENRGKS
DRVPSEEVVKRMKNYWRQLLNAKLITOQRKEFDNLTKAERGGLSELDKAGFIK
ROQLVETRQITEEVAQILDSRMNTKYDENDKLIREVEVITLESKLVSDFRED
FOQFYKVREINNYHHAHDAY LNAVVGTALIKKYPKLESEFVYGDYKVYDVRK
MIAKSEQEIGRATAKYFFYSNIMNFFKTEITLANGEIRKRPLIETNGETGE
IVWDEKGRDFATVREVLSMPOQVNIVKKTEVQTGGFSKESILPKRNSDKLIAR
KKDWDPKKYGGFDSPTVAY SVLVVAKVEKGKSKXKLKSVKELLGITIMERSS
FERNPIDFLEAKGYKEVKKDLIIKLPKYSLFELENGRERMLASAGELQEGN
ELALPSKYVNFLYLASHYEKLKGSPEDNEQKQLFVEQHKHYLDEIIEQISE
FSKRVILADANLDRVLSAYNKHRDEKPIREQAENIIHLFTLTNLGAPAAFKY
FDTTIDRKRYTSTKEVLDATLIHQSITGLYETRIDLSQLGGD

213

e parada

ORF de mRNA
de Cas9 que
codifica SEQ 1D
NO: 213 usando
cédons minimos
de uridina, com

codons de inicio

AUGGACAAGAAGUACAGCAUCGGACUGCGACAUCGGAACAAACAGUGUTGGA
UGGGCAGUCAUCACAGACGAAUACAAGGUCCCGAGCAAGAAGUUCAAGGUC
CUGGGAAACACAGACAGACACAGCAUCAAGAAGAACCUGAUCGGAGCACUG
CUGUUCGACAGCGGAGAAACAGCAGAAGCAACARGACUGAAGAGAACAGCA
AGAAGAAGAUACACAAGAAGAARGAACAGAAUCUGCUACCUGCAGGAAAUC
UUCAGCAACGAAAUGGCAAAGGUCGACGACAGCUUCUUCCACAGACUGGAR
GAAAGCUUCCUGGUCGAAGAAGACAAGAAGCACGAAAGACACCCGAUCDUC
GGAAACAUCGUCGACGAAGUCGCAUACCACGAARAGUACCCGACAAUCUAC
CACCUGAGAAAGAAGCUGGUCGACAGCACAGACAAGGCAGACCUGAGACUG
AUCUACCUGGCACUGGCACACAUGAUCAAGUUCAGAGGACACUUCCUGAUC
GAAGGAGACCUGAACCCGGACAACAGCGACGUCGACAAGCUGUUCAUCCAG
CUGGUCCAGACAUACAACCAGCUGUUCGAAGAARACCCGAUCAACGCAAGC
GGAGUCGACGCAAAGGCAAUCCUGAGCGCAAGACUGAGCAAGAGCAGAAGA
CUGGARAACCUGAUCGCACAGCUGCCGGGAGAARAGAAGAACGGACUGUUC
GGAAACCUGAUCGCACUGAGCCUGGGACUGACACCGAACUUCAAGAGCAAC
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UUCGACCUGGCAGAAGACGCAAAGCUGCAGCUGAGCAAGGACACAUACGAC
GACGACCUGGACAACCUGCUGGCACAGAUCGGAGACCAGUACGCAGACCUG
DUCCUGGCAGCAAAGAACCUGAGCGACGCAAUCCUGCUGAGCGACAUCCUG
AGAGUCAACACAGAMRAUCACAARGGCACCGCUGAGCGCARGCAUGAUCAAG
AGAUACGACGAACACCACCAGGACCUGACACUGCUGAAGGCACUGGUCAGA
CAGCAGCUGCCGGAAMAGUACAAGGAMAUCUUCUUCGACCAGAGCAAGAAC
GGAUACGCAGGAUACAUCGACGGAGGAGCAAGCCACGGAAGAAUUCUACRAG
UUCAUCAAGCCGAUCCUGGAAAAGAUGGACGGAACAGAAGAACUGCUGGUC
AAGCUGAACAGAGAAGACCUGCUGAGAAAGCAGAGAACAUUCGACAACGGA
AGCAUCCCGCACCAGAUCCACCUGGGAGAACUGCACGCAAUCCUGAGAAGA
CAGGAAGACUUCUACCCGUUCCUGARAGGACAACAGAGAARAGAUCGAARAG
AUCCUGACAUUCAGAAUCCCGUACUACGUCGGACCGCUGGCAAGAGGARAC
AGCAGAUUCGCAUGGAUGACAAGAAAGAGCGAAGAAACAAUCACACCGUGG
AACUUCGAAGAAGUCGUCGACAAGGGAGCAAGCGCACAGAGCUUCAUCGAR
AGAAUGACAAACUUCGACAAGAACCUGCCGAACGAARAGGUCCUGCCGAAG
CACAGCCUGCUGUACGAAUACUUCACAGUCUACAACGAACUGACARAGGUC
AAGUACGUCACAGAAGGAAUGAGAAAGCCGGCAUUCCUGAGCGGAGAACAG
AAGAAGGCAAUCGUCGACCUGCUGUUCAAGACARACAGARAGGUCACAGUC
AAGCAGCUGAAGGAAGACUACUUCAAGAAGAUCGAAUGCUUCGACAGCGUC
GAAAUCAGCGGAGUCGAAGACAGAUUCAACGCAAGCCUGGGAACAUACCAC
GACCUGCUGAAGAUCAUCAAGGACAAGGACUUCCUGGACAACGAAGARARAAC
GAAGACAUCCUGGAAGACAUCGUCCUGACACUGACACUGUUCGAAGACAGA
GAAAUGAUCGAAGAAACGACUGAAGACAUACGCACACCUGUUCGACGACRAG
GUCAUGAAGCAGCUGAAGAGAAGAAGAUACACAGGAUGGGGAAGACUGAGC
AGAAAGCUGAUCAACGGAAUCAGAGACAAGCAGAGCGGARAAGACAAUCCUG
GACUUCCUGAAGAGCGACGGAUUCGCAAACAGAAACUUCAUGCAGCUGAUC
CACGACGACAGCCUGACAUUCAAGGAAGACAUCCAGAAGGCACAGGUCAGC
GGACAGGGAGACAGCCUGCACGAACACAUCGCAAACCUGGCAGGAAGCCCG
GCAAUCAAGAAGGGAAUCCUGCAGACAGUCAAGGUCGUCGACGAACUGGUC
AAGGUCAUGGGAAGACACAAGCCGGAAAACAUCGUCAUCGAAAUGGCAAGA
GAAAACCAGACAACACAGAAGGGACAGAAGARCAGCAGAGAARGAAUGRAG
AGAAUCGAAGAAGGAAUCAAGGAACUGGGAAGCCAGAUCCUGAAGGARACAC
CCGGUCGAAAACACACAGCUGCAGAACGAAAAGCUGUACCUGUACUACCUG
CAGAACGGAAGAGACAUGUACGUCGACCAGGAACUGGACAUCAACAGACUG
AGCGACUACGACGUCGACCACAUCGUCCCGCAGAGCUUCCUGAAGGACGAC
AGCAUCGACAACAAGGUCCUGACAAGAAGCGACAAGAACAGAGGARAGAGC
GACAACGUCCCGAGCGAAGAAGUCGUCAAGAAGAUGAAGAACUACUGGAGA
CAGCUGCUGAACGCAAAGCUGAUCACACAGAGARACUUCGACAACCUGACA
AAGGCAGAGAGAGGAGGACUGAGCGAACUGGACAAGGCAGGAUUCAUCAAG
AGACAGCUGGUCGAAACAAGACAGAUCACAAACGCACGUCGCACAGAUCCUG
GACAGCAGAAUGAACACAAAGUACGACGAAAACGACAAGCUGAUCAGAGAA
GUCAAGGUCAUCACACUGAAGAGCAAGCUGGUCAGCGACUUCAGARAGGAC
UUCCAGUUCUACAAGGUCAGAGAAAUCAACARCUACCACCACGCACACGAC
GCAUACCUGAACGCAGUCGUCGGAACAGCACUGAUCARAGAAGUACCCGAAG
CUGGAAAGCGAAUUCGUCUACGGAGACUACAAGGUCUACGACGUCAGARAG
AUGAUCGCAMAGAGCGAACAGGAMAUCGGAAAGGCAACAGCAAAGUACDUC
UUCUACAGCAACAUCAUGAACUUCUUCAAGACAGAAAUCACACUGGCARAC
GGAGAAAUCAGAAAGAGACCGCUGAUCGAAACAAACGGAGAAACAGGAGAA
AUCGUCUGGGACAAGGGAAGAGACUUCGCAACAGUCAGAAAGGUCCUGAGC
AUGCCGCAGGUCAACAUCGUCAAGAAGACAGAAGUCCAGACAGGAGGADUC
AGCAAGGAAAGCAUCCUGCCGAAGAGAAACAGCGACAAGCUGAUCGCAAGA
AAGAAGGACUGGGACCCGAAGAAGUACGGAGGAUUCGACAGCCCGACAGUC
GCAUACAGCGUCCUGGUCGUCGCAAAGCUCGAARACGGAAAGAGCAAGAAG
CUGAAGAGCGUCAAGGAACUGCUGGGAAUCACAAUCAUGGAAAGAAGCAGC
UUCGAAAAGAACCCGAUCGACUUCCUGGAAGCAAACGGAUACAAGGAAGUC
AAGAAGGACCUGAUCAUCAAGCUGCCGAAGUACAGCCUGUUCGAACUGGAR
AACGGAAGAMAGAGAAUGCUGGCAAGCGCAGGAGAACUGCAGAAGGGARAAC
GAACUGGCACUGCCGAGCAAGUACGUCAACUUCCUGUACCUGGCAAGCCAC
UACGAAAAGCUGAAGGGAAGCCCGGAAGACAACGAACACGAAGCAGCUGUUC
GUCGAACAGCACAAGCACUACCUGGACGAAAUCAUCGAACAGAUCAGCGAA
DUCAGCAAGAGAGUCAUCCUGGCAGACGCAAACCUGGACAAGGUCCUGAGC

GCAUACAACAAGCACAGAGACAAGCCGAUCAGAGAACAGGCAGAARACAUC
AUCCACCUGUUCACACUGACAAACCUGGGAGCACCGGCAGCAUUCRAGUAC
DUCGACACAACAAUCGACAGAAAGAGAUACACAAGCACARAGGAAGUCCUG
GACGCAACACUGAUCCACCAGAGCAUCACAGGACUGUACGAAACARGAAUC
GACCUGAGCCAGCUGGGAGGAGACUAG
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Sequéncia de
codificacao
Cas9 que
codifica SEQ 1D
NO: 213 usando
cédons minimos
de uridina (sem
coédons de inicio
ou parada;
adequado para
inclusao na
sequéncia  de
codificacdo de
proteinas de
fusao)

GACAAGAAGUACACCAUCGCACUGCATAUCCCAACAMUACTGCUCGCGAUGE
GCAGUCAUCACAGACGAAUACAAGGUCCCGAGCAAGAAGUUCAAGGUCCUG
GGAAACACAGACAGACACAGCAUCAAGAAGAACCUGAUCGGAGCACUGCUG
DUCGACAGCGGAGARACAGCAGAAGCAACAAGACUGAAGAGAACAGCAAGA
AGAAGAUACACAAGAAGAAAGAACAGAAUCUGCUACCUGCAGGAAAUCUUC
AGCAACGAAAUGGCAAAGGUCGACGACAGCUUCUUCCACAGACUGGAAGAA
AGCUUCCUGGUCGAAGAAGACAAGAAGCACGAAAGACACCCGAUCUUCGGA
AACAUCGUCGACGAAGUCGCAUACCACGAAAAGUACCCGACARUCUACCAC
CUGAGAAAGAAGCUGGUCGACAGCACAGACAAGGCAGACCUGAGACUGAUC
UACCUGGCACUGGCACACAUGAUCAAGUUCAGAGGACACUUCCUGAUCGAA
GGAGACCUGAACCCGGACAACAGCGACGUCGACRAGCUGUUCAUCCAGCUG
GUCCAGACAUACAACCAGCUGUUCGAAGAAAACCCGAUCAACGCAAGCGGA
GUCGACGCAAAGGCAAUCCUGAGCGCAAGACUGAGCAAGAGCAGAAGACUG
GAAAACCUGAUCGCACAGCUGCCGGGAGAAAACAAGAACGGACUGUUCGGA
AACCUGAUCGCACUGAGCCUGGGACUGACACCGAACUUCAAGAGCAACTIUC
GACCUGGCAGAAGACGCAAAGCUGCAGCUGAGCAAGGACACAUACGACGAC
GACCUGGACAACCUGCUGGCACAGAUCGGAGACCAGUACGCAGACCUGUUC
CUGGCAGCAAAGAACCUGAGCGACGCAAUCCUGCUGAGCGACAUCCUGAGA
GUCAACACAGAAAUCACAAAGGCACCGCUGAGCGCAAGCAUGAUCRAAGAGA
UACGACGAACACCACCAGGACCUGACACUGCUGAAGGCACUGGUCAGACAG
CAGCUGCCGGAAAAGUACAAGGAARUCUUCUUCGACCAGAGCAAGAACGGA
UACGCAGGAUACAUCGACGGAGGAGCARAGCCAGGAAGAAUUCUACRAGUUC
AUCAAGCCGAUCCUGGAAAAGAUGGACGGAACAGAAGAACUGCUGGUCAAG
CUGAACAGAGAACGACCUGCUGAGARAGCAGAGAACAUUCGACAACGGAAGC
AUCCCGCACCAGAUCCACCUGGGAGAACUGCACGCAAUCCUGAGAAGACAG
GAAGACUUCUACCCGUUCCUGAAGGACAACAGAGAARAGAUCGAARAGAUC
CUGACAUUCAGAAUCCCGUACUACGUCGGACCGCUGGCAAGAGGARACAGC
AGAUUCGCAUGGAUGACAAGAAAGAGCGAAGAARCAAUCACACCGUGGAAC
UUCGAAGAAGUCGUCGACAAGCGGAGCAAGCCGCACAGAGCUUCAUCGAAACA
AUGACAAACUUCGACAAGAACCUGCCGAACGAAAAGGUCCUGCCGAAGCAC
AGCCUGCUGUACGAAUACUUCACAGUCUACAACGAACUGACARAGGUCAAG
UACGUCACAGAAGGAAUGAGAAAGCCGGCAUUCCUGAGCGGAGAACAGAAG
AAGGCAAUCGUCGACCUGCUGUUCAAGACAAACAGARAGGUCACAGUCAAG
CAGCUGAAGGAAGACUACUUCAAGAAGAUCGAAUGCUUCGACAGCGUCGAA
AUCAGCGGAGUCGAAGACAGAUUCAACGCAAGCCUGGGAACAUACCACGAC
CUGCUGAAGAUCAUCAAGGACAAGGACUUCCUGGACAACGAAGAAAACGAA
GACAUCCUGGAAGACAUCGUCCUGACACUGACACUGUUCGAAGACAGAGAA
AUGAUCGAAGAAAGACUGAAGACAUACGCACACCUGUUCGACGACRAGGUC
AUGAAGCAGCUGAAGAGAAGAAGAUACACAGGAUGGGGAAGACUGAGCAGA
AAGCUGAUCAACGGAAUCAGAGACAAGCAGAGCGGAAAGACAAUCCUGGAC
UUCCUGAAGAGCGACGGAUUCGCAAACAGAAACUUCAUGCAGCUGAUCCAC
GACGACAGCCUGACAUUCAAGGAAGACAUCCAGAAGGCACAGGUCAGCGGA
CAGGGAGACAGCCUGCACGAACACAUCGCAAACCUGGCAGGAAGCCCGGCA
AUCAAGAAGGGAAUCCUGCAGACAGUCAAGGUCGUCGACGAACUGGUCRAG
GUCAUGGGAAGACACAAGCCGGAAAACAUCGUCAUCGAAAUGGCAAGAGAA
AACCAGACAACACAGAAGGGACAGAAGAACAGCAGAGAAAGARUGAAGAGA
AUCGAAGAAGGAAUCAAGGAACUGGGAAGCCAGAUCCUGAAGGAACACCCG
GUCGARAACACACAGCUGCAGAACGAARAGCUGUACCUGUACUACCUGCAG
AACGGAAGAGACAUGUACGUCGACCAGGAACUGGACAUCAACAGACUGAGC
GACUACGACGUCGACCACAUCGUCCCGCAGAGCUUCCUGAAGGACGACAGC
AUCGACAACAAGGUCCUGACAAGAAGCGACAAGAACAGAGGARAGAGCGAC
AACGUCCCGAGCGAAGAAGUCGUCAAGAAGAUGAAGAACUACUGGAGACAG
CUGCUGAACGCAAAGCUGAUCACACAGAGAAAGUUCGACAACCUGACAAAG
GCAGAGAGAGGAGGACUGAGCGAACUGGACAAGGCAGGAUUCAUCRAGAGA
CAGCUGGUCGAAACAAGACAGAUCACARAGCACGUCGCACAGAUCCUGGAC
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AGCAGAAUGAACACAAAGUACGACGAAAACCACAAGCUGAUCAGAGAAGUC
AAGGUCAUCACACUGAAGAGCAAGCUGGUCAGCGACUUCAGAAAGGACUUC
CAGUUCUACAAGGUCAGAGAAAUCAACAACUACCACCACGCACACGACGCA
UACCUGAACGCAGUCGUCGGAACAGCACUGAUCAAGAAGUACCCGAAGCUG
GAAAGCGAAUUCGUCUACGGAGACUACAAGGUCUACGACGUCAGAAAGAUG
AUCGCAAAGAGCGAACAGGAAAUCGGAAAGGCAACAGCAMAAGUACUUCUUC
UACAGCAACAUCAUGAACUUCUUCAAGACAGAAAUCACACUGGCARACGGA
GAAAUCAGAAAGAGACCGCUGAUCGAAACAAACGGAGAAACAGGAGAAAUC
GUCUGGGACAAGGGAAGAGACUUCGCAACAGUCAGAAAGGUCCUGAGCAUG
CCGCAGGUCAACAUCGUCAAGAAGACAGAACGUCCAGACAGGAGGAUUCAGC
AAGGAAAGCAUCCUGCCGAAGAGAAACAGCGACAAGCUGAUCGCAAGAAAG
AAGGACUGGGACCCGAAGAAGUACGGAGGAUUCGACAGCCCGACAGUCGCA
UACAGCGUCCUGGUCGUCGCAARGGUCGAAAAGGGAARGAGCAAGAAGCUG
AAGAGCGUCAAGGAACUGCUGGGARUCACAAUCAUGGAAAGAAGCAGCUUC
GAAAAGAACCCGAUCGACUUCCUGGAAGCAAAGGGAUACAAGGAAGUCRAAG
AAGGACCUGAUCAUCAAGCUGCCGAAGUACAGCCUGUUCGAACUGGARAAC
GGAAGAAAGAGAAUGCUGGCAAGCGCAGGAGAACUGCAGAAGGGARACGAR
CUGGCACUGCCGAGCAAGUACGUCAACUUCCUGUACCUGGCARGCCACUAC
GAAAAGCUGAAGGGAAGCCCGGAAGACAACGAACAGAAGCAGCUGUUCGUC
GAACAGCACAAGCACUACCUGGACGAAAUCAUCGAACAGAUCAGCGAADUC
AGCAAGAGAGUCAUCCUGGCAGACGCAAACCUGGACAAGGUCCUGAGCGCA
UACAACAAGCACAGAGACAAGCCGAUCAGAGAACAGGCAGAAAACAUCAUC
CACCUGUUCACACUGACAAACCUGGGAGCACCGGCAGCAUUCAAGUACUUC
GACACAACAAUCGACAGAAAGAGAUACACAAGCACAAAGGAAGUCCUGGAC
GCAACACUGAUCCACCAGAGCAUCACAGGACUGUACGAAACAAGAAUCGAC
CUGAGCCAGCUGGGAGGAGAC

Sequéncia de

aminoacidos

da Cas9
nickase (sem
NLS)

MDRKYSIGLAIGTNSVGWAVITDEYRKVPSKRKFKVLGNTDRHSIKENLIGAL
LFDSGETAEATRLERTARRRYTRRENRICYLOEIFSNEMAKVDDSFFHRLE
ESFLVEEDKKHERHPIFGNIVDEVAYHEKYPTIYELREKLVDSTDKADLRL
IYLALAHMIKFRGHFLIEGDLNPDNSDVDKLFIQLVOTYNQLFEENPINAS
GVDARKAILSARLSKSRRLENLIAQLPGEKKNGLFGNLIALSLGLTPNFESN
FDLAEDAKLQLSKDTYDDDLDONLLAQIGDQYADLFLAAKNLSDATILLSDIL
RVNTEITKAPLSASMIKRYDEHHQDLTLLKALVRQOLPEKYKEIFFDQSKN
GYAGYIDGGASQEEFYRFIKPILEKMDGTEELLVKLNREDLLRKQRTFDNG
SIPHQIHLGELHATILRRQEDFYPFLKDNREKIEXILTFRIPYYVGPLARGN
SRFAWMTRKSEETITPWNFEEVVDRGASAQSFIERMTNFDENLPNEEVLPK
HSLLYEYFTVYNELTKVKYVTEGMREPAFLSGEQKKATIVDLLFKTNREVTY
KQLKEDYFKKIECFDSVEISGVEDRFNASLGTYHDLLEKIIKDKDFLDNEEN
EDILEDIVLTLTLFEDREMIEERLETYAHLFDDEVMEQLERRRYTGWGRLS
RELINGIRDKQSGRTILDFLEKSDGFANRNFMOLIEDDSLTFRKEDIQKAQVS
GOGDSLEEHIANLAGSPAIKKGILOTVRKVVDELVKVMGRHKPENIVIEMAR
ENQTTOKGOKNSRERMERIEEGIKELGSQILKEHPVENTQLONEKLYLYYL
QNGRDMYVDQELDINRLSDYDVDHIVPQSFLEDDSIDNKVLTRSDENRGKS
DNVESEEVVEEMENYWRQLLNAKLITQRKFDNLTEKAERGGLSELDKAGFIK
ROLVETRQITEHVAQILDSRMNTKY DENDKLIREVEVITLKSKLVSDFRKD
FOFYKVREINNYHHAHDAYLNAVVGTALIKKYPKLESEFVYGDYKVYDVRK
MIAKSEQEIGRATAKYFFYSNIMNFFRKTEITLANGEIRKRPLIETNGETGE
IVWDEGRDFATVREVLSMPOQVNIVEKTEVQTGGFSKESILPKRNSDKLIAR
KEKDWDPKKYGGFDSPTVAYSVLVVAKVEKGKSKKLKSVKELLGITIMERSS
FERNPIDFLEAKGYKEVKEKDLI IKLPKYSLFELENGREKRMLASAGELQKEGN
ELALPSKYVNFLYLASHYEKLKGSPEDNEQRQLFVEQEKHYLDEIIEQISE
FSKRVILADANLDKVLSAYNKHRDKPIREQAENTIIHLFTLTNLGAPAAFKY
FDTTIDRKRYTSTKEVLDATLIHQSITGLYETRIDLSQLGGD

216

ORF de mRNA
de Cas 9
nickase que
codifica SEQ ID
NO: 216

usando cédons

AUGGACAAGAAGUACAGCAUCGGACUGGCAAUCGGAACAAACAGCGUCGGA
UGGGCAGUCAUCACAGACGAAUACAAGGUCCCGAGCAAGAAGUUCAAGGUC
CUGGGAAACACAGACAGACACAGCAUCAAGAAGAACCUGAUCGGAGCACUG
CUGUUCGACAGCGGAGAAACAGCAGAAGCAACAAGACUGAAGAGAACAGCA
AGAAGAAGAUACACAAGAAGAAAGAACAGAAUCUGCUACCUGCAGGAAAUC
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minimos de
uridina,
conforme
listado na
Tabela 3, com
cédons de
inicio e parada

UUCAGCAACGAAAUGGCARAGGUCGACGACAGCUUCUUCCACAGACUGGAA
GAAAGCUUCCUGGUCGAAGAAGACAAGAAGCACGAAAGACACCCGAUCUUC
GGAAACAUCGUCGACGAAGUCGCAUACCACGAARAGUACCCGACAAUCUAC
CACCUGAGAAAGAAGCUGGUCGACAGCACAGACAAGGCAGACCUGAGACUG
AUCUACCUGGCACUGGCACACAUGAUCAAGUUCAGAGGACACUUCCUGAUC
GAAGGAGACCUGAACCCGGACAACAGCGACGUCGACAAGCUGUUCAUCCAG
CUGGUCCAGACAUACAACCAGCUGUUCGAAGAARACCCGAUCAACGCAAGC
GGAGUCGACGCAAAGGCAAUCCUGAGCGCAAGACUGAGCAAGAGCAGAAGA
CUGGAAAACCUGAUCGCACAGCUGCCGGGAGAARAGAAGAACGGACUGUUC
GGAAACCUGAUCGCACUGAGCCUGGGACUGACACCGAACUUCAAGAGCAAC
DUCGACCUGGCAGAAGACGCAAAGCUGCAGCUGAGCAAGGACACAUACGAC
GACGACCUGGACAACCUGCUGGCACAGAUCGGAGACCAGUACGCAGACCUG
DUCCUGGCAGCAAAGAACCUGAGCGACGCAAUCCUGCUGAGCGACAUCCUG
AGAGUCAACACACARAUCACAAAGGCACCGCUGAGCGCAAGCAUGAUCAAG
AGAUACGACGAACACCACCAGGACCUGACACUGCUGAAGGCACUGGUCAGA
CAGCAGCUGCCGGAAMAGUACAAGGAARUCUUCUUCGACCAGAGCAAGAAC
GGAUACGCAGGAUACAUCGACGGAGGAGCAAGCCAGGAAGAAUUCUACAAG
UUCAUCAAGCCGAUCCUGGAAAAGAUGGACGGARCAGAAGAACUGCUGGUC
AAGCUGAACAGAGAAGACCUGCUGAGAAAGCAGAGAACAUUCGACAACGGA
AGCAUCCCGCACCAGAUCCACCUGGGAGAACUGCACGCARUCCUGAGAAGA
CAGGAAGACUUCUACCCGUUCCUGAAGGACAACAGAGAAAAGAUCGAAAAG
AUCCUGACAUUCAGAAUCCCGUACUACGUCGGACCGCUGGCARAGAGGARAAC
AGCAGAUUCGCAUGGAUGACAAGAAAGAGCGAAGAAACAAUCACACCGUGE
AACUUCGAAGAAGUCGUCGACAAGGGAGCAAGCGCACAGAGCUUCAUCGAA
AGAAUGACAAACUUCGACAAGARCCUGCCGAACGAARAGGUCCUGCCGAAG
CACAGCCUGCUGUACGAAUACUUCACAGUCUACAACGAACUGACARAGGUC
AAGUACGUCACAGAAGGAAUGAGARAGCCGGCAUUCCUGAGCGGAGAACAG
AAGAAGGCAAUCGUCGACCUGCUGUUCAAGACAMACAGAMAGGUCACAGUC
AAGCAGCUGAAGGAAGACUACUUCAAGAAGAUCGAAUGCUUCGACAGCGUC
GAAAUCAGCGGAGUCGAAGACAGAUUCAACGCAAGCCUGGGAACAUACCAC
GACCUGCUGAAGAUCAUCAAGGACAAGCGACUUCCUGGACAACGAAGARAAC
GAAGACAUCCUGGAAGACAUCGUCCUGACACUGACACUGUUCGAAGACAGA
GAAAUGAUCGAAGAAAGACUGAAGACAUACGCACACCUGUUCGACGACAAG
GUCAUGAAGCAGCUGAAGAGAAGAAGAUACACAGGAUGGGGAAGACUGAGC
AGAAAGCUGAUCAACGGAAUCAGAGACAAGCAGAGCGGAAAGACAAUCCUG
GACUUCCUGAAGAGCGACGGAUUCGCAAACAGAMRACUUCAUGCAGCUGAUC
CACGACGACAGCCUGACAUUCAAGGAAGACAUCCAGAAGGCACAGGUCAGC
GGACAGGGAGACAGCCUGCACGAACACAUCGCARACCUGGCAGGAAGCCCE
GCAAUCAAGAAGGGAAUCCUGCAGACAGUCAAGGUCGUCGACGAACUGGUC
AAGGUCAUGGGAAGACACAAGCCGGAARACAUCGUCAUCGAARUGGCAAGA
GAAAACCAGACAACACAGAAGGGACAGAAGAACAGCAGAGAAAGAAUGAAG
AGAAUCGAAGAAGGAAUCAAGGAACUGGGAAGCCAGAUCCUGAAGGAACAC
CCGGUCGAAAACACACAGCUGCAGAACGAMAAAGCUGUACCUGUACUACCUG
CAGAACGGAAGAGACAUGUACGUCGACCAGGAACUGGACAUCAACAGACUG
AGCGACUACGACGUCGACCACAUCGUCCCGCAGAGCUUCCUGAAGGACGAC
AGCAUCGACAACAAGGUCCUGACARGAAGCGACAAGAACAGAGGARAAGAGC
GACAACGUCCCGAGCGAAGAAGUCGUCAAGAAGAUGAAGAACUACUGGAGA
CAGCUGCUGAACGCAAAGCUGAUCACACAGAGARAGUUCGACAACCUGACA
AAGGCAGAGAGAGGAGGACUGAGCGAACUGGACARAGGCAGGAUUCAUCAAG
AGACAGCUGGUCGAAACAAGACAGAUCACAAAGCACGUCGCACAGAUCCUG
GACAGCAGAAUGAACACAAAGUACGACGAAAACGACAAGCUGAUCAGAGAA
GUCAAGGUCAUCACACUGAAGAGCAAGCUGGUCAGCGACUUCAGARAGGAC
UUCCAGUUCUACAAGGUCAGAGAAAUCAACAACUACCACCACGCACACGAC
GCAUACCUGAACGCAGUCGUCGGAACAGCACUGAUCAAGAAGUACCCGAAG
CUGGAAAGCGAAUUCGUCUACGGAGACUACAAGGUCUACGACGUCAGAAAG
AUGAUCGCAAAGAGCGAACAGGAAAUCGGAAAGGCAACAGCAAAGUACUUC
UUCUACAGCAACAUCAUGAACUUCUUCAAGACAGAAAUCACACUGGCARAC
GGAGAAAUCAGAAAGAGACCGCUGAUCGAAACAMACGGAGAANCAGGAGAA
AUCGUCUGGGACAAGGGAAGAGACUUCGCAACAGUCAGARAGGUCCUGAGC
AUGCCGCAGGUCAACAUCGUCAAGAAGACAGAAGUCCAGACAGGAGGAUUC
AGCAAGGAAAGCAUCCUGCCGAAGAGAAACAGCGACAAGCUGAUCGCAAGA
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AACGAACGACUGGGACCUGAAGAAGUACGGAGGAUUCCACAGCCCGACAGUT
GCAUACAGCGUCCUGGUCGUCGCAAAGGUCGAAMAGGGAMAGAGCAAGAAG
CUGAAGAGCGUCAAGGAACUGCUGGGAAUCACAAUCAUGGAAAGAAGCAGC
UUCGAAAAGAARCCCGAUCGACUUCCUGGAAGCARAGGGAUACAAGGAAGUC
AAGAAGGACCUGAUCAUCAAGCUGCCGAAGUACAGCCUGUUCGAACUGGAA
AACGGAAGAAAGAGAAUGCUGGCAAGCGCAGGAGAACUGCAGAAGGGARAC
GAACUGGCACUGCCGAGCAAGUACGUCAACUUCCUGUACCUGGCAAGCCAC
UACGAAAAGCUGAAGGGAAGCCCGGAACGACAACGAACAGAAGCACGCUGUUC
GUCGAACAGCACAAGCACUACCUGGACGAAAUCAUCGAACAGAUCAGCGAA
UUCAGCAAGAGAGUCAUCCUGGCAGACGCAAACCUGGACAAGGUCCUGAGC
GCAUACAACAAGCACAGAGACAAGCCGAUCAGAGAACAGGCAGAAAACAUC
AUCCACCUGUUCACACUGACAAACCUGGGAGCACCGGCAGCAUUCAAGUAC
DUCGACACAACAAUCGACAGAAAGAGAUACACAAGCACAAAGGAAGUCCUG
GACGCAACACUGAUCCACCAGAGCAUCACAGGACUGUACGAAACAACARUC
GACCUGAGCCAGCUGGGAGGAGACUAG

Sequéncia de

codificacao de

Cas9 nickase
que codifica
SEQID NO: 216

usando cédons
minimos de
uridina,
conforme
listado ha
Tabela 3 (sem

codons de
inicio ou
parada;

adequado para
inclusao na
codificagao de
proteinas  de

fusao

GACAAGAAGUACAGCAUCGGACUGGUAAUCGGAACAAAUAGUGUCGGAUGE
GCAGUCAUCACAGACGAAUACAAGGUCCCGAGCAAGAAGUUCAAGGUCCUG
GGAAACACAGACAGACACAGCAUCAAGAAGAACCUGAUCGGAGCACUGCUG
UUCGACAGCGGAGAAACAGCAGAAGCAACAAGACUGAACAGAACAGCAAGA
AGAAGAUACACAAGAAGAAAGAACAGAAUCUGCUACCUGCAGGAAAUCUUC
AGCAACGAAAUGGCAAAGGUCGACGACAGCUUCUUCCACAGACUGGAAGAA
AGCUUCCUGGUCGAAGAAGACAAGAAGCACGAARAGACACCCGAUCUUCGGA
AACAUCGUCGACGAAGUCGCAUACCACGAAAAGUACCCGACAAUCUACCAC
CUGAGAAAGAAGCUGGUCGACAGCACACGACAAGGCAGACCUGAGACUGAUC
UACCUGGCACUGGCACACAUGAUCAAGUUCAGAGGACACUUCCUGAUCGAR
GGAGACCUGAACCCGGACAACAGCGACGUCGACAAGCUGUUCAUCCAGCUG
GUCCAGACAUACAACCAGCUGUUCGAAGAAAACCCGAUCAACGCAAGCGGA
GUCGACGCAAAGGCAAUCCUGAGCGCAAGACUGAGCAACGAGCAGAAGACUG
GAAMACCUGAUCGCACAGCUGCCGGGAGAAAAGAAGAACGGACUGUUCGGA
AACCUGAUCGCACUGAGCCUGGGACUGACACCGAACUUCAAGAGCAACUUC
GACCUGGCAGAAGACGCAAAGCUGCAGCUGAGCAAGGACACAUACGACGAC
GACCUGGACAACCUGCUGGCACAGAUCGGAGACCAGUACGCAGACCUGUUC
CUGGCAGCAAAGAACCUGAGCCGACGCAAUCCUGCUGAGCGACAUCCUGAGA
GUCAACACAGARAUCACAAAGGCACCGCUGAGCGCAAGCAUGAUCAAGAGA
UACGACGAACACCACCAGGACCUGACACUGCUGAAGGCACUGGUCAGACAG
CAGCUGCCGGAAAAGUACAAGGAARUCUUCUUCGACCAGAGCAAGAACGGA
UACGCAGGAUACAUCGACGGAGGAGCAAGCCAGGAAGAAUTUCUACAAGUUC
AUCAAGCCGAUCCUGGAAAAGAUGGACGGAACAGAAGAACUGCUGGUCAAG
CUGAACAGAGAAGACCUGCUGAGAAAGCAGAGARCAUUCGACAACGGAAGC
AUCCCGCACCAGAUCCACCUGGGAGAACUGCACGCAAUCCUGAGAAGACAG
GAAGACUUCUACCCGUUCCUGAAGGACAACAGAGAARAAGAUCGARRAGAUC
CUGACAUUCAGAAUCCCGUACUACGUCGGACCGCUGGCAAGAGGAAACAGC
AGAUUCGCAUGGAUGACAAGAAAGAGCGAAGAAACAARUCACACCGUGGAAC
UUCGAAGAAGUCGUCGACAAGGGAGCAAGCGCACAGAGCUUCAUCGAAAGA
AUGACAAACUUCGACAAGAACCUGCCGAACGAARAGGUCCUGCCGAAGCAC
AGCCUGCUGUACGAAUACUUCACAGUCUACAACGAACUGACAAACGGUCRAG
UACGUCACAGAAGGAAUGAGAAAGCCGGCAUUCCUGAGCGGAGAACAGAAG
AAGGCAAUCGUCGACCUGCUGUUCAAGACAAACAGAAAGGUCACAGUCAAG
CAGCUGAAGGAAGACUACUUCAAGAAGAUCGAAUGCUUCGACAGCGUCGAA
AUCAGCGGAGUCGAAGACAGAUUCAACGCAAGCCUGGGAACAUACCACGAC
CUGCUGAAGAUCAUCAAGGACAAGGACUUCCUGGACAACGAAGAAAACGAA
GACAUCCUGGAAGACAUCGUCCUGACACUGACACUGUUCGAAGACAGAGAR
AUGAUCGAAGAAAGACUGAAGACAUACGCACACCUGUUCGACGACAAGGUC
AUGAAGCAGCUGAAGAGAAGAAGAUACACAGGAUGGGGAAGACUGAGCAGA
AAGCUGAUCAACGGAAUCAGAGACAAGCAGAGCGGAAAGACAAUCCUGGAC
UUCCUGAAGAGCGACGGAUUCGCAAACAGAAACUUCAUGCAGCUGAUCCAC
GACGACAGCCUGACAUUCAAGGAAGACAUCCAGAAGGCACAGGUCAGCGGA
CAGGGAGACAGCCUGCACGAACACAUCGCARACCUGGCAGGARGCCCGGCA
AUCAAGAAGGGAAUCCUGCAGACAGUCAAGGUCGUCGACGAACUGGUCAAG
GUCAUGGGAAGACACAAGCCGGAARACAUCGUCAUCGAAAUGGCAAGAGAA
AACCAGACAACACAGAAGGGACAGAAGAACAGCAGAGAANAGAAUGAAGAGA
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AUCGAAGAAGGAAUCAAGGAACUGGGAAGCCAGAUCCUGAAGGAACACCCE
GUCGAAAACACACAGCUGCAGAACGAARAGCUGUACCUGUACUACCUGCAG
AACGGAAGAGACAUGUACGUCGACCAGGAACUGGACAUCAACAGACUGAGC
GACUACGACGUCGACCACAUCGUCCCGCAGAGCUUCCUGAAGGACGACAGC
AUCGACAACAAGGUCCUGACAAGAAGCGACAAGAACAGAGGAAACGAGCGAC
AACGUCCCGAGCGAAGAAGUCGUCAAGAAGAUGAAGAACUACUGGAGACAG
CUGCUGAACGCAAAGCUGAUCACACAGAGARACUUCGACAACCUGACARAG
GCAGAGAGAGGAGGACUGAGCGAACUGGACAAGGCAGGAUUCAUCAAGAGA
CAGCUGGUCGAAACAAGACAGAUCACAAAGCACGUCGCACAGAUCCUGGAC
AGCAGAAUGAACACAAAGUACGACGAAAACGACAAGCUGAUCAGAGAAGUC
AAGGUCAUCACACUGAAGAGCAAGCUGGUCAGCGACUUCAGAAAGGACUUC
CAGUUCUACAAGGUCAGAGAAAUCAACAACUACCACCACGCACACGACGCA
UACCUGAACGCAGUCGUCGGAACAGCACUGAUCAAGAAGUACCCGAAGCUG
GAAAGCGAAUUCGUCUACGGAGACUACAAGGUCUACGACGUCAGARAGAUG
AUCGCAAAGAGCGAACAGGAAAUCGGAAAGGCAACAGCAMAGUACUUCUUC
UACAGCAACAUCAUGAACUUCUUCAAGACAGAARUCACACUGGCARACGGA
GAAAUCAGAAAGAGACCGCUGAUCGAAACAAACGGAGAANCAGGAGAAAUC
GUCUGGGACAAGGGAAGAGACUUCGCAACAGUCAGARAGGUCCUGAGCAUG
CCGCAGGUCAACAUCGUCAAGAAGACAGAAGUCCAGACAGGAGGAUUCAGC
AAGGAAAGCAUCCUGCCGAAGAGARACAGCGACAAGCUGAUCGCAAGARAG
AAGGACUGGGACCCGAAGAAGUACGGAGGAUUCGACAGCCCGACAGUCGCA
UACAGCGUCCUGGUCGUCGCAAAGGUCGAAAAGGGAAAGAGCAAGAAGCUG
AAGAGCGUCAAGGAACUGCUGGGAAUCACAAUCAUGGAAAGAAGCAGCUUC
GAAAAGAACCCGAUCGACUUCCUGGAAGCAAAGGGAUACAAGGAAGUCAAG
AAGGACCUGAUCAUCAAGCUGCCGAAGUACAGCCUGUUCGAACUGGAARAC
GGAAGAAAGAGAAUGCUGGCAAGCGCAGGAGAACUGCAGAAGGGAAACGAA
CUGGCACUGCCGAGCAAGUACGUCAACUUCCUGUACCUGGCARGCCACUAC
GAAAAGCUGAAGGGAAGCCCGGAAGACAACGAACAGAAGCAGCUGUUCGUC
GAACAGCACAAGCACUACCUGGACGAARUCAUCGAACAGAUCAGCGAAUUC
AGCAAGAGAGUCAUCCUGGCAGACGCAAACCUGGACAAGGUCCUGAGCGCA
UACAACAAGCACAGAGACAAGCCGAUCAGAGAACAGGCAGAARACAUCAUC
CACCUGUUCACACUGACAAACCUGGGAGCACCGGCAGCAUUCAAGUACUUC
GACACAACAAUCGACAGAAAGAGAUACACAAGCACARAGGAAGUCCUGGAC
GCAACACUGAUCCACCAGAGCAUCACAGGACUGUACGAAACAAGAAUCGAC
CUGAGCCAGCUGGGAGGAGAC

Sequéncia de
aminoacidos
de dCas9 (sem
NLS)

MDKKYSIGLAIGTNSVGHAVITDEYXVPSKKFKVLGNTDRHSIKKNLIGAL
LFDSGETAEATRLERTARRRYTRRENRICYLQEIFSNEMAKVDDSFFHRLE
ESFLVEEDKKHERHPIFGNIVDEVAYHEKYPTIYHLRKKLVDSTDXADLRL
IYLALAHMIKFRGHFLIEGDLNPDNSDVDKLFIQLVQTYNQLFEENPINAS
GVDAKAILSARLSKSRRLENLIAQLPGEKKNGLFGNLIALSLGLTPNFEKSN
FDLAEDAKLQLSKDTYDDDLDNLLAQIGDQYADLFLAAKNLSDAILLSDIL
RVNTEITKAPLSASMIKRYDEHHQDLTLLKALVRQOLPEKYKEIFFDOSKN
GYAGYIDGGASQEEFYRFIKPILERMDGTEELLVELNREDLLREKQRTFDNG
SIPHQIHLGELHATILRRQEDFYPFLKDNREKIEKILTFRIPYYVGPLARGN
SRFAWMTREKSEETITPWNFEEVVDEGASAQSFIERMTNFDENLPNEKVLPK
HSLLYEYFTVYNELTKVKYVTEGMRKPAFLSGEQKKATIVDLLFKTNREVTV
KQLKEDYFKKIECFDSVEISGVEDRFNASLGTYHDLLKIIKDKDFLDNEEN
EDILEDIVLTLTLFEDREMIEERLETYAHLFDDEVMEQLKRRRYTGWGRLS
RKLINGIRDKOSGRKTILDFLKSDGFANRNFMOLIEDDSLTFKEDIQKAQVS
GQGDSLEEHIANLAGSFAIKKGILOTVREVVDELVKVMGRHKFENIVIEMAR
ENQTTOKGOKNSRERMERIEEGIKELGSQILKEHPVENTQLONEKLYLYYL
QNGRDMYVDQELDINRLSDYDVDAIVPQSFLKDDSIDNKVLTRSDENRGKS
DRVPSEEVVKEMRNYWRQLLNAKLITQRKFDNLTKAERGGLSELDKAGFIK
ROLVETRQITKHVAQILDSRMNTKYDENDKLIREVKVITLKSKLVSDFRKD
FOFYKVREINNYHHAHDAYLNAVVGTALIKKYPKLESEFVYGDYRKVYDVRK
MIAKSEQEIGKATAKYFFYSNIMNFFKTEITLANGEIRKRPLIETNGETGE
IVWDEKGRDFATVREVLSMPQUNIVEKTEVQTGGFSKESILPKRNSDKLIAR
KKDWDPKKYGGFDSPTVAYSVLVVAKVEKGKSKKLKSVKELLGITIMERSS
FERNPIDFLEAKGYKEVKEKDLI IKLPKYSLFELENGRKRMLASAGELOQKGN
ELALPSKYVNFLYLASHYEKLKGSPEDNEQKQLFVEQEKHYLDEIIEQISE

FSKRVILADANLDEVLSAYNKHRDKPIREQAENITHLFTLTNLGAPAAFKY
FDTTIDRKRYTSTKEVLDATLIHQSITGLYETRIDLSQLGGD
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ORF de mRNA
de dCas9 que
codifica SEQ ID
NO: 219
usando cédons
minimos de
uridina,
conforme
listado na
Tabela 3, com
cédons de
inicio e parada

AUGGACAAGAAGUACAGCAUCGGACUGGCAAUCGGAACAAACAGCGUCGGA
UGGGCAGUCAUCACAGACGAAUACAAGGUCCCGAGCAAGAAGUUCAAGGUC
CUGGGAAACACAGACAGACACAGCAUCAAGAAGAACCUGAUCGGAGCACUG
CUGUUCGACAGCGGAGAAACAGCAGAAGCAACAAGACUGAAGAGAACAGCA
AGAAGAAGAUACACAAGAAGAAAGARCAGAAUCUGCUACCUGCAGGAAAUC
UUCAGCAACGAAAUGGCAAAGGUCGACGACAGCUUCUUCCACAGACUGGAA
GAAAGCUUCCUGGUCGAAGAAGACAAGAAGCACGAAAGACACCCGAUCTUC
GGAAACAUCGUCGACGAAGUCGCAUACCACGAAAACUACCCGACARUCUAC
CACCUGAGAAAGAAGCUGGUCGACAGCACAGACAAGGCAGACCUGAGACUG
AUCUACCUGGCACUGGCACACAUGAUCAAGUUCAGAGGACACUUCCUGAUC
GAAGGAGACCUGAACCCGGACAACAGCGACGUCGACAAGCUGUUCAUCCAG
CUGGUCCAGACAUACAACCAGCUGUUCGAAGAAAACCCGAUCAACGCAAGC
GGAGUCGACGCAAAGGCAAUCCUGAGCGCAAGACUGAGCAAGAGCAGAAGA
CUGGAAAACCUGAUCGCACAGCUGCCGGGAGAAAAGARAGAACGGACUGUUC
GGAAACCUGAUCGCACUGAGCCUGGGACUGACACCGAACUUCAAGAGCAAC
UUCGACCUGGCAGAAGACGCAAAGCUGCAGCUGAGCAAGGACACAUACGAC
GACGACCUGGACAACCUGCUGGCACAGAUCGGAGACCAGUACGCAGACCUG
DUCCUGGCAGCAAAGAACCUGAGCGACGCAAUCCUGCUGAGCGACAUCCUG
AGAGUCAACACAGAAAUCACAAAGGCACCGCUGAGCGCAAGCAUGAUCRAG
AGAUACGACGAACACCACCAGGACCUGACACUGCUGAAGGCACUGGUCAGA
CAGCAGCUGCCGGAAAAGUACAAGGAAAUCUUCUUCGACCAGAGCAAGRAC
GGAUACGCAGGAUACAUCGACGGAGGAGCAAGCCAGGAAGAAUUCUACAAG
UUCAUCAAGCCGAUCCUGGAAAAGANGGACGGAACAGAAGAACUGCUGGUC
AAGCUGAACAGAGAAGACCUGCUGAGAAAGCAGAGAACAUUCGACRAACGGA
AGCAUCCCGCACCAGAUCCACCUGGGAGAACUGCACGCAAUCCUGAGAAGA
CAGGAAGACUUCUACCCGUUCCUGAAGGACARCAGAGAAMAGAUCGAARAG
AUCCUGACAUUCAGAAUCCCGUACUACGUCGGACCGCUGGCARGAGGARAC
AGCAGAUUCGCAUGGAUGACAAGAAACAGCGAAGAAACAAUCACACCGUGE
AACUUCGAAGAAGUCGUCGACAAGGGAGCAAGCGCACAGAGCUUCAUCGAA
AGAAUGACAAACUUCGACAAGAACCUGCCGAACGAAAAGGUCCUGCCGRAG
CACAGCCUGCUGUACGAAUACUUCACAGUCUACAACGAACUGACARAGGUC
AAGUACGUCACAGAAGGAAUGAGAAAGCCGGCAUUCCUGAGCGGAGAACAG
AAGAAGGCAAUCGUCGACCUGCUGUUCAAGACAAACAGAAAGGUCACAGUC
AAGCAGCUGAAGGAAGACUACUUCAAGAAGAUCGAAUGCUUCGACAGCGUC
GAAAUCAGCGGAGUCGAAGACAGAUUCAACGCAAGCCUGGGAACAUACCAC
GACCUGCUGAAGAUCAUCAAGGACAAGGACUUCCUGGACAACGAAGARRAAC
GAAGACAUCCUGGAAGACAUCGUCCUGACACUGACACUGUUCGAAGACAGA
GAAAUGAUCGAAGAAAGACUGAAGACAUACGCACACCUGUUCGACGACAAG
GUCAUGAAGCAGCUGAAGAGAAGAAGAUACACAGGAUGGGGAAGACUGAGC
AGAAAGCUGAUCAACGGAAUCAGAGACAAGCAGAGCGGAAAGACAAUCCUG
GACUUCCUGAAGAGCGACGGAUUCGCAAACAGARACUUCAUGCAGCUGAUC
CACGACGACAGCCUGACAUUCAAGGAAGACAUCCAGAAGGCACAGGUCAGC
GGACAGGGAGACAGCCUGCACGAACACAUCGCARACCUGGCAGGAAGCCCG
GCAAUCAAGAAGGGAAUCCUGCAGACAGUCAAGGUCGUCGACGAACUGGUC
AAGGUCAUGGGAAGACACAAGCCGGAAAACAUCGUCAUCGAAAUGGCAAGA
GAMMACCAGACAACACAGAAGGGACAGAAGAACAGCAGAGAAAGAAUGAAG
AGAAUCGAAGAAGGAAUCAAGGAACUGGGAAGCCAGAUCCUGAAGGARCAC
CCGGUCGAAAACACACAGCUGCAGAACGAAAAGCUGUACCUGUACUACCUG
CAGAACGGAAGAGACAUGUACGUCGACCAGGAACUGGACAUCAACAGACUG
AGCGACUACGACGUCGACGCAAUCGUCCCGCAGAGCUUCCUGAAGGACGAC
AGCAUCGACAACAAGGUCCUGACAAGAAGCGACAAGAACAGAGGARAGAGC
GACAACGUCCCGAGCGAAGAAGUCGUCAAGAAGAUGAAGAACUACUGGAGA
CAGCUGCUGAACGCAAAGCUGAUCACACAGAGAAAGUUCGACAACCUGACA
AAGGCAGAGAGAGGAGGACUGAGCGAACUGGACAAGGCAGGAUUCAUCRAG
AGACAGCUGGUCGAAACAAGACAGAUCACAAAGCACGUCGCACAGAUCCUG
GACAGCAGAAUGAACACAAAGUACGACGAAAACGACAAGCUGAUCAGAGAA
GUCAAGGUCAUCACACUGAAGAGCAAGCUGGUCAGCGACUUCAGAAAGGAC
UUCCAGUUCUACAAGGUCAGAGAARUCAACARCUACCACCACGCACACGAC
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GCAUACCUGAACGCAGUCGUCCGAACAGCACUGAUCAAGAAGUACCTGAAL
CUGGAAAGCGAAUUCGUCUACGGAGACUACAAGGUCUACGACGUCAGAMAG
AUGAUCGCAAAGAGCGAACAGGAAAUCGGAAAGGCAACAGCARAGUACDUC
UUCUACAGCAACAUCAUGAACUUCUUCAAGACAGAAAUCACACUGGCAMAC
GGAGAAAUCAGAAAGAGACCGCUGAUCGAAACAAACGGAGAAACAGGAGAA
AUCGUCUGGGACAAGGGAAGAGACUUCGCAACAGUCAGAMRAGGUCCUGAGC
AUGCCGCAGGUCAACAUCGUCAAGAAGACAGAAGUCCAGACAGGAGGADUC
AGCAAGGAAAGCAUCCUGCCGARAGAGAAACAGCGACAAGCUGAUCGCAAGA
AAGAAGGACUGGGACCCGAAGAAGUACGGAGGAUUCGACAGCCCGACAGUC
GCAUACAGCGUCCUGGUCGUCGCAAAGGUCCAARAGCGGAMAGAGCAAGAAG
CUGAAGAGCGUCAAGGAACUGCUGGGAAUCACAAUCAUGGAAAGAAGCAGC
UUCGAAAAGAACCCGAUCGACUUCCUGGAAGCARAGGGAUACAAGGAAGUC
AAGAAGGACCUGAUCAUCAAGCUGCCGAAGUACAGCCUGUUCGAACUGGAA
AACGGAAGAAAGAGAAUGCUGGCAAGCGCAGGAGAACUGCAGAAGGGARAC
GAACUGGCACUGCCGAGCAAGUACGUCAACUUCCUGUACCUGGCAAGCCAC
UACGAAAAGCUGAAGGGAAGCCCGGAAGACAACGAACAGAAGCAGCUGDUC
GUCGAACAGCACAAGCACUACCUGGACGAAAUCAUCGAACAGAUCAGCGAA
UUCAGCAAGAGAGUCAUCCUGGCAGACGCAAACCUGGACAAGGUCCUGAGC
GCAUACAACAAGCACAGAGACAAGCCGAUCAGAGAACAGGCAGAARACAUC
AUCCACCUGUUCACACUGACAAACCUGGGAGCACCGGCAGCAUUCAAGUAC
UUCGACACAACRAUCGACAGAAAGAGAUACACAAGCACAAAGGAAGUCCUG
GACGCAACACUGAUCCACCAGAGCAUCACAGGACUGUACGAAACAAGAAUC
GACCUGAGCCAGCUGGGAGGAGACUAG

sequéncia de
codificagao
dCas9 que
codifica SEQ ID
NO: 219
usando cédons
minimos de
uridina,
conforme
listado na

Tabela 3 (sem

coédons de
inicio ou
parada;

adequado para
inclusao na
sequéncia de
codificagao de
proteinas  de
fusao)

GACAAGAAGUACAGCAUCGGACUGGCAAUCGGAACAAACAGCGUCGGAUGE
GCAGUCAUCACAGACGAAUACAAGGUCCCGAGCAAGAAGUUCAAGGUCCUG
GGAAACACAGACAGACACAGCAUCAAGAAGAACCUGAUCGGAGCACUGCUG
UUCGACAGCGGAGAMACAGCAGAAGCAACAAGACUGAAGAGAACAGCAAGA
ACGAAGAUACACAAGAAGAAAGAACAGAAUCUGCUACCUGCAGGARAUCLUC
AGCAACGAAAUGGCAAAGGUCGACGACAGCUUCUUCCACAGACUGGAAGAR
AGCUUCCUGGUCGAAGAAGACAAGAAGCACGAAAGACACCCGAUCUUCGGA
AACAUCGUCGACGAAGUCGCAUACCACGAAAAGUACCCGACAAUCUACCAC
CUGAGAAAGAAGCUGGUCGACAGCACAGACAAGGCAGACCUGAGACUGAUC
UACCUGGCACUGGCACACAUGAUCAAGUUCAGAGGACACUUCCUGAUCGAA
GGAGACCUGAACCCGGACAACAGCGACGUCGACAAGCUGUUCAUCCAGCUG
GUCCAGACAUACAACCAGCUGUUCGAAGAAAACCCGAUCAACGCAAGCGGA
GUCGACGCAAAGGCAAUCCUGAGCGCAAGACUGAGCAAGAGCAGAAGACUG
GAAAACCUGAUCGCACAGCUGCCGGGAGAAAACAACAACGGACUGUUCGGA
AACCUGAUCGCACUGAGCCUGGGACUGACACCGAACUUCAAGAGCAACUUC
GACCUGGCAGAAGACGCAAAGCUGCAGCUGAGCAAGGACACAUACGACGAC
GACCUGGACAACCUGCUGGCACAGAUCGGAGACCAGUACGCAGACCUGUUC
CUGGCAGCAARGAACCUGAGCGACGCAAUCCUGCUGAGCGACAUCCUGAGA
GUCAACACAGAAAUCACAAAGGCACCGCUGAGCGCAAGCAUGAUCAAGAGA
UACGACGAACACCACCAGGACCUGACACUGCUGAAGGCACUGGUCAGACAG
CAGCUGCCGGAAAAGUACAAGGAAAUCUUCUUCGACCAGAGCAAGRACGGA
UACGCAGGAUACAUCGACGGAGGAGCAAGCCAGGAAGAAUUCUACAAGUUC
AUCAAGCCGAUCCUGGAAAAGAUGGACGGAACAGAAGAACUGCUGGUCAAG
CUGAACAGAGAAGACCUGCUGAGARAGCAGAGAACAUUCGACAACGGAAGC
AUCCCGCACCAGAUCCACCUGGGAGAACUGCACGCAAUCCUGAGAAGACAG
GAAGACUUCUACCCGUUCCUGAAGGACAACAGAGAAAAGAUCGAARAGAUC
CUGACAUUCAGRAUCCCGUACUACGUCGGACCGCUGGCAAGAGGARACAGT
AGAUUCGCAUGGAUGACAAGAAAGAGCGAAGAAACAAUCACACCGUGGAAC
UUCGAAGAAGUCGUCGACAAGGGAGCAAGCGCACAGAGCUUCAUCGARAGA
AUGACAAACUUCGACAAGAACCUGCCGAACGAAAAGGUCCUGCCGAAGCAC
AGCCUGCUGUACGAAUACUUCACAGUCUACAACGAACUGACARAGGUCRAG
UACGUCACAGAAGGAAUGAGAAAGCCGGCAUUCCUGAGCGGAGAACAGAAG
AAGGCAAUCGUCGACCUGCUGUUCAAGACAARCAGARAGGUCACAGUCAAG
CAGCUGAAGGAAGACUACUUCAAGAAGAUCGAAUGCUUCGACAGCGUCGAA
AUCAGCGGAGUCGAAGACAGAUUCAACGCAAGCCUGGGAACAUACCACGAC
CUGCUGAAGAUCAUCAAGGACAAGGACUUCCUGGACAACGAAGAARACGAR
GACAUCCUGGAAGACAUCGUCCUGACACUGACACUGUUCGAAGACAGAGAA
AUGAUCGAAGAAAGACUGAAGACAUACGCACACCUGUUCGACGACRAGGUC
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AUGAAGCAGCUGAAGAGAAGAAGAUACACAGGAUGGGGAAGACUGAGCAGA
AAGCUGAUCAACGGAAUCAGAGACAAGCAGAGCGGAAAGACARUCCUGGAC
UUCCUGAAGAGCGACGGAUUCGCAAACAGAAACUUCAUGCAGCUGAUCCAC
GACGACAGCCUGACAUUCAAGGAAGACAUCCAGAAGGCACAGGUCAGCGGA
CAGGGAGACAGCCUGCACGAACACAUCGCAAACCUGGCAGGAAGCCCGGCA
AUCAAGAAGGGAAUCCUGCAGACAGUCAAGGUCGUCGACGAACUGGUCAAG
GUCAUGGGAAGACACAAGCCGCGAAAACAUCCUCAUCGAAAUGGCAAGAGAA
AACCAGACAACACAGAAGGGACAGAAGAACAGCAGAGAAACAAUGAAGAGA
AUCGAAGAAGGAAUCAAGGAACUGGGAAGCCAGAUCCUGAAGGAACACCCG
GUCGAAAACACACAGCUGCAGAACGAAAAGCUGUACCUGUACUACCUGCAG
AACGGAAGAGACAUGUACGUCGACCAGGAACUGGACAUCAACAGACUGAGT
GACUACGACGUCGACGCAAUCGUCCCGCAGAGCUUCCUGAAGGACGACAGC
AUCGACAACAAGGUCCUGACAAGAAGCGACAAGAACAGAGGAAAGAGCGAC
AACGUCCCGAGCGAAGAAGUCCUCAAGAAGAUCAACAACUACUGGAGACAG
CUGCUGAACGCAAAGCUGAUCACACAGAGAAAGUUCGACAACCUGACAAAG
GCAGAGAGAGGAGGACUGAGCGAACUGGACAAGGCAGGAUUCAUCAAGAGA
CAGCUGGUCGARACAAGACAGAUCACAARGCACGUCGCACAGAUCCUGGAC
AGCAGAAUGAACACAAAGUACGACGAAAACGACAAGCUGAUCAGAGAAGUC
AAGGUCAUCACACUGAAGAGCAAGCUGGUCAGCGACUUCAGAAAGGACUUC
CAGUUCUACAAGGUCAGAGAAAUCAACAACUACCACCACGCACACGACGCA
UACCUGAACGCAGUCGUCGGAACAGCACUGAUCAACGAAGUACCCGAAGCUG
GAAAGCGAAUUCGUCUACGGAGACUACAAGGUCUACGACGUCAGAARAGAUG
AUCGCAAAGAGCGAACAGGAAAUCGGAAAGGCAACAGCAMAGUACUUCUUC
UACAGCAACAUCAUGAACUUCUUCAAGACAGAAAUCACACUGGCAAACGGA
GAAAUCAGAAAGAGACCGCUGAUCGAAACAAACGGAGAAACAGGAGARAAUC
GUCUGGGACAAGGGAAGAGACUUCGCAACAGUCAGAAAGGUCCUGAGCAUG
CCGCAGGUCAACAUCGUCAAGARGACAGAAGUCCAGACAGGAGGAUUCAGC
AAGGAAAGCAUCCUGCCGAAGAGAAACAGCGACAAGCUGAUCGCAAGAAAG
AAGGACUGGGACCCGAAGAAGUACGGAGGAUUCGACAGCCCGACAGUCGCA
UACAGCGUCCUGGUCGUCGCAAAGGUCGAAAAGGGAAAGAGCAAGAAGCUG
AAGAGCGUCAAGGAACUGCUGGGAAUCACARUCAUGGAAAGARGCAGCUUC
GAAAAGAACCCGAUCGACUUCCUGGAAGCAAAGGGAUACAAGGAAGUCAAG
AAGGACCUGAUCAUCAAGCUGCCGAAGUACAGCCUGUUCGAACUGGAAAAC
GGAAGAAAGAGRAUGCUGGCAAGCGCAGGAGAACUGCAGAAGGGARACGAA
CUGGCACUGCCGAGCAAGUACGUCAACUUCCUGUACCUGGCAAGCCACUAC
GAAMAGCUGAAGGGAAGCCCGGAAGACAACGAACAGAAGCAGCUGUUCGUC
GAACAGCACAAGCACUACCUGGACGAAAUCAUCGAACAGAUCAGCGAAUUC
AGCAAGAGAGUCAUCCUGGCAGACGCARACCUGGACAAGGUCCUGAGCGCA
UACAACAAGCACAGAGACAAGCCGAUCAGAGAACAGGCAGAAAACAUCAUC
CACCUGUUCACACUGACARACCUGGGAGCACCGGCAGCAUUCAAGUACUUC
GACACAACAAUCGACAGAAAGAGAUACACAAGCACAAAGGAAGUCCUGGAC
GCAACACUGAUCCACCAGAGCAUCACAGGACUGUACGAAACAAGAAUCGAC
CUGAGCCAGCUGGGAGGAGACGGAGGAGGAAGC

Sequéncia de
aminoacidos de
Cas9 com dois
sinais de
localizacao
nuclear (2xNLS)
como
aminoacidos C-

terminais

MDREYSIGLDIGTNSVGHAVITDEYRVPSKKFEVLGNTDRESIKKNLIGAL
LFDSGETAEATRLERTARRRYTRREKNRICYLQEIFSNEMAKVDDSFFHRLE
ESFLVEEDKKHERHPIFGNIVDEVAYREKYPTIYELREKKLVDSTDKADLRL
IYLALAHMIKFRGHFLIEGDLNPDONSDVDKLFIQLVOTYNQLFEENPINAS
GVDARAILSARLSKSRRLENLIAQLPGEKKNGLFGNLIALSLGLTPNFESN
FDLAEDAKLQLSKDTYDDDLONLLAQIGDQYADLFLAAKNLSDAILLSDIL
RVNTEITEKAPLSASMIKRYDEHHQDLTLLEALVRQOLPEKYRKEIFFDQSKN
GYAGYIDGGASQEEFYKFIKPILEXKMDGTEELLVKLNREDLLRKQRTFDNG
SIPHQIHLGELHAILRRQEDFYPFLEDNREKIEKILTFRIPYYVGPLARGN
SRFAWMTRKSEETITPWNFEEVVDRGASAQSFIERMTNFDENLPNEKVLPK
HSLLYEYFTVYNELTKVKYVTEGMRKPAFLSGEQKKAIVDLLFKTNREVTV
KQLREDYFKKIECFDSVEISGVEDRFRASLGTYHDLLEKITKDKDFLDNEEN
EDILEDIVLTLTLFEDREMIEERLETYAHLFDDEVMEQLEKRRRYTGWGRLS
RELINGIRDKQSGKTILDFLKSDGFANRNFMQLIEDDSLTFREDIQRKAQVS
GOGDSLEEHIANLAGSPAIKKGILOTVEVVDELVKVMGRHKPENIVIEMAR
ENOTTOKGOKNSRERMRKRIEEGIKELGSQILKEHPVENTQLONEKLYLYYL
QNGRDMYVDQELDINRLSDYDVDHIVPQSFLKDDSIDNKVLTRSDENRGKS
DNVESEEVVEEMENYWROLLNAKLITORKFDNLTKAERGGLSELDKAGFIK
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ROLVETRQITKHVAQILDSRMNTKYDENDKLIREVKVITLESKLVSDFRKD
FOFYKVREINNYHHAHDAYLNAVVGTALIKKYPKLESEEVYGDYKVYDVRK
MIAKSEQEIGRATAKYFFYSNIMNFFKTEITLANGEIRKRPLIETNGETGE
IVWDKGRDFATVREVLSMPOVNIVEKTEVQTGGFSKESILPKRNSDKLIAR
KKDWDPKKYGGFDSPTVAYSVLVVAKVEKGKSKKLKSVKELLGITIMERSS
FEXNPIDFLEAKGYKEVKKDLIIKLPKYSLFELENGRKRMLASAGELQKGN
ELALPSKYVNFLYLASHYEKLKGSPEDNEQKQLFVEQHKHYLDEITEQISE
FSKRVILADANLDKVLSAYNKHRDXKPIREQAENIIHLFTLTNLGAPAAFKY
FOTTIDREKRYTSTRKEVLDATLIHQSITGLYETRIDLSQLGGDGSGSPEKKR
KVDGSPKKKREVDSG

ORF de mRNA
de Cas9 que
codifica SEQ 1D
NO: 222 usando
cédons minimos
de uridina, com
coédons de inicio

e parada

AUGGACAAGAAGUACAGCAUCGGACUGGACAUCGGAACAMACAGCGUCGGA
UGGGCAGUCAUCACAGACGAAUACAAGGUCCCGAGCAAGAAGUUCAAGGUC
CUGGGAAACACAGACAGACACAGCAUCAAGAAGAACCUGAUCGGAGCACUG
CUGUUCGACAGCGGAGAAACAGCAGAAGCAACAAGACUGAAGAGAACAGCA
AGAAGAAGAUACACAAGAAGAAAGAACAGAAUCUGCUACCUGCAGGAAAUC
UUCAGCAACGAAAUGGCAAAGGUCGACGACAGCUUCUUCCACAGACUGGAA
GAAAGCUUCCUGGUCGAAGAAGACAAGAAGCACGAARGACACCCGAUCIUC
GGAAACAUCGUCGACGAAGUCGCAUACCACGAARAGUACCCGACAAUCUAC
CACCUGAGAAAGAAGCUGGUCGACAGCACAGACAAGGCAGACCUGAGACUG
AUCUACCUGGCACUGGCACACAUGAUCAAGUUCAGAGGACACUUCCUGAUC
GAAGGAGACCUGAACCCGGACAACAGCGACGUCGACAAGCUGUUCAUCCAG
CUGGUCCAGACAUACAACCAGCUGUUCGAAGAARACCCGAUCAACGCAAGC
GGAGUCGACGCAAAGGCAAUCCUGAGCGCAAGACUGAGCAAGAGCAGAAGA
CUGGARAACCUGAUCGCACAGCUGCCGGGAGAARAGAAGAACGGACUGUUC
GGAAACCUGAUCGCACUGAGCCUGGGACUGACACCGAACUUCAAGAGCAAC
UUCGACCUGGCAGAAGACGCAAAGCUGCAGCUGAGCAAGGACACAUACGAC
GACGACCUGGACAACCUGCUGGCACAGAUCGGAGACCAGUACGCAGACCUG
UUCCUGGCAGCAAAGAACCUGAGCGACGCAAUCCUGCUGAGCGACAUCCUG
AGAGUCAACACAGARAUCACAAAGGCACCGCUGAGCGCAAGCAUGAUCAAG
AGAUACGACGAACACCACCAGGACCUGACACUGCUGAAGGCACUGGUCAGA
CAGCAGCUGCCGGAAMAGUACAAGGAAAUCUUCUUCGACCAGAGCAAGAAC
GGAUACGCAGGAUACAUCGACGGAGGAGCAAGCCAGGAAGAAUUCUACAAG
UUCAUCAAGCCGAUCCUGGAAAAGAUGGACGGARCAGRAGAACUGCUGGUC
AAGCUGAACAGAGAAGACCUGCUGAGAAAGCAGAGAACAUUCGACAACGGA
AGCAUCCCGCACCAGAUCCACCUGGGAGAACUGCACGCAAUCCUGAGAAGA
CAGGAAGACUUCUACCCGUUCCUGAAGGACAACAGAGAAAAGAUCGAAAAG
AUCCUGACAUUCAGAAUCCCGUACUACGUCGGACCGCUGGCAAGAGGAAAC
AGCAGAUUCGCAUGGAUGACAAGAAAGAGCGAAGAAACAAUCACACCGUGE
AACUUCGAAGARAGUCGUCGACARGGGAGCAAGCGCACAGAGCUUCAUCGAA
AGAAUGACAAACUUCGACAAGAACCUGCCGAACGAAMAGGUCCUGCCGAAG
CACAGCCUGCUGUACGAAUACUUCACAGUCUACARACGAACUGACARAGGUC
AAGUACGUCACAGAAGGAAUGAGAAAGCCGGCAUUCCUGAGCGGAGAACAG
AAGAAGGCAAUCGUCGACCUGCUGUUCAAGACAAACAGAAAGGUCACAGUC
AAGCAGCUGAAGGAAGACUACUUCAAGAAGAUCGAAUGCUUCGACAGCGUC
GAAAUCAGCGGAGUCGAAGACAGAUUCAACGCAAGCCUGGGAACAUACCAC
GACCUGCUGAAGAUCAUCAAGGACAAGGACUUCCUGGACAACGAAGAARAC
GAAGACAUCCUGGAAGACAUCGUCCUGACACUGACACUGUUCGAAGACAGA
GAAAUGAUCGAAGAAAGACUGAAGACAUACGCACACCUGUUCGACGACAAG
GUCAUGAAGCAGCUGAAGAGAAGAAGAUACACAGGAUGGGGAAGACUGAGC
AGAAAGCUGAUCAACGGAAUCAGAGACAAGCAGAGCGGARAGACAAUCCUG
GACUUCCUGAAGAGCGACGGAUUCGCAAACAGAMACUUCAUGCAGCUGAUC
CACGACGACAGCCUGACAUUCAAGGAAGACAUCCAGAAGGCACAGGUCAGC
GGACAGGGAGACAGCCUGCACGAACACAUCGCARACCUGGCAGGAAGCCCG
GCAAUCAAGAAGGGAAUCCUGCAGACAGUCAAGGUCGUCGACGAACUGGUC
AAGGUCAUGGGAAGACACAAGCCGGAAAACAUCGUCAUCGAAAUGGCAAGA
GAAAACCAGACAACACAGAAGGGACAGAAGAACAGCAGAGAAAGAAUGAAG
AGAAUCGAAGAAGGAAUCAAGGAACUGGGAAGCCAGAUCCUGAAGGAACAC
CCGGUCGAAAMACACACAGCUGCAGAACGAAAAGCUGUACCUGUACUACCUG
CAGAACGGAAGAGACAUGUACGUCGACCAGGAACUGGACAUCAACAGACUG
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AGCGACUACGACGUCGACCACAUCGUCCCGCAGAGCUUCCUGAAGGACGAC
AGCAUCGACAACAAGGUCCUGACAAGAAGCGACAAGAACAGAGGARAGAGC
GACAACGUCCCGAGCGAAGAAGUCGUCAAGAACAUGAAGAACUACUGGAGA
CAGCUGCUGAACGCAAAGCUGAUCACACAGAGAAAGUUCGACAACCUGACA
AAGGCAGAGAGAGGAGGACUGAGCGAACUGGACAAGGCAGGAUUCAUCAAG
AGACAGCUGGUCGAAACAAGACAGAUCACAARGCACGUCGCACAGAUCCUG
GACAGCAGAAUGAACACAAAGUACGACGAAAACGACAAGCUGAUCAGAGAR
GUCAAGGUCAUCACACUGAAGAGCAAGCUGGUCAGCGACUUCAGARAGGAC
DUCCAGUUCUACAAGGUCAGAGAAAUCAACAACUACCACCACGCACACGAC
GCAUACCUGAACGCAGUCGUCGGAACAGCACUGAUCAAGAAGUACCCGRAG
CUGGAAAGCGAAUUCGUCUACGGAGACUACAAGGUCUACGACGUCAGAAAG
AUGAUCGCAAAGAGCGAACAGGAAAUCCGAAAGGCAACAGCAAAGUACUUC
UUCUACAGCAACAUCAUGAACUUCUUCARGACAGAAAUCACACUGGCARAC
GGAGAAAUCAGAAAGAGACCGCUGAUCGAAACAAACGGAGAARCAGCGAGAN
AUCGUCUGGGACAAGGGAAGAGACUUCGCAACAGUCAGAMAGGUCCUGAGC
AUGCCGCAGGUCAACAUCGUCAAGAAGACAGAAGUCCAGACAGGAGGADUC
AGCAAGGAAAGCAUCCUGCCGAAGAGAAACAGCGACAAGCUGAUCGCAAGA
AACGAAGGACUGGCGACCCGAAGAAGUACCGAGGAUUCGACAGCCCGACAGUC
GCAUACAGCGUCCUGGUCGUCGCAAAGGUCGAAAAGCGGAMAGAGCAAGRAAG
CUGAAGAGCGUCAAGGAACUGCUGGGAAUCACAAUCAUGGAAAGAAGCAGT
UUCGAAAAGAACCCGAUCGACUUCCUGGAAGCAAAGGGAUACAAGGAAGUC
AAGAAGGACCUGAUCAUCAAGCUGCCGAAGUACAGCCUGUUCGAACUGGAA
AACGGAAGAAAGAGAAUGCUGGCAAGCCCAGGAGAACUGCAGAAGGGAAAC
GAACUGGCACUGCCGAGCAAGUACGUCAACUUCCUGUACCUGGCAAGCCAC
UACGAAAAGCUGAAGGGAAGCCCGGAACGACAACGAACAGAAGCAGCUGUUC
GUCGAACAGCACAAGCACUACCUGGACGAAAUCAUCGAACAGAUCAGCGAR
UUCAGCAAGAGAGUCAUCCUGGCAGACGCAAACCUGGACAAGGUCCUGAGC
GCAUACAACAAGCACAGAGACAAGCCGAUCAGAGAACAGGCAGAARACAUC
AUCCACCUGUUCACACUGACAAACCUGGGAGCACCGGCAGCAUUCRAGUAC
UUCGACACAACAAUCGACAGAARGAGAUACACAAGCACAAAGGAAGUCCUG
GACGCAACACUGAUCCACCAGAGCAUCACAGGACUGUACGAAACAAGAAUC
GACCUGAGCCAGCUGGGAGGAGACGGACGGAGGAAGCCCCGAAGAAGAAGAGA
AAGGUCCCGAAGAAGAAGAGAAAGGUC
GGAAGCGGAAGCCCGAAGAAGANGAGAAMGGUCGACGGAAGCCCGAAGAAG
AAGAGAAAGGUCGACAGCGGAUAG

Sequéncia de
codificacao

Cas9 que
codifica SEQ 1D
NO: 222 usando
cédons minimos

de uridina (sem

codons de
partida ou
parada;

adequado para
inclusao na
sequéncia  de
codificacdo de
proteinas de
fusao)

GACAAGAAGUACAGCAUCGGACUGGACAUCGGAACAAACAGCGUCGGAUGE
GCAGUCAUCACAGACGAAUACAAGGUCCCGAGCAAGAAGUUCAAGGUCCUG
GGAAACACAGACAGACACAGCAUCAAGAAGAACCUGAUCGGAGCACUGCUG
DUCGACAGCGGAGARACAGCAGAAGCAACAAGACUGAAGAGAACAGCAAGA
AGAAGAUACACAAGAAGAAAGAACAGAAUCUGCUACCUGCAGGAAAUCUTUC
AGCAACGAAAUGGCAAAGGUCGACGACAGCUUCUUCCACAGACUGGAAGAA
AGCUUCCUGGUCGAAGAAGACAAGAAGCACGAARGACACCCGAUCUUCGGA
AACAUCGUCGACGAAGUCGCAUACCACGAAAAGUACCCGACAAUCUACCAC
CUGAGAAAGAAGCUGGUCGACAGCACAGACAAGGCAGACCUGAGACUGAUC
UACCUGGCACUGGCACACAUGAUCAAGUUCAGAGGACACUUCCUGAUCGAA
GGAGACCUGAACCCGGACAACAGCGACCUCGACAAGCUGUUCAUCCAGCUG
GUCCAGACAUACAACCAGCUGUUCGAAGAAAACCCGAUCAACGCAAGCGGA
GUCGACGCAAAGGCAAUCCUGAGCGCAAGACUCGAGCAAGAGCAGAAGACUG
GAMMACCUGAUCGCACAGCUGCCGGGAGAAAAGAAGAACGGACUGUUCGGA
RACCUGAUCGCACUGAGCCUGGGACUGACACCGAACUUCAAGAGCAACUUC
GACCUGGCAGAAGACGCAAAGCUGCAGCUGAGCAAGGACACAUACGACGAC
GACCUGGACAARCCUGCUGGCACAGAUCGGAGACCAGUACGCAGACCUGUUC
CUGGCAGCAAAGAACCUGAGCGACGCAAUCCUGCUGAGCGACAUCCUGAGA
GUCAACACAGAAAUCACAAAGGCACCGCUGAGCGCAAGCAUGAUCAAGAGA
UACGACGAACACCACCAGGACCUGACACUGCUGAAGGCACUGGUCAGACAG
CAGCUGCCGGAAAAGUACAAGGAAAUCTUCUUCGACCAGAGCAAGAACGGA
UACGCAGGAUACAUCGACGGAGGAGCAAGCCAGGAAGAADUCUACAAGUUC
AUCAAGCCGAUCCUGGAAAAGAUGGACGGAACAGAAGAACUGCUGGUCAAG
CUGAACAGAGAAGACCUGCUGAGAAAGCAGAGAACAUUCGACAACGGAAGC
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AUCCCCCACCAGAUCCACCUGEGAGAACUGCACCCAAUCTUGAGARCACAL
GAAGACUUCUACCCGUUCCUGARAGGACAACAGAGAAMAGAUCGAARAGAUC
CUGACAUUCAGAAUCCCGUACUACGUCGGACCGCUGGCANGAGGAAACAGC
AGAUUCGCAUGGAUGACAAGAANGAGCGAAGAANCAAUCACACCGUGGAAC
UUCGAAGAAGUCGUCGACAAGGGAGCAAGCGCACAGAGCUUCAUCGAANGA
AUGACAAACUUCGACAAGAACCUGCCGAACGAARAGGUCCUGCCGAAGCAC
AGCCUGCUGUACGAAUACUUCACAGUCUACARCGAACUGACARAGGUCAAG
UACGUCACAGAAGGAAUGAGAAAGCCGCGCAUUCCUGAGCGGAGAACAGRAG
AAGGCAAUCGUCGACCUGCUGUUCAAGACAAACAGAAAGGUCACAGUCAAG
CAGCUGAAGGAAGACUACUUCAAGAAGAUCGAAUGCUUCGACAGCGUCGAA
AUCAGCGGAGUCGAAGACAGAUUCAACGCAAGCCUGGGAACAUACCACGAC
CUGCUGAAGAUCAUCAAGGACAAGGACUUCCUGGACAACGAAGAARACGAR
GACAUCCUGGAAGACAUCGUCCUGACACUGACACUGUUCGAAGACAGAGAA
AUGAUCGAAGAAAGACUGAAGACAUACGCACACCUGUUCGACGACAAGGUC
AUGAAGCAGCUGAAGAGAAGAAGAUACACAGGAUGGGGAAGACUGAGCAGA
AAGCUGAUCAACGGAAUCAGAGACAAGCAGAGCGGARAGACAAUCCUGGAC
UUCCUGAAGAGCGACGGAUUCGCAAACAGAAACUUCAUGCAGCUGAUCCAC
GACGACAGCCUGACAUUCAAGGAAGACAUCCAGAAGGCACAGGUCAGCGGA
CAGGGAGACAGCCUGCACGAACACAUCGCAAACCUGGCAGGAAGCCCGGCA
AUCAAGAAGGGAAUCCUGCAGACAGUCAAGGUCGUCGACGAACUGGUCAAG
GUCAUGGGAAGACACAAGCCGGAAAACAUCGUCAUCGAAAUGGCAAGAGAR
AACCAGACAACACAGAAGGGACAGAAGAACAGCAGAGAAAGAAUGAAGAGA
AUCGAAGAAGGAAUCAAGGAACUGGGAAGCCAGAUCCUGAAGGAACACCCE
GUCGAAAACACACAGCUGCAGAACGAAAAGCUGUACCUGUACUACCUGCAG
AACGGAAGAGACAUGUACGUCGACCAGGAACUGGACAUCAACAGACUGAGC
GACUACGACGUCGACCACAUCGUCCCGCAGAGCUUCCUGAAGGACGACAGC
AUCGACAACAAGGUCCUGACAAGAAGCGACAAGAACAGAGGARAGAGCGAC
AACGUCCCGAGCGAAGAAGUCGUCAAGAAGAUGAAGAACUACUGGAGACAG
CUGCUGAACGCAAAGCUGAUCACACAGAGAAACUUCGACAACCUGACARAG
GCAGAGAGAGGAGGACUGAGCGAACUGGACAAGGCAGGAUUCAUCAAGAGA
CAGCUGGUCGAAACAAGACAGAUCACAAAGCACGUCGCACAGAUCCUGGAC
AGCAGAAUGAACACAAAGUACGACGAAAACCGACAAGCUGAUCAGAGAAGUC
AAGGUCAUCACACUGAAGAGCAAGCUGGUCAGCGACUUCAGAAAGGACUUC
CAGUUCUACAAGGUCAGAGAAAUCAACAACUACCACCACGCACACGACGCA
UACCUGAACGCAGUCGUCGGAACAGCACUGAUCAAGAAGUACCCGAAGCUG
GAAAGCGAAUUCGUCUACGGAGACUACAAGGUCUACGACGUCAGARAGAUG
AUCGCAAAGAGCGAACAGGAAAUCGGAAAGGCAACAGCAAAGUACUUCUUC
UACAGCAACAUCAUGAACUUCUUCAAGACAGAARUCACACUGGCARACGGA
GAAAUCAGAAAGAGACCGCUGAUCGAAACAAACGGAGAANCAGGAGAAAUC
GUCUGGGACAAGGGAAGAGACUUCGCAACAGUCAGARAGGUCCUGAGCAUG
CCGCAGGUCAACAUCGUCAAGARGACAGAAGUCCAGACAGGAGGAUUCAGC
AAGGAAAGCAUCCUGCCGAAGAGAAACAGCGACAACGCUGAUCGCAAGARAG
AAGGACUGGGACCCGAAGAAGUACGGAGGAUUCGACAGCCCGACAGUCGCA
UACAGCGUCCUGGUCGUCGCAAAGGUCGAARAGGGAAAGAGCAAGAAGCUG
AAGAGCGUCAAGGAACUGCUGGGAAUCACAAUCAUGGAARGAAGCAGCUUC
GAAAAGAACCCGAUCGACUUCCUGGAAGCAAAGGGAUACAAGGAAGUCAAG
AAGGACCUGAUCAUCAAGCUGCCGAAGUACAGCCUGUUCGAACUGGAARAC
GGAAGAAAGAGAAUGCUGGCAAGCGCAGGAGAACUGCAGAAGGGARACGAA
CUGGCACUGCCGAGCAAGUACGUCAACUUCCUGUACCUGGCAAGCCACUAC
GAAAAGCUGAAGGGAAGCCCGGAAGACAACGAACAGAAGCAGCUGUUCGUC
GAACAGCACAAGCACUACCUGGACGAAAUCAUCGAACAGAUCAGCGAADUC
AGCAAGAGAGUCAUCCUGGCAGACGCAAACCUGGACAAGGUCCUGAGCGCA
UACAACAAGCACAGAGACAAGCCGAUCAGAGAACAGGCAGAARACAUCAUC
CACCUGUUCACACUGACAAACCUGGGAGCACCGGCAGCAUUCAAGUACTUC
GACACAACAAUCGACAGAAAGAGAUACACAAGCACAAAGGAAGUCCUGGAC
GCAACACUGAUCCACCAGAGCAUCACAGGACUGUACGAANCAAGARUCGAC
CUGAGCCAGCUGGGAGGAGACGGAGGAGGAAGCCCGAAGAAGAAGAGAAAG
GUCCCGAAGAAGAAGAGAAAGGUC
GGAAGCGGAAGCCCGAAGAAGAAGAGAANGCGUCCGACGGARGCCCGAAGRAG
AAGAGAAAGGUCGACAGCGGA
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Sequéncia de
aminoacidos

de Cas9
nickase com
dois sinais de
localizagao

nuclear como
aminoacidos C-

terminais

MDEEYSIGLAIGTNSVGWAVITDEYKVPSKKFEKVLGNTDRHSIKKNLIGAL
LFDSGETAEATRLKRTARRRYTRREKNRICYLOQEIFSNEMAKVDDSFFHRLE
ESFLVEEDKKHERHPIFGNIVDEVAYHEKYPTIYELRKKLVDSTDKADLRL
IYLALAHMIKFRGHFLIEGDLNPONSDVDKLFIQLVOTYNQLFEENPINAS
GVDARAILSARLSKSRRLENLIAQLPGEKKNGLFGNLIALSLGLTPNFESN
FDLAEDAKLQLSKDTYDDDLONLLAQIGDQYADLFLAAKNLSDAILLSDIL
RVNTEITKAPLSASMIKRYDEHHQDLTLLKALVRQOLPEKYKEIFFDOSKN
GYAGYIDGGASQEEFYRFIKPILERMDGTEELLVKLNREDLLRKQRTFDNG
SIPHEQIHLGELHATILRRQEDFYPFLEDNREKIERKILTFRIPYYVGPLARGN
SRFAWMTRESEETITPWNFEEVVDRKGASAQSFIERMTNFDKNLPNEKVLPK
BSLLYEYFTVYNELTKVKYVTEGMRKPAFLSGEQKKATVDLLFKTNREVTV
KQLKEDYFKKIECFDSVEISGVEDRFNASLGTYHDLLEITKDKDFLDNEEN
EDILEDIVLTLTLFEDREMIEERLXTYAHLFDDXKVMKQLKRRRYTGWGRLS
RELINGIRDKQSGKTILDFLKSDGFANRNFMQLIEDDSLTFREDIQKAQVS
GOGDSLHEHIANLAGSPAIKKGILOTVEVVDELVEVMGRHKPENIVIEMAR
ENQTTOKGOKNSRERMRRIEEGIKELGSQILKEHPVENTQLONEKLYLYYL
QNGRDMYVDQELDINRLSDYDVDHIVPOSFLEKDDSI DNKVLTRSDENRGKS
DNVESEEVVEEMENYWROLLNAKLITQRKFDNLTKAERGGLSELDKAGFIK
ROLVETRQITKHEVAQILDSRMNTKYDENDKLIREVKVITLKSKLVSDFRKD
FOFYKVREINNYHEHAHDAYLNAVVGTALIKKYPKLESEFVYGDYKVYDVRK
MIAKSEQEIGKATAKYFFYSNIMNFFKTEITLANGEIRKRPLIETNGETGE
IVWDEGRDFATVREVLSMPOQVNIVRKTEVQTGGFSKESILPEKRNSDKLIAR
KEDWDPKRYGGFDSPTVAYSVLVVAKVEKGEKSKKLESVEELLGITIMERSS
FEXNPIDFLEAKGYKEVKKDLIIKLPKYSLFELENGRKRMLASAGELOKGN
ELALPSKYVNFLYLASHYEKLKGSPEDNEQRQLFVEQHKHYLDEITEQISE
FSKRVILADANLDEVLSAYNKHRDEPIREQAENIIHLFTLTNLGAPAAFKY
FDTTIDRRRYTSTRKEVLDATLIHQSITGLYETRIDLSQLGGDGSGSPREKR
EVDGSPKKKREVDSG
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ORF de mRNA
de Cas 9
nickase que
codifica SEQ ID
NO: 25 usando
cédons
minimos de
uridina,
conforme
listado na
Tabela 3, com
cédons de

inicio e parada

AUGGACAAGAAGUACAGCAUCGGACUGGCAAUCGGAACAAACAGUGUCGEA
UGGGCAGUCAUCACAGACGAAUACAAGGUCCCGAGCAAGAAGUUCAAGGUC
CUGGGAAACACAGACAGACACAGCAUCAAGAAGAACCUGAUCGGAGCACUG
CUGUUCGACAGCGGAGAAACAGCAGAAGCAACAAGACUGAAGAGAACAGCA
AGAAGAAGAUACACAAGAAGAARGAACAGAAUCUGCUACCUGCAGGARAUC
UUCAGCAACGAAAUGGCAAAGGUCGACGACAGCUUCUUCCACAGACUGGAA
GAAAGCUUCCUGGUCGAAGAAGACAAGAAGCACGAAAGACACCCGAUCUUC
GGAAACAUCGUCGACGAAGUCGCAUACCACGAARAGUACCCGACAAUCUAC
CACCUGAGAAAGAAGCUGGUCGACAGCACAGACAAGGCAGACCUGAGACUG
AUCUACCUGGCACUGGCACACAUGAUCAAGUUCAGAGGACACUUCCUGAUC
GAAGGAGACCUGAACCCGGACAACAGCGACGUCGACAAGCUGUUCAUCCAG
CUGGUCCAGACAUACAACCAGCUGUUCGAAGAARACCCGAUCAACGCAAGC
GGAGUCGACGCAAAGGCAAUCCUGAGCGCAAGACUGAGCAAGAGCAGAAGA
CUGGAAAACCUGAUCGCACAGCUGCCGGGAGAANAGAAGAACGGACUGUUC
GGAAACCUGAUCGCACUGAGCCUGGGACUGACACCGAACUUCAAGAGCAAC
UUCGACCUGGCAGAAGACGCAARGCUGCAGCUGAGCAAGGACACAUACGAC
GACGACCUGGACAACCUGCUGGCACAGAUCGGAGACCAGUACGCAGACCUG
UUCCUGGCAGCAAAGAACCUGAGCGACGCAAUCCUGCUGAGCGACAUCCUG
AGAGUCAACACAGAAAUCACAAAGGCACCGCUGAGCGCAAGCAUGAUCAAG
AGAUACGACGAACACCACCAGGACCUGACACUGCUGAAGGCACUGGUCAGA
CAGCAGCUGCCGGAMAAAGUACAAGGAAAUCUUCUUCGACCAGAGCAAGAAC
GGAUACGCAGGAUACAUCGACGGAGGAGCAAGCCAGGAAGAAUUCUACAAG
UUCAUCAAGCCGAUCCUGGAAAAGAUGGACGGARCAGAAGAACUGCUGGUC
AAGCUGAACAGAGAAGACCUGCUGAGAAAGCAGAGAACAUUCGACAACGGA
AGCAUCCCGCACCAGAUCCACCUGGGAGAACUGCACGCAAUCCUGAGAAGA
CAGGAAGACUUCUACCCGUUCCUGAAGGACAACAGAGAARAGAUCGAARAG
AUCCUGACAUUCAGAAUCCCGUACUACGUCGGACCGCUGGCAAGAGGAAAC
AGCAGAUUCGCAUGGAUGACAAGAAAGAGCGAAGAAACAAUCACACCGUGG
AACUUCGAAGAAGUCGUCGACAAGGGAGCAAGCGCACAGAGCUUCAUCGAA
AGAAUGACAAACUUCGACAAGAACCUGCCGAACGAAAAGGUCCUGCCGAAG
CACAGCCUGCUGUACGAAUACUUCACAGUCUACAACGAACUGACARAGGUC
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AACUACGUCACAGAAGCAAUGAGAAAGUCGGCATUUCCUGAGCCGAGAACAL
AAGAAGGCAAUCGUCGACCUGCUGUUCAAGACARACAGAMAGGUCACAGUC
AAGCAGCUGAAGGAAGACUACUUCAAGAAGAUCGAAUGCUUCGACAGCGUC
GAAAUCAGCGGAGUCGAAGACAGAUUCAACGCARGCCUGGGAACAUACCAC
GACCUGCUGAAGAUCAUCAAGGACAAGCGACUUCCUGGACAACGAAGAARMAC
GAAGACAUCCUGGAAGACAUCGUCCUGACACUGACACUGUUCGAAGACAGA
GAAAUGAUCGAAGAAAGACUGAAGACAUACGCACACCUGUUCGACGACAAG
GUCAUGAAGCAGCUGAAGAGAAGAAGAUACACAGGAUGGGGAAGACUGAGC
AGAAAGCUGAUCAACGGAAUCAGAGACAAGCAGAGCGGARAGACAAUCCUG
GACUUCCUGAAGAGCGACGGAUUCGCAAACAGAAACUUCAUGCAGCUGAUC
CACGACGACAGCCUGACAUUCAAGGAAGACAUCCAGAAGGCACAGGUCAGT
GGACAGGGAGACAGCCUGCACGAACACAUCGCAAACCUGGCAGGAAGCCCE
GCAAUCAAGAAGGGAAUCCUGCAGACAGUCAAGGUCGUCGACGAACUGGUC
AAGGUCAUGGGAAGACACAAGCCGGAMAACAUCGUCAUCGAAAUGGCAAGA
GAAAACCAGACAACACAGAAGGGACAGAAGAACAGCAGAGAANGAAUGAAG
AGAAUCGAAGAAGGAAUCAAGGAACUGGGAAGCCACGAUCCUGAAGGAACAC
CCGGUCGAAAACACACAGCUGCAGAACGAAAAGCUGUACCUGUACUACCUG
CAGAACGGAAGAGACAUGUACGUCGACCAGGAACUGGACAUCAACAGACUG
AGCGACUACGACGUCGACCACAUCGUCCCGCAGAGCUUCCUGAAGGACGAC
AGCAUCGACAACAAGGUCCUGACAAGAAGCGACAAGAACAGAGGAAAGAGC
GACAACGUCCCGAGCGAAGAAGUCGUCAAGAAGAUGAAGAACUACUGGAGA
CAGCUGCUGAACGCAAAGCUGAUCACACAGAGAAAGUUCGACAACCUGACA
AAGGCAGAGAGAGGAGGACUGAGCGAACUGGACAAGGCAGGAUUCAUCAAG
AGACAGCUGGUCGAAACAAGACAGAUCACAAAGCACGUCGCACAGAUCCUG
GACAGCAGAAUGAACACAAAGUACGACGAAAACGACAAGCUGAUCAGAGAA
GUCAAGGUCAUCACACUGAAGAGCAAGCUGGUCAGCGACUUCAGARAAGGAC
UUCCAGUUCUACAAGGUCAGAGAAANCAACARCUACCACCACGCACACGAC
GCAUACCUGAACGCAGUCGUCGGAACAGCACUGAUCAAGAAGUACCCGAAG
CUGGAAAGCGAAUUCGUCUACGGAGACUACAAGGUCUACGACGUCAGARAG
AUGAUCGCAAAGAGCGAACAGGAAAUCGGAAAGGCAACAGCAAAGUACUUC
UUCUACAGCAACAUCAUGAACUUCUUCAAGACAGAARUCACACUGGCARAC
GGAGARAUCAGAAAGAGACCGCUGAUCGAAACARACGGAGAAACAGGAGAA
AUCGUCUGGGACAAGGGAAGAGACUUCGCAACAGUCAGAAAGGUCCUGAGC
AUGCCGCAGGUCAACAUCGUCAAGAAGACAGAAGUCCAGACAGGAGGAUUC
AGCAAGGARAGCAUCCUGCCGARGAGAAACAGCGACAAGCUGAUCGCAAGA
AAGAAGGACUGGGACCCGAAGAAGUACGGAGGAUUCGACAGCCCGACAGUC
GCAUACAGCGUCCUGGUCGUCGCAAAGGUCGAARAGGGAMAGAGCAAGAAG
CUGAAGAGCGUCAAGGAACUGCUGGGAAUCACARUCAUGGAAAGAAGCAGC
DUCGAAAAGAACCCGAUCGACUUCCUGGAAGCARAGGGAUACAAGGAAGUC
AAGAAGGACCUGAUCAUCAAGCUGCCGAAGUACAGCCUGUUCGAACUGGAR
AACGGAAGAAAGAGAAUGCUGGCAAGCGCAGGAGAACUGCAGAAGGGARAC
GAACUGGCACUGCCGAGCAAGUACGUCAACUUCCUGUACCUGGCAAGCCAC
UACGAAAAGCUGAAGGGAAGCCCGGAAGACAACGAACAGAAGCAGCUGUUC
GUCGAACAGCACAAGCACUACCUGGACGAAAUCAUCGAACAGAUCAGCGAA
UUCAGCAAGAGAGUCAUCCUGGCAGACGCAAACCUGGACAAGGUCCUGAGC
GCAUACAACAAGCACAGAGACAAGCCGAUCAGAGAACAGGCAGAARACAUC
AUCCACCUGUUCACACUGACAAMCCUGGGAGCACCGGCAGCAUUCAAGUAC
UUCGACACAACAAUCGACAGAAAGAGAUACACARGCACAAAGGAAGUCCUG
GACGCAACACUGAUCCACCAGAGCAUCACAGGACUGUACGAARACAAGAAUC
GACCUGAGCCAGCUGGGAGGAGACGGAAGCGGAAGCCCGAAGAAGAAGAGA
AAGGUCGACGGAAGCCCGAAGAAGAAGAGAAACGUCGACAGCGGAUAG

de
codificagao de
Cas9
que codifica
SEQ ID NO: 25
usando cédons
de

(sem

Sequéncia

nickase

minimos

uridina

GACAAGAAGUACACGCAUCGGACUGCGCAAUCGGAACARACAGCGUCGGADGE
SCAGUCAUCACAGACGAAUACAAGGUCCCGAGCAAGAAGUUCAAGGUCCUG
SGARACACAGACAGACACAGCAUCAAGAAGAACCUGAUCGGAGCACUGCUG
UUCGACAGCGGAGARACAGCAGAAGCAACAAGACUGAAGAGAACAGCAAGA
AGAAGAUACACAAGAAGAAAGAACAGAAUCUGCUACCUGCAGGARAUCUUC
AGCAACGARAUGGCAAAGGUCGACGACAGCUUCUUCCACAGACUGGAAGAA
AGCUUCCUGGUCGAAGAAGACARGAAGCACGAAAGACACCCGAUCUUCGGA
RACAUCGUCGACGAAGUCGCAUACCACGAAAAGUACCCGACAAUCUACCAC
CUGAGAAAGAAGCUGGUCGACAGCACAGACAAGGCAGACCUGAGACUGAUC
UACCUGGCACUGGCACACAUGAUCAAGUUCAGAGGACACUUCCUGAUCGAA
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coédons de
inicio ou de
parada;
adequados
para inclusao
na sequéncia
de codificacao
de proteinas de
fusao)

GGAGACCUGAACCCGGACAACAGCCGACGUCGACAACCUGUUCAUCCAGCUG
GUCCAGACAUACAACCAGCUGUUCGAAGAAARCCCGAUCAACGCARGCGGA
GUCGACGCAAAGGCAAUCCUGAGCGCAAGACUGAGCAAGAGCAGAAGACUG
GAMAAACCUGAUCGCACAGCUGCCGGGAGAAAAGAAGAACGGACUGUUCGGA
AACCUGAUCGCACUGAGCCUGGGACUGACACCGAACUUCAAGAGCAACDUC
GACCUGGCAGAAGACGCAAAGCUGCAGCUGAGCAAGGACACAUACGACGAC
GACCUGGACAACCUGCUGGCACAGAUCGGAGACCAGUACGCAGACCUGUUC
CUGGCAGCAAAGAACCUGAGCGACGCAAUCCUGCUGAGCGACAUCCUGAGA
GUCAACACAGAAAUCACAAAGGCACCGCUGAGCGCAAGCAUGAUCAAGAGA
UACGACGAACACCACCAGGACCUGACACUGCUGAAGGCACUGGUCAGACAG
CAGCUGCCGGAAAAGUACAAGGAAAUCUUCUUCGACCAGAGCAAGAACGGA
UACGCAGGAUACAUCGACGGAGGAGCAAGCCAGGAAGAAUUCUACRAGUUC
AUCAAGCCGAUCCUGGAAAAGAUGGACGGAACAGAAGAACUGCUGGUCAAG
CUGAACAGAGAAGACCUGCUGAGAARAGCAGAGAACAUUCGACAACGGAAGT
AUCCCGCACCAGAUCCACCUGGGAGAACUGCACGCAAUCCUGAGAAGACAG
GAAGACUUCUACCCGUUCCUGAAGGACAACAGAGAARACAUCGAARAGAUC
CUGACAUUCAGAAUCCCGUACUACGUCGGACCGCUGGCAAGAGGARACAGC
AGAUUCGCAUGGAUGACAAGAARGAGCGAAGAARCARUCACACCGUGGAAC
UUCGAAGAAGUCGUCGACAAGGGAGCAAGCGCACAGAGCUUCAUCGAAAGA
AUGACAAACUUCGACAAGAACCUGCCGAACGAAAAGGUCCUGCCGAAGCAC
AGCCUGCUGUACGAAUACUUCACAGUCUACAACGAACUGACARAGGUCRAG
UACGUCACAGAAGGAAUGAGAAAGCCGGCAUUCCUGAGCGGAGAACAGAAG
AAGGCAAUCGUCGACCUGCUGUUCAAGACAARCAGARAGGUCACAGUCRAAG
CAGCUGAAGGAAGACUACUUCAAGAAGAUCGAAUGCUUCGACAGCGUCGAA
AUCAGCGGAGUCGAAGACAGAUUCAACGCAAGCCUGGGAACAUACCACGAC
CUGCUGAAGAUCAUCAAGGACAAGGACUUCCUGGACAACGAAGAARACGAR
GACAUCCUGGAAGACAUCGUCCUGACACUGACACUGUUCGAAGACAGAGAR
AUGAUCGAAGAAAGACUGAAGACAUACGCACACCUGUUCGACGACAAGGUC
AUGAAGCAGCUGAAGAGAAGAAGAUACACAGGAUGGGGAAGACUGAGCAGA
AAGCUGAUCAACGGAAUCAGAGACAAGCAGAGCGGAAAGACAAUCCUGGAC
UUCCUGAAGAGCGACGGAUUCGCARACAGAARCUUCAUGCAGCUGAUCCAC
GACGACAGCCUGACAUUCAAGGAAGACAUCCAGAAGGCACAGGUCAGCGGA
CAGGGAGACAGCCUGCACGAACACAUCGCAAACCUGGCAGGAAGCCCGGCA
AUCAAGAAGGGAAUCCUGCAGACAGUCAAGGUCGUCGACGAACUGGUCAAG
GUCAUGGGAAGACACAAGCCGGAAARACAUCGUCAUCGAAAUGGCAAGAGAA
AACCAGACAACACAGAAGGGACAGAAGAACAGCAGAGAAMGARUGARAGAGA
AUCGAAGAAGGAAUCAAGGAACUGGGAAGCCAGAUCCUGAAGGAACACCCG
GUCGARAACACACAGCUGCAGAACGAAAAGCUGUACCUGUACUACCUGCAG
AACGGAAGAGACAUGUACGUCGACCAGGAACUGGACAUCAACAGACUGAGC
GACUACGACGUCGACCACAUCGUCCCGCAGAGCUUCCUGAAGGACGACAGC
AUCGACAACAAGGUCCUGACAAGAAGCGACAAGAACAGAGGARAGAGCGAC
AACGUCCCGAGCGAAGAAGUCCGUCAAGAAGAUGAACGAACUACUGGAGACAG
CUGCUGAACGCAAAGCUGAUCACACAGAGAAAGUUCGACAACCUGACAAAG
GCAGAGAGAGGAGGACUGAGCGAACUGGACAAGGCAGGAUUCAUCAAGAGA
CAGCUGGUCGAAACAAGACAGAUCACAAAGCACGUCGCACAGAUCCUGGAC
AGCAGAAUGAACACAAAGUACGACGAAAACGACAAGCUGAUCAGAGAAGUC
AAGGUCAUCACACUGAAGAGCAAGCUGGUCAGCGACUUCAGAAAGGACUUC
CAGUUCUACAAGGUCAGAGAAAUCAACAACUACCACCACGCACACGACGCA
UACCUGAACGCAGUCGUCGGAACAGCACUGAUCAACGAAGUACCCGAAGCUG
GAAAGCGAAUUCGUCUACGGAGACUACAAGGUCUACGACGUCAGARAGAUG
AUCGCAAAGAGCGAACAGGAAAUCGGAAAGGCARCAGCAAAGUACUUCUUC
UACAGCAACAUCAUGAACUTUCUUCAAGACAGAAAUCACACUGGCARACGGA
GAAAUCAGAARGAGACCGCUGAUCGAAACAAACGGAGAAACAGGAGAAAUC
GUCUGGGACAAGGGAAGAGACUUCGCAACAGUCAGAAAGGUCCUGAGCAUG
CCGCAGGUCAACAUCGUCAAGAAGACAGAAGUCCAGACAGGAGGAUUCAGC
AAGGAAAGCAUCCUGCCGAAGAGAAACAGCGACAAGCUGAUCGCAAGARAG
AAGGACUGGGACCCGAAGAAGUACGGAGGAUUCGACAGCCCGACAGUCGCA
UACAGCGUCCUGGUCGUCGCAAAGGUCGAAAAGGGAAAGAGCAAGRAGCUG
AAGAGCGUCAAGGAACUGCUGGGAAUCACAAUCAUGGAANGAAGCAGCUUC
GAAAAGAACCCGAUCGACUUCCUGGAAGCAAAGGGAUACAAGGAAGUCAAG
AAGGACCUGAUCAUCAAGCUGCCGAAGUACAGCCUGUUCGAACUGGAARAC
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GGAAGAAAGACGAAUGCUGGCAAGCGCAGGAGAACUGCAGAAGGGAAACGAA
CUGGCACUGCCGAGCAAGUACGUCAACUUCCUGUACCUGGCAAGCCACUAC
GAAMAGCUGAAGGGAAGCCCGGAAGACAACGAACAGAAGCAGCUGUUCGUC
GAACAGCACAAGCACUACCUGGACGAARUCAUCGAACAGAUCAGCGAAUUC
AGCAAGAGAGUCAUCCUGGCAGACGCARACCUGGACAAGGUCCUGAGCGCA
UACAACAAGCACAGAGACAAGCCGAUCAGAGAACAGGCAGAAAACAUCAUC
CACCUGUUCACACUGACAAACCUGGGAGCACCCGCAGCAUUCAACGUACTIUC
GACACAACAAUCGACAGAAAGAGAUACACAAGCACAAAGGAAGUCCUGGAC
GCAACACUGAUCCACCAGAGCAUCACAGGACUGUACGAAACAAGAAUCGAC
CUGAGCCAGCUGGGAGGAGAC

GGAAGCGGAAGCCCGAAGAAGAAGAGAAAGGUCGACGGAAGCCCGAAGAAG
AAGAGAAAGGUCGACAGCGGA

Sequéncia de
aminoacidos

de dCas9 com
dois sinais de
localizagao

nuclear como
aminoacidos C-

terminais

MDEKYSIGLAIGTNSVGWAVITDEYKVPSKKFKVLGNTDRHSIKKNLIGAL
LFDSGETAEATRLKRTARRRYTRRKNRICYLQEIFSNEMAKVDDSFFHRLE
ESFLVEEDKKHERHPIFGNIVDEVAYHEKYPTIYELRKKLVDSTDKADLRL
IYLALAHMIKFRGHFLIEGDLNPONSDVDKLFIQLVOTYNQLFEENPINAS
GVDAKAILSARLSKSRRLENLIAQLPGEKKNGLFGNLIALSLGLTPNFKSN
FOLAEDAKLOLSKDTYDDDLONLLAQIGDQYADLFLAAKNLSDAILLSDIL
RVNTEITKAPLSASMIKRYDEHHQDLTLLKALVRQOLPEKYKEIFFDQSKN
GYAGYIDGGASQEEFYKFIKPILEKMDGTEELLVKLNREDLLRKQRTFDNG
SIPHQIHLGELBEATLRRQEDFYPFLEDNREKIEKILTFRIPYYVGPLARGN
SRFAWMTRKSEETITPWNFEEVVDKGASAQSFIERMTNFDEKNLPNEKVLFEK
BSLLYEYFTVYNELTEVEYVTEGMREPAFLSGEQKKATVDLLFKTNREVTV
KQLKEDYFKKIECFDSVEISGVEDRFNASLGTYHDLLEKITIKDKDFLDNEEN
EDILEDIVLTLTLFEDREMIEERLKTYAHLFDDXKVMKQLKRRRYTGWGRLS
RELINGIRDKQSGKTILDFLEKSDGFANRNFMQLIEDDSLTFRKEDIQKAQVS
GQOGDSLEEHIANLAGSPAIKKGILOTVKVVDELVKVMGRHKPENIVIEMAR
ENQTTQKGOKNSRERMERIEEGIKELGSQILKEHPVENTQLONEKLYLYYL
QNGRDMYVDQELDINRLSDYDVDAIVPOSFLEDDS I DNKVLTRSDENRGKS
DNVPSEEVVEEMENYWRQLLNAKLITQREFDNLTKAERGGLSELDKAGFIK
ROLVETROITKHEVAQILDSRMNTKYDENDKLIREVEVITLKSKLVSDFRKD
FOFYKVREINNYHHAEDAYLNAVVGTALIKKYPEKLESEFVYGDYKVYDVRE
MIAKSEQEIGKATAKYFFYSNIMNFFKTEITLANGEIRKRPLIETNGETGE
IVWDEGRDFATVREVLSMPQVNIVRETEVQTGGFSKESILPKRNSDKLIAR
KEKDWDPKKYGGFDSPTVAYSVLVVAKVEKGESKEKLESVEKELLGITIMERSS
FEXNPIDFLEAKGYKEVKKDLIIKLPKYSLFELENGRKRMLASAGELQKGN
ELALPSKYVNFLYLASHYEKLKGSPEDNEQRQLFVEQHKHYLDEITEQISE
FSKRVILADANLDEVLSAYNKHRDEKPIREQAENTI IHLFTLTNLGAPAAFKY
FDTTIDRERYTSTKEVLDATLIHQSITGLYETRIDLSQLGGDGSGSPEEKEKR
EVDGSPKKKREVDSG

228

ORF de mRNA
dCas9 que
codifica SEQ ID

NO: 228
usando cédons
minimos de
uridina, com
coédons de
inicio e de
parada

AUGGACAAGAAGUACAGCAUCGGACUGGCAAUCGGAACARACAGCGUCGGA
UGGGCAGUCAUCACAGACGAAUACAAGGUCCCGAGCAAGAAGUUCAAGGUC
CUGGGAAACACAGACAGACACAGCAUCAAGAACAACCUGAUCGGAGCACUG
CUGUUCGACAGCGGAGAAACAGCAGAAGCAACAAGACUGAAGAGAACAGCA
AGAAGAAGAUACACAAGAAGAARGAACAGAAUCUGCUACCUGCAGGARAUC
DUCAGCAACGAAAUGGCAAAGGUCGACGACAGCUUCUUCCACAGACUGGAA
GAAAGCUUCCUGGUCGAAGAAGACAAGAAGCACGAAAGACACCCGAUCUUC
GGAAACAUCGUCGACGAAGUCGCAUACCACGAAAAGUACCCGACAAUCUAC
CACCUGAGAAAGAAGCUGGUCGACAGCACAGACAAGGCAGACCUGAGACUG
AUCUACCUGGCACUGGCACACAUGAUCAAGUUCAGAGGACACUUCCUGAUC
GAAGGAGACCUGAACCCGGACAACAGCGACGUCGACAAGCUGUUCAUCCAG
CUGGUCCAGACAUACAACCAGCUGUUCGAAGAAMACCCCGAUCAACGCAAGC
GGAGUCGACGCAAAGGCAAUCCUGAGCGCAAGACUGAGCAAGAGCAGAAGA
CUGGAAAACCUGAUCGCACAGCUGCCGGGAGAAMAGAACGAACGGACUGUUC
GGAAACCUGAUCGCACUGAGCCUGGGACUGACACCGAACUUCAAGAGCAAC
UUCGACCUGGCAGAAGACGCAAAGCUGCAGCUGAGCAAGGACACAUACGAC
GACGACCUGGACAACCUGCUGGCACAGAUCGGAGACCAGUACGCAGACCUG
UUCCUGGCAGCAAAGAACCUGAGCGACGCAAUCCUGCUGAGCGACAUCCUG
AGAGUCAACACAGARAUCACAAAGGCACCGCUGAGCGCAAGCAUGAUCAAG

229
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AGAUACGACGAACACCACCAGCACCUGACACUGCUCAAGEUACUGGUTAGA
CAGCAGCUGCCGGAAAAGUACAAGGAAAUCUUCUUCGACCAGAGCAAGAAC
GGAUACGCAGGAUACAUCGACGGAGGAGCAAGCCAGGAAGAAUUCUACRAG
UUCAUCAAGCCGAUCCUGGAAAAGAUGGACGGARCAGAAGAACUGCUGGUC
AAGCUGAACAGAGAAGACCUGCUGAGARAGCAGAGAACAUUCGACAACGGA
AGCAUCCCGCACCAGAUCCACCUGGGAGAACUGCACGCARUCCUGAGAAGA
CAGGAAGACUUCUACCCGUUCCUGAAGGACAACAGAGAAMACGAUCGARRAG
AUCCUGACAUUCAGAAUCCCGUACUACGUCGGACCGCUGGCAAGAGGARAC
AGCAGAUUCGCAUGGAUGACAAGAAAGAGCGAAGAAACAAUCACACCGUGE
AACUUCGAAGAAGUCGUCGACAAGGGAGCAAGCGCACAGAGCUUCAUCGAA
AGAAUGACAAACUUCGACAAGAACCUGCCGAACGAAAAGGUCCUGCCGAAG
CACAGCCUGCUGUACGAAUACUUCACAGUCUACAACGAACUGACARAAGGUC
AAGUACGUCACAGAAGGAAUGAGAAAGCCGGCAUUCCUGAGCGGAGARCAG
AAGAAGGCAAUCGUCGACCUGCUGUUCAAGACARACAGARAGGUCACAGUC
AAGCAGCUGAAGGAAGACUACUUCAAGAAGAUCGAAUGCUUCGACAGCGUC
GAAAUCAGCGGAGUCGAAGACAGAUUCAACGCAAGCCUGGGAACAUACCAC
GACCUGCUGAAGAUCAUCAAGGACAAGGACUUCCUGGACAACGAAGAARAC
GAAGACAUCCUGGAAGACAUCGUCCUGACACUGACACUGUUCGAAGACAGA
GAAAUGAUCGAAGAAAGACUGAAGACAUACGCACACCUGUUCGACGACRAG
GUCAUGAAGCAGCUGAAGAGAAGAAGAUACACAGGAUGGGGAAGACUGAGT
AGARAGCUGAUCAACGGAAUCAGAGACAAGCAGAGCGGAAAGACAAUCCUG
GACUUCCUGAAGAGCGACGGAUUCGCAAACAGAAACUUCAUGCAGCUGAUC
CACGACGACAGCCUGACAUUCAAGGAAGACAUCCAGAAGGCACAGGUCAGC
GGACAGGGAGACAGCCUGCACGAACACAUCGCAAACCUGGCAGGAAGCCCG
GCAAUCAAGAAGGGAAUCCUGCAGACAGUCAAGGUCGUCGACGAACUGGUC
AAGGUCAUGGGAAGACACAAGCCGGAAAACAUCGUCAUCGAAAUGGCAAGA
GARAACCAGACRACACAGAAGGGACAGAAGAACAGCAGAGAAAGAAUGRAG
AGAAUCGAAGAAGGAAUCAAGGAACUGGGAAGCCAGAUCCUGAAGGAACAC
CCGGUCGAAARCACACAGCUGCAGAACGAAARGCUGUACCUGUACUACCUG
CAGAACGGAAGAGACAUGUACGUCGACCAGGAACUGGACAUCAACAGACUG
AGCGACUACGACGUCGACGCAAUCGUCCCGCAGAGCUUCCUGAAGGACGAC
AGCAUCGACAACAAGGUCCUGACAAGAAGCGACAAGAACAGAGGARAGAGC
GACAACGUCCCGAGCGAAGAAGUCGUCAAGAAGAUGAAGAACUACUGGAGA
CAGCUGCUGAACGCAAAGCUGAUCACACAGAGAAAGUUCGACAACCUGACA
AAGGCAGAGAGAGGAGGACUGAGCGAACUGGACAAGGCAGGAUUCAUCAAG
AGACAGCUGGUCGAAACAAGACAGAUCACAAAGCACGUCGCACAGAUCCUG
GACAGCAGAAUGAACACAAAGUACGACGAAAACGACAAGCUGAUCAGAGAA
GUCAAGGUCAUCACACUGAAGAGCAAGCUGGUCAGCGACUUCAGARAGGAC
UUCCAGUUCUACAAGGUCAGAGAAAUCAACAACUACCACCACGCACACGAC
GCAUACCUGAACGCAGUCGUCGGAACAGCACUGAUCAAGAAGUACCCGAAG
CUGGAAAGCGAAUUCGUCUACGGAGACUACAAGGUCUACGACGUCAGAAAG
AUGAUCGCAAAGAGCGAACAGGAAAUCGGAAAGGCAACAGCARAGUACUUC
UUCUACAGCAACAUCAUGAACUUCUUCAAGACAGAARUCACACUGGCARAC
GGAGAAAUCAGAAAGAGACCGCUGAUCGAAACAAACGGAGAAACAGGAGAA
AUCGUCUGGGACAAGGGAAGAGACUUCGCAACAGUCAGAMRAGGUCCUGAGC
AUGCCGCAGGUCAACAUCGUCAAGAAGACAGAAGUCCAGACAGGAGGAUUC
AGCAAGGAAAGCAUCCUGCCGAAGAGARACAGCGACAAGCUGAUCGCAAGA
AAGAAGGACUGGGACCCGAAGAAGUACGGAGGAUUCGACAGCCCGACAGUC
GCAUACAGCGUCCUGGUCGUCGCAAAGGUCCGAARACGGAAAGAGCAAGAAG
CUGAAGAGCGUCAAGGAACUGCUGGGAAUCACAAUCAUGGAAAGAAGCAGC
UUCGARAAGAACCCGAUCGACUUCCUGGAAGCAAAGGGAUACAAGGAAGUC
AAGAAGGACCUGAUCAUCAAGCUGCCGAAGUACAGCCUGUUCGAACUGGAA
AACGGAAGAAAGAGAAUGCUGGCARAGCGCAGGAGAACUGCAGAAGGGARAC
GAACUGGCACUGCCGAGCAAGUACGUCAACUUCCUGUACCUGGCAAGCCAC
UACGAAAAGCUGAAGGGAAGCCCGGAAGACAACGAACAGAAGCAGCUGUUC
GUCGAACAGCACAAGCACUACCUGGACGAAAUCAUCGAACAGAUCAGCGAR
UUCAGCAAGAGAGUCAUCCUGGCAGACGCAAACCUGGACAAGGUCCUGAGC
GCAUACAACAAGCACAGAGACAAGCCGAUCAGAGAACAGGCAGAARACAUC
AUCCACCUGUUCACACUGACAAACCUGGGAGCACCGGCAGCAUUCAAGUAC
UUCGACACAACAAUCGACAGAAAGAGAUACACARGCACAMAAGGAAGUCCUG
GACGCAACACUGAUCCACCAGAGCAUCACAGGACUGUACGAAACARAGAAUC
GACCUGAGCCAGCUGGGAGGAGAC

GGAAGCGGAAGCCCGAAGAAGAAGAGAANGGUCGACGGAAGCCCGRAGAAG
AAGAGAAAGGUCGACAGCGGAUAG
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sequéncia de
codificacao

dCas9 que
codifica SEQ ID
NO: 228
usando cédons

minimos de

uridina (sem
cédons de
inicio ou
parada;

adequado para
inclusao na
sequéncia de
codificacao de
proteinas  de

fusao)

GACAAGAAGUACAGCAUCGGACUGGCAAUCGGARCARACAGCGUCGGADGE
GCAGUCAUCACAGACGAAUACAAGGUCCCGAGCAAGAAGUUCAAGGUCCUG
GGAAACACAGACAGACACAGCAUCAAGAAGAACCUGAUCGGAGCACUGCUG
UUCGACAGCGGAGAMACAGCAGAAGCAACAAGACUGAAGAGAACAGCAAGA
AGAAGAUACACAAGAAGAAAGAACAGAAUCUGCUACCUGCAGGAAAUCUUC
AGCAACGAAAUGGCAAAGGUCGACGACAGCUUCUUCCACAGACUGGAAGAA
AGCUUCCUGGUCGAAGAAGACAAGAAGCACGAAAGACACCCGAUCUUCGGA
AACAUCGUCGACGAAGUCGCAUACCACGAAAACUACCCGACAAUCUACCAC
CUGAGAAAGAAGCUGGUCGACAGCACAGACAAGGCAGACCUGAGACUGAUC
UACCUGGCACUGGCACACAUGAUCAAGUUCAGAGGACACUUCCUGAUCGAA
GGAGACCUGAACCCGGACAACAGCGACGUCGACAAGCUGUUCAUCCAGCUG
GUCCAGACAUACAACCAGCUGUUCGAAGAAAACCCGAUCAACGCAAGCGGA
GUCGACGCAAAGGCAAUCCUGAGCGCAAGACUGAGCAAGAGCAGAAGACUG
GAAAACCUGAUCGCACAGCUGCCGGGAGAAAAGAAGAACGGACUGUUCGGA
AACCUGAUCGCACUGAGCCUGGGACUGACACCGAACUUCAAGAGCAACUUC
GACCUGGCAGAAGACGCAAAGCUGCAGCUGAGCAAGGACACAUACGACGAC
GACCUGGACAACCUGCUGGCACAGAUCGGAGACCAGUACGCAGACCUGUUC
CUGGCAGCAAAGAACCUGAGCGACGCAAUCCUGCUGAGCGACAUCCUGAGA
GUCAACACAGAAAUCACAAAGGCACCGCUGAGCGCAAGCAUGAUCRAGAGA
UACGACGAACACCACCAGGACCUGACACUGCUGAAGGCACUGGUCAGACAG
CAGCUGCCGGAAAAGUACAAGGAAAUCUUCUUCGACCAGAGCAAGRACGGA
UACGCAGGAUACAUCGACGGAGGAGCAAGCCAGGAAGAAUUCUACRAGUUC
AUCAAGCCGAUCCUGGAAAAGAUGGACGGAACAGAAGAACUGCUGGUCAAG
CUGAACAGAGAAGACCUGCUGAGAAAGCAGAGAACAUUCGACAACGGAAGC
AUCCCGCACCAGAUCCACCUGGGAGAACUGCACGCAAUCCUGAGAAGACAG
GAAGACUUCUACCCGUUCCUGAAGGACAACAGAGAAMAAGAUCGAARAGAUC
CUGACAUUCAGAAUCCCGUACUACGUCGGACCGCUGGCAMGAGGAAACAGT
AGAUUCGCAUGGAUGACAAGAARGAGCGAAGAARCAAUCACACCGUGGRAC
DUCGAAGAAGUCGUCGACAAGGGAGCAAGCGCACAGAGCUUCAUCGAAAGA
AUGACAAACUUCGACAAGAACCUGCCGAACGAAMAGGUCCUGCCGAAGCAC
AGCCUGCUGUACGAAUACUTUCACAGUCUACAACGAACUGACAAAGGUCAAG
UACGUCACAGAAGGAAUGAGAAAGCCGGCAUUCCUGAGCGGAGAACAGAAG
AAGGCAAUCGUCGACCUGCUGUUCAAGACAAACAGARAGGUCACAGUCAAG
CAGCUGAAGGAAGACUACUUCAAGAAGAUCGAAUGCUUCGACAGCGUCGAA
AUCAGCGGAGUCGAAGACAGAUUCAACGCAAGCCUGGGAACAUACCACGAC
CUGCUGAAGAUCAUCAAGGACAAGGACUUCCUGGACAACGAAGAARACGAR
GACAUCCUGGAAGACAUCGUCCUGACACUGACACUGUUCGAAGACAGAGAA
AUGAUCGAAGAAAGACUGAAGACAUACGCACACCUGUUCGACGACAAGGUC
AUGAAGCAGCUGAAGAGAAGAAGAUACACAGGAUGGGGAAGACUGAGCAGA
AAGCUGAUCAACGGAAUCAGAGACAAGCAGAGCGGARAGACAAUCCUGGAC
UUCCUGAAGAGCGACGGAUUCGCAAACAGAAACUUCAUGCAGCUGAUCCAC
GACGACAGCCUGACAUUCAAGGAAGACAUCCAGAAGGCACAGGUCAGCGGA
CAGGGAGACAGCCUGCACGAACACAUCCGCAAACCUGGCAGGAAGCCCGGCA
AUCAAGAAGGGAAUCCUGCAGACAGUCAAGGUCGUCGACGAACUGGUCAAG
GUCAUGGGAAGACACAAGCCGGAAAMCAUCGUCAUCGAAAUGGCAAGAGAR
AACCAGACAACACAGAAGGGACAGAAGAACAGCAGAGAAAGAAUGAAGAGA
AUCGAAGAAGGAAUCAAGGAACUGGGAAGCCAGAUCCUGAAGGAACACCCE
GUCGAAAACACACAGCUGCAGAACGAAANGCUGUACCUGUACUACCUGCAG
AACGGAAGAGACAUGUACGUCGACCAGGAACUGGACAUCAACAGACUGAGC
GACUACGACGUCGACGCAAUCGUCCCGCAGAGCUUCCUGAAGGACGACAGC
AUCGACAACAAGGUCCUGACAAGAAGCGACAAGAACAGAGGARAGAGCGAC
AACGUCCCGAGCGAAGAAGUCGUCAAGAAGAUGAAGAACUACUGGAGACAG
CUGCUGAACGCAAAGCUGAUCACACAGAGAAAGUUCGACAACCUGACAAAG
GCAGAGAGAGGAGGACUGAGCGAACUGGACAAGGCAGGAUUCAUCRAGAGA
CAGCUGGUCGAAACAAGACAGAUCACAAAGCACGUCGCACAGAUCCUGGAC
AGCAGAAUGAACACAAAGUACGACGAAANCGACAAGCUGAUCAGAGAAGUC
AAGGUCAUCACACUGAAGAGCAAGCUGGUCAGCGACUUCAGARAAGGACUUC
CAGUUCUACAAGGUCAGAGAAAUCAACAACUACCACCACGCACACGACGCA
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UACCUGAACGCAGUCGUTGGAACAGUACUGAUCAAGAAGUACCCGAAGTUG
GAAMGCGAAUUCGUCUACGGAGACUACAAGGUCUACGACGUCAGARAGAUG
AUCGCAAAGAGCGAACAGGAAAUCGGAAAGGCAACAGCAAAGUACUUCDUC
UACAGCAACAUCAUGAACUUCUUCAAGACAGAARUCACACUGGCARACGGA
GAAAUCAGAAAGAGACCGCUGAUCGAMACAAACGGAGAAACAGGAGAANUC
GUCUGGGACAAGGGAAGAGACUUCGCAACAGUCAGAAAGGUCCUGAGCAUG
CCGCAGGUCAACAUCGUCAAGAAGACAGAAGUCCAGACAGGAGGAUUCAGC
A.hDgh.A_ACCAUCCUGC‘C*"'AAGAGAAA'AGCCACA:‘('LUGALCGCAA('AAPF
JGGGACCCGAAC f\}\ I}\ SGC n[ AL IU( sACAGCCC (A' "AGUCGCA

I‘ J\N UN "AGCC l G YIITI mP\ I GO mAAn(

"'l"Ar(‘Ar.AG;‘G}\.‘ UGCUGGCAAGCGCAGGAGAACUGCAGAAGGGAAACGAR
CUGGCACUGCCGAGCAAGUACGUCAACUUCCUGUACCUGGCARGCCACUAC
GAAMAGCUGAAGGGAACGCCCGCAAGACAACCGAACACGAAGCAGCUGUUCGUC
GAACAGCACAAGCACUACCUGGACGAAAUCAUCGAACAGAUCAGCGAADUC
AGCAAGAGAGUCAUCCUGGCAGACGCARACCUGGACAAGGUCCUGAGCGCA
UACAACAAGCACAGAGACAAGC AUCASBGA&CAFP' AGAARAACAUCAUC
CACCUGUUCACACUGACAAACCUGGGAGCACCGGCAGCANUCAAGUACDUC
GACACAACAAUCGACAGAAAGAGAUAC ACRAGCA"*«.AAGG?AAGUCCUGGAC
GCAACACUGAUCCACCAGAGCAUCACAGGACUGUACGAAACAAGAAUCGAC
CUGAGCCAGCUGGGAGGAGACGGAAGCCGAAGCCCCAAGAACAACAGARLAG

GUCGACGGAAGCCCGAAGAAGAAGAGAAAGGUCGACAGCGGA

Promotor T7 TAATACGACTCACTATA 231

5" UTR de beta- | ACATTTGCTTCTGACACAACTGTGTTCACTAGCAACC | 232

globina humana | TCAAACAGACACC

3’ UTR de beta | GCTCGCTTTCTTGCTGTCCAATTTCTATTAAAGGTTC | 233

globina humana | CTTTGTTCCCTAAGTCCAACTACTAAACTGGGGGATA
TTATGAAGGGCCTTGAGCATCTGGATTCTGCCTAATA
AAAAACATTTATTTTCATTGC

5" UTR de alfa- | CATAAACCCTGGCGCGCTCGCGGCCCGGCACTCTT | 234

globina humana | CTGGTCCCCACAGACTCAGAGAGAACCCACC

3" UTR de alfa | GCTGGAGCCTCGGTGGCCATGCTTCTTGCCCCTTG | 235

globina humana | GGCCTCCCCCCAGCCCCTCCTCCCCTTCCTGCACC
CGTACCCCCGTGGTCTTTGAATAAAGTCTGAGTGGG
CGGC

5" UTR de beta- | AAGCTCAGAATAAACGCTCAACTTTGGCC 236

globina Xenopus

laevis

3’ UTR de beta- | ACCAGCCTCAAGAACACCCGAATGGAGTCTCTAAGC | 237

globina Xenopus | TACATAATACCAACTTACACTTTACAAAATGTTGTCC

laevis CCCAAAATGTAGCCATTCGTATCTGCTCCTAATAAAA
AGAAAGTTTCTTCACATTCT

Hormonio do | CAGGGTCCTGTGGACAGCTCACCAGCT 238

Crescimento
Bovino 5'UTR
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Hormoénio do
Crescimento

Bovino 3'UTR

TTGCCAGCCATCTGTTGTTTGCCCCTCCCCCGTGCC
TTCCTTGACCCTGGAAGGTGCCACTCCCACTGTCCT
TTCCTAATAAAATGAGGAAATTGCATCGCA

239

Hemoglobina
alfa Mus
musculus,

cadeia adulta 1

(Hba-a1), 3’UTR

GCTGCCTTCTGCGGGGCTTGCCTTCTGGCCATGCC
CTTCTTCTCTCCCTTGCACCTGTACCTCTTGGTCTTT
GAATAAAGCCTGAGTAGGAAG

240

HSD17B4 5
UTR

TCCCGCAGTCGGCGTCCAGCGGCTCTGCTTGTTCGT
GTGTGTGTCGTTGCAGGCCTTATTC

241

RNA guia unico
G282

direcionado ao
gene TTR de

camundongo

mU*mU*mA*CAGCCACGUCUACAGCAGUUUUAGAMG
MCmMUMAMGMAMAMAMUMAMGmMCAAGUUAAAAUAA
GGCUAGUCCGUUAUCAMAMCmMUmMUMGMAMAMAmMA
MAMGMUMGMGMCMAMCMCmMGMAMGmMUMCmGmMG
mUmGmCmU*mU*mU*mU

242

Nao Usado

243
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Transcrito de
Cas9 com 5
'UTR de HSD,
ORF

correspondente
a SEQ ID NO:
204 e 3' UTR de
ALB

GG TUCCCGUAGTCGGUGTCCAGUGGUTUTGUTTGTTUGTGTGTGTGTUGTT
GCAGGCCTTATTCGGATCCATGGACAAGAAGTACAGCATCGGACTGGACAT
CGGAACAAACAGCGTCGGATGGGCAGTCATCACAGACGAATACAAGGTCCC
GAGCAAGAAGTTCAAGGTCCTGGGAAACACAGACAGACACAGCATCAAGAA
GAACCTGATCGGAGCACTGCTGTTCGACAGCGGAGAAACAGCAGAAGCAAC
AAGACTGAAGAGAACAGCAAGAAGAAGATACACAACAAGAAAGARCAGAAT
CTGCTACCTGCAGGAAATCTTCAGCAACGAAATGGCAAAGGTCGACGACAG
CTTCTTCCACAGACTGGAAGAAAGCTTCCTGGTCGAAGAAGACAAGAAGCA
CGAAAGACACCCGATCTTCGGAAACATCGTCGACGAAGTCGCATACCACGA
AAAGTACCCGACAATCTACCACCTGAGAAAGAAGCTGGTCGACAGCACAGA
CAAGGCAGACCTGAGACTGATCTACCTGGCACTGGCACACATGATCAAGTT
CAGAGGACACTTCCTGATCGAAGGAGACCTGAACCCGGACAACAGCGACGT
CGACAAGCTGTTCATCCAGCTGGTCCAGACATACAACCAGCTGTTCGAAGA
AAACCCGATCAACGCAAGCGGAGTCGACGCARAGGCAATCCTGAGCGCAAG
ACTGAGCAAGAGCAGARAGACTGGARAACCTGATCGCACAGCTGCCGGGAGA
AAAGAAGAACGGACTGTTCGGAAACCTGATCGCACTGAGCCTGGGACTGAC
ACCGAACTTCAAGAGCAACTTCGACCTGGCAGAAGACGCAAAGCTGCAGCT
GAGCAAGGACACATACGACGACGACCTGGACAACCTGCTGGCACAGATCGE
AGACCAGTACGCAGACCTGTTCCTGGCAGCARAGAACCTGAGCGACGCAAT
CCTGCTGAGCGACATCCTGAGAGTCAACACAGAAAT CACAAAGGCACCGCT
GAGCGCAAGCATGATCAAGAGATACGACGAACACCACCAGGACCTGACACT
GCTGAAGGCACTGGTCAGACAGCAGCTGCCGGAMAAGTACAAGGARATCTT
CTTCGACCAGAGCAAGAACGGATACGCAGGATACAT CGACGGAGGAGCAAG
CCAGGAAGAATTCTACAAGTTCATCAAGCCGATCCTGGAMAMAAGATGGACGE
AACAGAAGAACTGCTGGTCAAGCTGAACAGAGAAGACCTGCTGAGAAAGCA
GAGAACATTCGACAACGGAAGCATCCCGCACCAGATCCACCTGGGAGAACT
GCACGCAATCCTGAGAAGACAGGAAGACTTCTACCCGTTCCTGAAGGACAA
CAGAGAAAAGATCGAAAAGATCCTGACATTCAGAATCCCGTACTACGTCGE
ACCGCTGGCAAGAGGAAACAGCAGATTCGCATGGATGACAAGAAAGAGCGA
AGARACAATCACACCGTGGAACTTCGAAGAAGTCGTCGACAAGGGAGCAAG
CGCACAGAGCTTCATCGAAAGAATGACAAACTTCGACAAGAACCTGCCGAA
CGAAAAGGTCCTGCCGAAGCACAGCCTGCTGTACGAATACTTCACAGTCTA
CAACGAACTGACAAAGGTCAAGTACGTCACAGAAGGAATGAGAAAGCCGGC
ATTCCTGAGCGGAGAACAGAACGAAGGCAATCGTCGACCTGCTGTTCAAGAC
AAACAGAARGGTCACAGTCAAGCAGCTGAAGGAAGACTACTTCAAGAAGAT
CGAATGCTTCGACAGCGTCGAAATCAGCGGAGTCGAAGACAGATTCAACGC
AAGCCTGGGAACATACCACGACCTGCTGAAGATCATCAAGGACAAGGACTT
CCTGGACAACGAAGAMAACGAAGACATCCTGGAAGACATCGTCCTGACACT
GACACTGTTCGAAGACAGAGAAATGATCGAAGARAGACTGAAGACATACGC
ACACCTGTTCGACGACAAGGTCATGAAGCAGCTGAAGAGAAGAAGATACAC
AGGATGGGGAAGACTGAGCAGAAAGCTCGATCAACGGAATCAGAGACAAGCA
GAGCGGAAAGACAATCCTGGACTTCCTGAAGAGCGACGGATTCGCAAACAG
AAACTTCATGCAGCTGATCCACGACGACAGCCTGACATTCAAGGAAGACAT
CCAGAAGGCACAGGTCAGCGGACAGGGAGACAGCCTGCACGAACACATCGC
AAACCTGGCAGGAAGCCCGGCAATCAAGAAGGGAATCCTGCAGACAGTCAA
GGTCGTCGACGAACTGGTCAAGGTCATGGGAAGACACAAGCCGGARAACAT
CGTCATCGAAATGCCAAGAGAAAACCAGACAACACAGAAGGGACAGAAGAR
CAGCAGAGAAAGAATGAAGAGAATCGAAGAAGGAAT CAAGGARCTGGGAAG
CCAGATCCTGAAGGAACACCCGGTCGAAMACACACAGCTGCAGAACGARMAR
GCTGTACCTGTACTACCTGCAGAACGGAAGAGACATGTACGTCGACCAGGA
ACTGGACATCAACAGACTGAGCGACTACGACGTCGACCACATCGTCCCGCA
GAGCTTCCTGAAGGACGACAGCATCGACAACAAGGTCCTGACAAGAAGCGA
CAAGAACAGAGGAAAGAGCGACAACGTCCCGAGCGAAGAAGTCGTCARGAA
GATGAAGAACTACTGGAGACAGCTGCTGAACGCAAAGCTGATCACACAGAG
AAAGTTCGACAACCTGACAAAGGCAGAGAGAGGAGGACTGAGCGAACTGGA

244
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CAAGGCAGGATTCATCAAGAGACAGCTGGTCGAAACAAGACAGATCACAAA
GCACGTCGCACAGATCCTGGACAGCAGAATGAACACARAGTACGACGAAAR
CGACAAGCTGATCAGAGAAGTCAAGGTCATCACACTGAAGAGCAAGCTGGT
CAGCGACTTCAGAAAGGACTTCCAGTTCTACAAGGTCAGAGARATCAACAR
CTACCACCACGCACACGACGCATACCTGAACGCAGTCGTCGGAACAGCACT
GATCAAGAAGTACCCGAAGCTGGAAAGCGAATTCGTCTACGGAGACTACAR
GGTCTACGACGTCAGARAGATCGATCGCAAAGAGCGAACAGCGARATCCGAAR
GGCAACAGCAAAGTACTTCTTCTACAGCAACATCATGAACTTCTTCAAGAC
AGAAATCACACTGGCAAACGGAGARATCAGARAGAGACCGCTGATCGARAC
AAACGGAGAAACAGGAGAAATCGTCTGGGACAAGGGAAGAGACTTCGCAAC
AGTCAGAAAGGTCCTGAGCATGCCGCAGGTCAACATCGTCAAGAAGACAGA
AGTCCAGACAGGAGGATTCAGCAAGGAAAGCATCCTGCCGAAGAGAAACAG
CGACAAGCTGATCGCAAGAAAGAAGGACTGGGACCCGAAGAAGTACGGAGG
ATTCGACAGCCCGACAGTCGCATACAGCGTCCTGGTCGTCGCAAAGGTCGA
AAAGGGAAAGAGCAAGAAGCTGAAGAGCGTCAAGGAACTGCTGGGAATCAC
AATCATGGAAAGAAGCAGCTTCGARAACGAACCCGATCGACTTCCTGGAAGC
AAAGGGATACAAGGAAGTCAAGAAGGACCTGATCATCAAGCTGCCGAAGTA
CAGCCTGTTCGAACTGGAAAACGGAAGAAACGACGAATGCTGCGCAAGCGCAGE
AGAACTGCAGAAGGGAAACGAACTGGCACTGCCGAGCAAGTACGTCAACTT
CCTGTACCTGGCAAGCCACTACGARAAGCTGAAGGGAAGCCCGGAAGACAA
CGAACAGAAGCAGCTGTTCGTCGAACAGCACAAGCACTACCTGGACGARAT
CATCGAACAGATCAGCGAATTCAGCAAGAGAGTCATCCTGGCAGACGCAAA
CCTGGACAAGGTCCTGAGCGCATACAACAAGCACAGAGACAAGCCGATCAG
AGAACAGGCAGAAAACATCATCCACCTGTTCACACTGACAAACCTGGGAGC
ACCGGCAGCATTCAAGTACTTCGACACAACAATCGACAGAAAGAGATACAC
AAGCACAAAGGAAGTCCTGGACGCAACACTGATCCACCAGAGCATCACAGG
ACTGTACGAAACAAGAATCGACCTGAGCCAGCTGGGAGGAGACGGAGGAGG
AAGCCCGAAGAAGAAGAGAAAGGTCTAGCTAGCCATCACATTTAAAAGCAT
CTCAGCCTACCATGAGAATAAGAGARACAARATGAAGATCAATAGCTTATT
CATCTCTTTTTCTTTTTCGTTGGTGTAAAGCCAACACCCTGTCTAAAAAAC
ATAAATTTCTTTAATCATTTTGCCTCTTTTCTCTGTGCTTCAATTAATAAR
AAATGGAAAGAACCTCGAG

ORF de Cas9
alternativa com
teor U de
19,36%

ATGGATAAGAAGTACTCGATCGGGUTGGATATCGGAACTAATTCCGTGGGT
TGGGCAGTGATCACGGATGAATACAAACTGCCGTCCAAGAACGTTCAAGGTC
CTGGGGAACACCGATAGACACAGCATCAAGAAGAATCTCATCGGAGCCCTG
CTGTTTGACTCCGGCGAAACCGCAGAAGCGACCCGGCTCAAACGTACCGCE
AGGCGACGCTACACCCGGCGGAAGAATCGCATCTGCTATCTGCAAGAAATC
TTTTCGAACGAAATGGCAAAGCTGGACCGACAGCTTCTTCCACCGCCTGGAR
GAATCTTTCCTGGTGGAGGAGGACAAGAAGCATGAACGGCATCCTATCTTT
GGARACATCGTGGACGAAGTGGCGTACCACGAARAGTACCCGACCATCTAC
CATCTGCGGAAGAAGTTGGTTGACTCAACTGACAAGGCCGACCTCAGATTG
ATCTACTTGGCCCTCGCCCATATGATCAAATTCCGCGGACACTTCCTGATC
GAAGGCGATCTGAACCCTGATAACTCCCGACGTGGATAAGCTGTTCATTCAA
CTGGTGCAGACCTACAACCAACTGT TCGAAGAAAACCCAATCAATGCCAGC
GGCGTCGATGCCAAGGCCATCCTGTCCGCCCGGCTGTCGAAGTCGCGGCGE
CTCGAAAACCTGATCGCACAGCTGCCGGGAGAGAAGAAGAACGGACTTTTC
GGCAACTTGATCGCTCTCTCACTGGGACTCACTCCCAATTTCAAGTCCAAT
TTTGACCTGGCCGAGGACGCGAAGCTGCAACTCTCAAAGGACACCTACGAC
GACGACTTGGACAATTTGCTGGCACAAATTGGCGATCAGTACGCGGATCTG
TTCCTTGCCGCTAAGAACCTTTCGGACGCAATCTTGCTGTCCGATATCCTG
CGCGTGAACACCGARATAACCARAGCGCCGCTTAGCGCCTCGATCGATTRAAG
CGGTACGACGAGCATCACCAGGATCTCACGCTGCTCAAAGCGCTCGTGAGA
CAGCAACTGCCTGARARGTACARGGAGATTTTCTTCGACCAGTCCAAGRAT
GGGETACGCAGGGTACATCGATGGAGGCGCCAGCCAGGAAGAGTTCTATAAG
TTCATCAAGCCAATCCTGGAAAAGATGGACGGAACCGAAGAACTGCTGGTC
AAGCTGAACAGGGAGGATCTGCTCCGCAMACAGAGAACCTTTGACAACGGA
AGCATTCCACACCAGATCCATCTGGGTGAGCTGCACGCCATCTTGCGGCGC
CAGGAGGACTTTTACCCATTCCTCAAGGACAACCGGGAAMAGATCGAGAAA
ATTCTGACGTTCCGCATCCCGTATTACGTGGGCCCACTGGCGCGCGGCAAT
TCGCGCTTCGCGTGGATGACTAGARRATCAGAGGAAACCATCACTCCTTGE
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AATTTCGAGGAAGTTGTGGATAAGGGAGCTTCGGCACAATCCTTCATCGAA
CGAATGACCAACTTCGACAAGAATCTCCCAARCGAGAAGGTGCTTCCTAAG
CACAGCCTCCTTTACGAATACTTCACTGTCTACAACGAACTGACTAAAGTG
AAATACGTTACTGAAGGAATGAGGAAGCCGGCCTTTCTGAGCGGAGAACAG
AAGAAAGCGATTGTCGATCTGCTGTTCAAGACCAACCGCAAGGTGACCGTC
AAGCAGCTTARAGAGGACTACTTCAAGAAGATCGAGTGTTTCGACTCAGTG
GAAATCAGCGGAGTGGAGGACAGATTCAACGCTTCGCTGGGARCCTATCAT
GATCTCCTGAAGATCATCAAGGACAAGGACTTCCTTGACAACGAGGAGAAC
GAGGACATCCTGGAAGATATCGTCCTGACCTTGACCCTTTTCGAGGATCGC
GAGATGATCGAGGAGAGGCTTAAGACCTACGCTCATCTCTTCGACGATAAG
GTCATGAAACAACTCAAGCGCCGCCGGTACACTGGTTGGGGCCGCCTCTCC
CGCAAGCTGATCAACGGTATTCGCGATAAACAGAGCGGTARAACTATCCTG
GATTTCCTCAAATCGGATGGCTTCGCTAATCGTAACTTCATGCAGTTGATC
CACGACGACAGCCTGACCTTTAAGGAGGACATCCAGAAAGCACAAGTGAGC
GGACAGGGAGACTCACTCCATGAACACATCGCGAATCTGGCCGGTTCGCCE
GCGATTAAGAAGGGAATCCTGCAAACTGTGAAGGTGCTGGACGAGCTGGTG
AAGGTCATGGGACGGCACAAACCGGAGAATATCGTGATTGAAATGGCCCGA
GAAAACCAGACTACCCAGAAGGGCCAGAAGAACTCCCGCGAARGGATGAAG
CGGATCGAAGAAGGAATCAAGCGAGCTGGGCAGCCAGATCCTGAAAGAGCAC
CCGGTGGAAMACACGCAGCTGCAGAACGAGAAGCTCTACCTGTACTATTTG
CAAAATGGACGGGACATGTACGTGGACCAAGAGCTGGACATCAATCGGTTG
TCTGATTACGACGTGGACCACATCGTTCCACAGTCCTTTCTGAAGGATGAC
TCCATCGATAACAAGGTGTTGACTCGCAGCGACAAGAACAGAGGGAAGTCA
GATAATGTGCCATCGGAGGAGGTCGTGAAGAAGATGAAGAATTACTGGCGG
CAGCTCCTGAATGCGAAGCTGATTACCCAGAGARAGTTTGACAATCTCACT
AAAGCCGAGCGCGGCGGACTCTCAGAGCTGGATAAGGCTGGATTCATCAAA
CGGECAGCTGGTCGAGACTCGGCAGATTACCARGCACGTGGCGCAGATCCTG
GACTCCCGCATGAACACTAAATACGACGAGAACGATAAGCTCATCCGGGAA
GTGAAGGTGATTACCCTGAAAAGCARACTTCTCTCGGACTTTCGGAAGGAC
TTTCAGTTTTACAAAGTGAGAGAAATCAACAACTACCATCACGCGCATGAC
GCATACCTCAACGCTGTGGTCGGCACCGCCCTCGATCAAGAAGTACCCTAAR
CTTGAATCGGAGTTTGTGTACGGAGACTACAACGTCTACGACGTGAGGAAG
ATGATAGCCAAGTCCGAACAGGAAATCGGGAAAGCAACTGCGAAATACTTC
TTTTACTCAAACATCATGAACTTCTTCAAGACTGAAATTACGCTGGCCAAT
GGAGAAATCAGGAAGAGGCCACTGATCGAAACTAACGGAGAAACGGGCGAA
ATCGTGTGGGACAAGGGCAGGGACTTCGCAACTGTTCGCAAAGTGCTCTCT
ATGCCGCAAGTCAATATTGTGAAGAAAACCGAAGTGCAAACCGGCGGATTT
TCAAAGGAATCGATCCTCCCAARGAGARATAGCGACAAGCTCATTGCACGC
AAGAAAGACTGGGACCCGAAGAAGTACGGAGGATTCGATTCGCCGACTGTC
GCATACTCCGTCCTCGTGGTGGCCAAGGTGGAGAAGGGARAGAGCAAGAAG
CTCAAATCCGTCAAAGAGCTGCTGGGGATTACCATCATGGAACGATCCTCG
TTCGAGAAGAACCCGATTGATTTCCTGGAGGCCGAAGGGTTACAAGGAGGTG
AAGAAGGATCTGATCATCAAACTGCCCAAGTACTCACTGTTCGAACTGGAA
AATGGTCGGAAGCGCATGCTGGCTTCGGCCGGAGAACTCCAGAAAGGARAT
GAGCTGGCCTTGCCTAGCAAGTACGTCAACTTCCTCTATCTTGCTTCGCAC
TACGAGAAACTCAAAGGGTCACCGGAAGATAACGAACAGAAGCAGCTTTTC
GTGGAGCAGCACAAGCATTATCTGGATGAAATCATCGAACAARTCTCCGAG
TTTTCAAAGCGCGTGATCCTCGCCGACGCCAACCTCGACAAAGTCCTGTCG
GCCTACAATAAGCATAGAGATARGCCGATCAGAGAACAGGCCGAGAACATT
ATCCACTTGTTCACCCTGACTAACCTGGGAGCTCCAGCCGCCTTCAAGTAC
TTCGATACTACTATCGACCGCARAAGATACACCTCCACCAAGGAAGTTCTG
GACGCGACCCTGATCCACCAAAGCATCACTGGACTCTACGAAACTAGGATC
GATCTGTCGCAGCTGGGETGGCCGATGGTGGCGGTGGATCCTACCCATACGAC
GTGCCTGACTACGCCTCCGGAGGTGGTGGCCCCAAGAAGAAACGGAAGGTG
TGATAG

Transcrito Cas9
com 5' UTR de
HSD, ORF
correspondente
a SEQ ID NO:
245, sequéncia

GGGTCCCGCAGTCGGCGTCCAGCGGCTCTGCTTGTTCGTGTGTGTGTCGTT
GCAGGCCTTATTCGGATCTGCCACCATGGATAAGAAGTACTCGATCGGGCT
GGATATCGGAACTAATTCCGTGGGTTGGGCAGTGATCACGGATGAATACAA
AGTGCCGTCCAAGAAGTTCAAGGTCCTGGGGAACACCGATAGACACAGCAT
CAAGAAGAATCTCATCGGAGCCCTGCTCTTTGACTCCGGCGARACCCECAGA
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de Kozak e 3
UTR de ALB

AGCGACCCGGCTCAAACGTACCGCCGAGGCGACGCTACACCCGGCGGAAGAA
TCGCATCTGCTATCTGCAAGAAATCTTTTCGAACGAAATGGCAAAGGTGGA
CGACAGCTTCTTCCACCGCCTGGAAGAATCTTTCCTGGTGGAGGAGGACAA
GAAGCATGAACGGCATCCTATCTTTGGAMACATCGTGGACGAAGTGGCGTA
CCACGAAAAGTACCCGACCATCTACCATCTGCGGAAGAAGTTGGTTGACTC
AACTGACAAGGCCGACCTCAGATTGATCTACTTGGCCCTCGCCCATATGAT
CAAATTCCGCGGACACTTCCTGATCGAAGGCGATCTGAACCCTGATARACTC
CGACGTGGATAAGCTGTTCATTCAACTGGTGCAGACCTACAACCAACTGTT
CGAAGAAAACCCAATCAATGCCAGCGGCGTCGATGCCAAGGCCATCCTGTC
CGCCCGGCTGTCGAAGTCGCGGCGCCTCGAARACCTGATCGCACAGCTGCC
GGGAGAGAAGAAGAACGGACTTTTCGGCAACTTGATCGCTCTCTCACTGGG
ACTCACTCCCAATTTCAAGTCCAATTTTGACCTGGCCGAGGACGCGAAGCT
GCAACTCTCAAAGGACACCTACGACGACGACTTGGACAATTTGCTGGCACA
AATTGGCGATCAGTACGCGGATCTGTTCCTTGCCGCTAAGAACCTTTCGGA
CGCAATCTTGCTGTCCGATATCCTGCGCGTGAACACCGAMATAACCAAAGC
GCCGCTTAGCGCCTCGATGATTAAGCGGTACGACGAGCATCACCAGGATCT
CACGCTGCTCAAAGCGCTCGTGAGACAGCAACTGCCTGAAAAGTACAAGGA
GATTTTCTTCGACCAGTCCAAGAATGGGTACGCAGGGTACATCGATGGAGE
CGCCAGCCAGGAAGAGTTCTATAAGTTCATCAAGCCAATCCTGGAAAAGAT
GGACGGAACCGAAGAACTGCTGGTCAAGCTGAACAGGGAGGATCTGCTCCG
CAAACAGAGAACCTTTGACAACGGAAGCATTCCACACCAGATCCATCTGGE
TGAGCTGCACGCCATCTTGCGGCGCCAGGAGGACTTTTACCCATTCCTCAA
GGACAACCGGGAAAACGATCGAGAAAATTCTGACGTTCCGCATCCCGTATTA
CGTGGGCCCACTGGCGUGCGGCAATTCGCGCTTCGCGTGGATGACTAGAAA
ATCAGAGGAAACCATCACTCCTTGGAATTTCGAGGAAGTTGTGGATARAGGE
AGCTTCGGCACAATCCTTCATCGAACGAATGACCAACTTCGACAAGAATCT
CCCAAACGAGAAGGTGCTTCCTAAGCACAGCCTCCTTTACGAATACTTCAC
TGTCTACAACGAACTGACTAAAGTGAAATACGTTACTGAAGGAATGAGGAA
GCCGGCCTTTCTGAGCGGAGAACAGAAGAAAGCGATTGTCGATCTGCTGTT
CAAGACCAACCGCAAGGTGACCGTCAAGCAGCTTAAAGAGGACTACTTCAA
GAAGATCGAGTGTTTCGACTCAGTGGAAATCACGCGCGAGTGGAGGACAGATT
CAACGCTTCGCTGGGAACCTATCATGATCTCCTGAAGATCATCAAGGACAA
GGACTTCCTTGACAACGAGGAGAACGAGGACATCCTGGAAGATATCGTCCT
GACCTTGACCCTTTTCGAGGATCGCGAGATGATCGAGGAGAGGCTTAAGAC
CTACGCTCATCTCTTCGACGATARAGGTCATGAARCARCTCAAGCGCCGCCG
GTACACTGGTTGGGGCCGCCTCTCCCGCAAGCTGATCAACGGTATTCGCGA
TAAACAGAGCGGTAAAACTATCCTGGATTTCCTCAARTCGGATGGCTTCGC
TAATCGTAACTTCATGCAGTTGATCCACGACGACAGCCTGACCTTTAAGGA
GGACATCCAGAAAGCACAAGTGAGCGGACAGGGAGACTCACTCCATGAACA
CATCGCGAATCTGGCCGGTTCGCCGGCCGATTAAGAAGGGAATCCTGCARAC
TGTGAAGGTGGTGGACGAGCTGGTGAAGGTCATGGGACGGCACAARCCGGA
GAATATCGTGATTGAAATGGCCCGAGAAAACCAGACTACCCAGAAGGGCCA
GAAGAACTCCCGCGAAAGGATGAAGCGGATCGAAGAAGGAATCAAGGAGCT
GGGCAGCCAGATCCTGAAAGAGCACCCGGTGGARAACACGCAGCTGCAGAA
CGAGAAGCTCTACCTGTACTATTTGCAAMATGGACGGGACATGTACGTGGA
CCAAGAGCTGGACATCAATCGGTTGTCTGATTACGACGTGGACCACATCGT
TCCACAGTCCTTTCTGAAGGATGACTCCATCGATAACAAGGTGTTGACTCG
CAGCGACAAGAACAGAGGGAAGTCAGATAATGTGCCATCGGAGGAGGTCGT
GAAGAAGATGAAGAATTACTGGCGGCAGCTCCTGAATGCGAAGCTGATTAC
CCAGAGAAAGTTTGACAATCTCACTAAAGCCGAGCGCGGCGGACTCTCAGA
GCTGGATAAGGCTGGATTCATCAAACGGCAGCTGGTCGAGACTCGGCAGAT
TACCAAGCACGTGGCGCAGATCCTGGACTCCCGCATGAACACTAAATACGA
CGAGAACGATAAGCTCATCCGGGAAGTCGAAGGTGATTACCCTGAARAGCAA
ACTTGTGTCGGACTTTCGGAAGGACTTTCAGTTTTACAAAGTGAGAGAAAT
CAACAACTACCATCACGCGCATGACGCATACCTCAACGCTGTGGTCGGCAC
CGCCCTGATCAAGAAGTACCCTAAACTTGAATCGGAGTTTGTGTACGGAGA
CTACAAGGTCTACGACGTGAGGAAGATGATAGCCAAGTCCGAACAGGARAT
CGGGAAAGCARCTGCGAAATACTTCTTTTACTCARACATCATGAACTTCTT
CAAGACTGAAATTACGCTGGCCAATGGAGAAATCAGGAAGAGGCCACTGAT
CGAAACTAACGGAGAAACGGGCGAAATCGTGTGGGACAAGGGCAGGGACTT
CGCAACTGTTCGCAAAGTGCTCTCTATGCCGCAAGTCAATATTGTGAAGAA
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AACCGAAGTGCAAACCGGCGGATTTTCARAGGAATCGATCCTCCCAAAGAG
AAATAGCGACAAGCTCATTGCACGCAAGAAAGACTGGGACCCGAAGAAGTA
CGGAGGATTCGATTCGCCGACTGTCGCATACTCCGTCCTCGTGGTGGCCAR
GGTGGAGAAGGGAAAGAGCAAGAAGCTCAAATCCGTCAAAGAGCTGCTGGE
GATTACCATCATGGAACGATCCTCGTTCGAGAAGAACCCGATTGATTTCCT
GGAGGCGAAGGGTTACAAGGAGGTGAAGAAGGATCTGATCATCAAACTGCC
CAAGTACTCACTGTTCGAACTGGAAAATGGTCGGAAGCGCATGCTGGCTTC
GGCCGGAGAACTCCAGAAAGGAAATGAGCTGGCCTTGCCTAGCAAGTACGT
CAACTTCCTCTATCTTGCTTCGCACTACGAGAAACT CAAAGGGTCACCGGA
AGATAACGAACAGAAGCAGCTTTTCGTGGAGCAGCACAAGCATTATCTGGA
TGAAATCATCGAACAAATCTCCGAGTTTTCAAAGCGCGTGATCCTCGCCGA
CGCCAACCTCGACAAACTCCTGTCGGCCTACAATAAGCATAGAGATAAGCC
GATCAGAGAACAGGCCGAGAACATTATCCACTTGTTCACCCTGACTAACCT
GGGAGCTCCAGCCGCCTTCAAGTACTTCGATACTACTATCGACCGCAARAG
ATACACGTCCACCAAGGAAGTTCTGGACGCGACCCTGATCCACCARAGCAT
CACTGGACTCTACGAAACTAGGATCGATCTGTCGCAGCTGGGTGGCGATGE
TGGECGGTGGATCCTACCCATACGACGTGCCTGACTACGCCTCCGGAGGTGG
TGGCCCCAAGAACARACGGAAGGTGTGATAGCTAGCCATCACATTTAARAG
CATCTCAGCCTACCATGAGAATAAGAGAAAGAARATGAAGATCAATAGCTT
ATTCATCTCTTTTTCTTTTTCGTTGGTGTAAAGCCARCACCCTGTCTARAA
AACATAAATTTCTTTAATCATTTTGCCTCTTTTCTCTGTGCTTCAATTAAT
AAAAAATGGAARAGAACCTCGAG

Transcrito Cas9
com 5 'UTR de
HSD, ORF
correspondente
a SEQ ID NO:
245 e 3' UTR de
ALB

GGGTCCCGCAGTCGGCETCCAGCGGCTCTGCTTGTTCGTGTGTGTGTCGTT
GCAGGCCTTATTCGGATCTATGGATAAGAAGTACTCGATCGGGCTGGATAT
CGGAACTAATTCCGTGGGTTGGGCAGTGATCACGGATGAATACAAACTGCC
GTCCAAGAAGTTCAAGGTCCTGGGGAACACCGATAGACACAGCATCAAGAA
GAATCTCATCGGAGCCCTGCTGTTTGACTCCGEGCGARACCGCAGAAGCGAC
CCGGCTCAARACGTACCGCGAGGCGACGCTACACCCGGCGGAAGAATCGCAT
CTGCTATCTGCAAGAAMATCTTTTCGAACGARATGGCARAGGTGGACGACAG
CTTCTTCCACCGCCTGGAAGAATCTTTCCTGGTGGAGGAGGACAAGAAGCA
TGAACGGCATCCTATCTTTGGAAACATCGTGGACGAAGTGGCGTACCACGA
AAAGTACCCGACCATCTACCATCTGCGGAAGAAGTTGGTTGACTCAACTGA
CAAGGCCGACCTCAGATTGATCTACTTGGCCCTCGCCCATATGATCAAATT
CCGCGGACACTTCCTGATCGAAGGCGATCTGAACCCTGATAACTCCGACGT
GGATAAGCTGTTCATTCAACTGGTGCAGACCTACAACCAACTGTTCGAAGA
AAACCCAATCAATGCCAGCGGCGTCGATGCCAAGGCCATCCTGTCCGCCCE
GCTGTCGAAGTCGCGGCGCCTCGARAAACCTGATCGCACAGCTGCCGGGAGA
GAAGAAGAACGGACTTTTCGGCAACTTCGATCGCTCTCTCACTGGGACTCAC
TCCCAATTTCAAGTCCAATTTTGACCTGGCCGAGGACGCGAAGCTGCAACT
CTCAARGGACACCTACGACGACGACTTGGACRATTTGCTGGCACARATTGE
CGATCAGTACGCGGATCTGTTCCTTGCCGCTAAGAACCTTTCGGACGCAAT
CTTGCTGTCCGATATCCTGCGCGTGAACACCGARATAACCAAAGCGCCGCT
TAGCGCCTCGATGATTAAGCGGTACGACGAGCATCACCAGGATCTCACGCT
GCTCAAAGCGCTCGTGAGACAGCAACTGCCTGARAAGTACAAGGAGATTTT
CTTCGACCAGTCCAAGAATGGGTACGCAGGGTACATCGATGGAGGCGCCAG
CCAGGAAGAGTTCTATAAGTTCATCAAGCCAATCCTGGAAAAGATGGACGE
AACCGAAGAACTGCTGGETCAAGCTGAACAGGGAGGATCTGCTCCGCAAACA
GAGAACCTTTGACAACGGAAGCATTCCACACCAGATCCATCTGGGTGAGCT
GCACGCCATCTTGCGGCGCCAGGAGGACTTTTACCCATTCCTCAAGGACAA
CCGGGAAAAGATCGAGAAAATTCTGACGTTCCGCATCCCGTATTACGTGGE
CCCACTGGCGCGCGGCAATTCGCGCTTCGCGTGGATGACTAGAARATCAGA
GGAAACCATCACTCCTTGGAATTTCGAGGAAGTTGTGGATAAGGGAGCTTC
GGCACAATCCTTCATCGAACGAATGACCAACTTCGACAAGAATCTCCCAAA
CGAGAAGGTGCTTCCTAAGCACAGCCTCCTTTACGAATACTTCACTGTCTA
CAACGAACTGACTAAAGTGAAATACGTTACTGARGGAATGAGGAAGCCGGC
CTTTCTGAGCGGAGAACAGAAGAAAGCGATTGTCGATCTGCTGTTCAAGAC
CAACCGCAAGGTGACCGTCAAGCAGCTTAAAGAGGACTACTTCAAGAAGAT
CGAGTGTTTCGACTCAGTGGAAATCAGCGGAGTGGAGGACAGATTCAACGC
TTCGCTGGGAACCTATCATGATCTCCTGAAGATCATCAAGGACAAGGACTT
CCTTGACAACGAGGAGAACGAGGACATCCTGGARGATATCGTCCTGACCTT

247

Peticéo 870200059104, de 13/05/2020, pég. 388/405




295/319

GACCCTTTTCGAGGATCGCGAGATGATCGAGGAGAGGCTTAAGACCTACGC
TCATCTCTTCGACGATAAGGTCATGAAACAACTCAAGCGCCGCCGGTACAC
TGETTGGGGCCGCCTCTCCCGCAAGCTGATCAACGGTATTCGCGATARACA
GAGCGGTAAAACTATCCTGGATTTCCTCAAATCGGATGGCTTCGCTAATCG
TAACTTCATGCAGTTGATCCACGACGACAGCCTGACCTTTAAGGAGGACAT
CCAGAAAGCACAAGTGAGCGGACAGGGAGACTCACTCCATGAACACATCGC
GAATCTGGCCGGTTCGCCGGCGATTAAGAAGGGAATCCTGCARACTCTGAR
GGTGCTGGACGAGCTGCTGAAGGTCATGGGACGGCACAAACCGGAGAATAT
CGTGATTGAAATGGCCCGAGAAAACCAGACTACCCAGAAGGGCCAGARAGAA
CTCCCGCGAAAGGATGAAGCGGATCGAAGAAGGAATCAAGGAGCTGGGCAG
CCAGATCCTGAAAGAGCACCCGGTGGAARACACGCAGCTGCAGAACGAGAA
GCTCTACCTGTACTATTTGCAARATGGACGGGACATGTACGTGGACCAAGA
GCTGGACATCAATCGGTTGTCTGATTACGACGTGGACCACATCGTTCCACA
GTCCTTTCTGAAGGATGACTCCATCGATAACAAGGTGTTGACTCGCAGCGA
CAAGAACAGAGGGAAGTCAGATAATGTGCCATCGGAGGAGGTCGTGAAGAR
GATGAAGAATTACTGGCGGCAGCTCCTGAATGCGAAGCTGATTACCCAGAG
AAAGTTTGACAATCTCACTAAAGCCGAGCGCGGCGGACTCTCAGAGCTGGA
TAAGGCTGGATTCATCAAACGGCAGCTGGTCGAGACTCGGCAGATTACCAR
GCACGTGGCGCAGATCCTGGACTCCCGCATGAACACTAAATACGACGAGAR
CGATAAGCTCATCCGGGAAGTGAAGGTGATTACCCTGAAAAGCAAACTTGT
GTCGGACTTTCGGAAGGACTTTCAGTTTTACAAAGTGAGAGAAATCAACAR
CTACCATCACGCGCATGACGCATACCTCAACGCTGTGGTCGGCACCGCCCT
GATCAAGAAGTACCCTAAACTTGAATCGGAGTTTGTGTACGGAGACTACARA
GGTCTACGACGTGAGGAAGATGATAGCCAAGTCCGAACAGGAAATCGGGAA
AGCAACTGCGARATACTTCTTTTACTCAAACATCATGAACTTCTTCAAGAC
TGAAMATTACGCTGGCCAATGGAGAAATCAGGAAGAGGCCACTGATCGARAC
TAACGGAGAAACGGGCGAAATCGTGTGGGACAAGGGCAGGGACTTCGCAAC
TGTTCGCAAAGTGCTCTCTATGCCGCAAGTCAATAT TGTGAAGAAAACCGA
AGTGCAAACCGGCGGATTTTCARAGGAATCGATCCTCCCAAAGAGAARTAG
CGACAAGCTCATTGCACGCAAGAAAGACTGGGACCCGAAGAAGTACGGAGE
ATTCGATTCGCCGACTGTCGCATACTCCGTCCTCGTGGTGGCCARGCTGGA
GAAGGGAAAGAGCAAGAAGCTCAAATCCGTCAAAGAGCTGCTGGGGATTAC
CATCATGGAACGATCCTCGTTCGAGAAGAACCCGATTGATTTCCTGGAGGC
GAAGGGTTACAAGGAGGTGAAGAAGGATCTGATCATCAAACTGCCCAAGTA
CTCACTGTTCGAACTGGAAAATGGTCGGAAGCGCATGCTGGCTTCGGCCGE
AGAACTCCAGAAAGGARATGAGCTGGCCTTGCCTAGCAAGTACGTCAACTT
CCTCTATCTTGCTTCGCACTACGAGAAACTCAAAGGGTCACCGGAAGATAA
CGAACAGAAGCAGCTTTTCGTGGAGCAGCACAAGCATTATCTGGATGARAT
CATCGAACAAATCTCCGAGTTTTCAAAGCGCGTGATCCTCGCCGACGCCAA
CCTCGACARAGTCCTGTCGGCCTACAATAAGCATAGAGATARGCCGATCAG
AGAACAGGCCGAGAACATTATCCACTTGTTCACCCTGACTAACCTGGGAGC
TCCAGCCGCCTTCAAGTACTTCGATACTACTATCGACCGCAAAAGATACAC
GTCCACCAAGGAAGTTCTGGACGCGACCCTGATCCACCARAGCATCACTGG
ACTCTACGAAACTAGGATCGATCTGTCGCAGCTGGGTGGCGATGGTGGLGE
TGGATCCTACCCATACGACGTGCCTGACTACGCCTCCGGAGGTGGTGGCCC
CAAGAAGAAACGGAAGGTGTGATAGCTAGCCATCACATTTAAAAGCATCTC
AGCCTACCATGAGAATAAGAGAMAAGAAAATGAAGATCAATAGCTTATTCAT
CTCTTTTTCTTTTTCGTTGGTGTAAAGCCAACACCCTGTCTAAARAACATA
AATTTCTTTAATCATTTTGCCTCTTTTCTCTGTGCTTCAATTAATAARAAR
TGGAAAGAACCTCGAG

Néao utilizado

248

Transcrito Cas9
compreendendo
a sequéncia
Kozak com ORF
de Cas9 usando
cédons com
expressao

geralmente alta

GEGETCCCGCAGTCGGCGTCCAGCGGCTCTGCTTGTTCGTGTGTGTGTCGTT
GCAGGCCTTATTCGGATCCGCCACCATGCCTAAGAAAAAGCGGAAGGTCGA
CGGGGATAAGAAGTACTCAATCGGGCTGGATATCGGAACTAATTCCCTGGE
TTGGGCAGTGATCACGGATGAATACAAAGTGCCGTCCAAGAAGTTCAAGGT
CCTGGGGAACACCGATAGACACAGCATCAAGAAAAATCTCATCGGAGCCCT
GCTGTTTGACTCCGGCGAAACCGCAGAAGCCGACCCGGCTCAAACGTACCGC
GAGGCGACGCTACACCUGGCGGAAGAATCGCATCTGCTATCTGCAAGAGAT
CTTTTCGAACGAAATGGCARAGGTCGACGACAGCTTCTTCCACCGCCTGGA
AGAATCTTTCCTGGTGGAGGAGGACAAGAAGCATGAACGGCATCCTATCTT
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em humanos

TGEEAAACATCCTCCACCAAGCTCGCCTACCACGAARACTACTUCCGACTCATCTA
CCATCTGCGGAAGAAGTTGGTTGACTCAACTGACAAGGCCGACCTCAGATT
GATCTACTTGGCCCTCGCCCATATGATCAAMATTCCGCGGACACTTCCTGAT
CGAAGGCGATCTGAACCCTGATAACTCCGACGTGGATAAGCTTTTCATTCA
ACTGGTGCAGACCTACAACCAACTGTTCGAAGARAACCCAATCAATGCTAG
CGGCGTCGATGCCAAGGCCATCCTGTCCGCCCGGCTGTCGAAGTCGCGGCE
CCTCGAARACCTGATCGCACAGCTGCCGGGAGAGAARAAGAACGGACTTTT
CGGCAACTTGATCGCTCTCTCACTGGGACTCACTCCCAATTTCAAGTCCAA
TTTTGACCTGGCCGAGGACGCGAAGCTGCAACTCTCAAAGGACACCTACGA
CGACGACTTGGACAATTTGCTGGCACAAATTGCGCGATCAGTACGCGGATCT
GTTCCTTGCCGCTAAGAACCTTTCGGACGCAATCTTGCTGTCCGATATCCT
GCGCGTGAACACCGAAATAACCAAAGCGCCGCTTAGCGCCTCGATGATTAA
GCGGTACGACGAGCATCACCAGGATCTCACGCTGCTCAAAGCGCTCGTGAG
ACAGCAACTGCCTGAAAAGTACAAGGAGATCTTCTTCGACCAGTCCARGAR
TGGGTACGCAGGGTACATCGATGGAGGCGCTAGCCAGGAAGAGTTCTATAA
GTTCATCAAGCCAATCCTGGAARAGATGGACGGAACCGAAGARCTGCTGGT
CAAGCTGAACAGGGAGGATCTGCTCCGGAAACAGAGAACCTTTGACAACGE
ATCCATTCCCCACCAGATCCATCTGGGTGAGCTGCACGCCATCTTGCGGCE
CCAGGAGGACTTTTACCCATTCCTCAAGGACAACCGGGAAAAGATCGAGAA
AATTCTGACGTTCCGCATCCCGTAT TACGTGGGCCCACTGGCGCGUGGTAA
TTCGCGCTTCGCGTGGATGACTAGAAAATCAGAGGAAACCATCACTCCTTG
GAATTTCGAGGAAGTTGTGGATAAGGGAGCTTCGGCACAAAGCTTCATCGA
ACGAATGACCAACTTCGACAAGAATCTCCCARACGAGAAGGTGCTTCCTAA
GCACAGCCTCCTTTACGAATACTTCACTGTCTACAACGAACTGACTAAAGT
GAAATACGTTACTGAAGGAATGAGGAAGCCGGCCTTTCTGTCCGGAGAACA
GAAGAAAGCAATTGTCGATCTGCTGTTCAAGACCAACCGCAAGGTGACCGT
CAAGCAGCTTARAGAGGACTACTTCAAGAAGATCGAGTGTTTCGACTCAGT
GGAAATCAGCGGGGTGCGAGGACAGATTCAACGCTTCGCTGGGAACCTATCA
TGATCTCCTGAAGATCATCAAGGACAAGGACTTCCTTGACAACGAGGAGAR
CGAGGACATCCTGGAAGATATCGTCCTGACCTTGACCCTTTTCGAGGATCG
CGAGATGATCGAGGAGAGGCTTAAGACCTACGCTCATCTCTTCGACGATAA
GGTCATGAAACAACTCAAGCGCCGCCGGTACACTGGTTGGGGCCGCCTCTC
CCGCAAGCTGATCAACGGTATTCGCGATAAACAGAGCGGTAARACTATCCT
GGATTTCCTCAAATCGGATGGCTTCGCTAATCGTAACTTCATGCAATTGAT
CCACGACGACAGCCTGACCTTTAAGGAGGACATCCAAAAAGCACAAGTGTC
CGGACAGGGAGACTCACTCCATGAACACATCGCGAATCTGGCCGGTTCGCC
GGCGATTAAGAAGGGAATTCTGCAAACTGTGAAGGTGGTCGACGAGCTGGT
GAAGGTCATGGGACGGCACAAACCGGAGAATATCGTGATTGARATGGCCCE
AGAAAACCAGACTACCCAGAAGGGCCAGAAARACTCCCGCGAAAGGATGAR
GCGGATCGAAGAAGGAATCAAGGAGCTGGGCAGCCAGATCCTGARAGAGCA
CCCGGTGGAAAACACGCAGCTGCAGAACGAGAAGCTCTACCTGTACTATTT
GCAAAATGGACGGGACATGTACGTGGACCAAGAGCTGGACATCAATCGGTT
GTCTGATTACGACGTGGACCACATCGTTCCACAGTCCTTTCTGAAGGATGA
CTCGATCGATAACAAGGTGTTGACTCGCAGCGACAAGAACAGAGGGAAGTC
AGATAATGTGCCATCGGAGGAGGTCGTGAAGAAGATGAAGAATTACTGGCG
GCAGCTCCTGAATGCGAAGCTGATTACCCAGAGARAGTTTGACAATCTCAC
TAAAGCCGAGCGCGGCGGACTCTCAGAGCTGGATAAGGCTGGATTCATCAA
ACGGCAGCTGGTCGAGACTCGGCAGATTACCAAGCACGTGGCGCAGATCTT
GGACTCCCGCATGAACACTAAATACGACGAGAACGATAAGCTCATCCGGGA
AGTGAAGGTGATTACCCTGAAAAGCAAACTTGTGTCGGACTTTCGGAAGGA
CTTTCAGTTTTACAAACTGAGAGARATCAACRACTACCATCACGCGCATGA
CGCATACCTCAACGCTGTGGTCGGTACCGCCCTGATCAARAAGTACCCTAA
ACTTGAATCGGAGTTTGTGTACGGAGACTACAAGGTCTACGACGTGAGGAR
GATGATAGCCAAGTCCGAACAGGAAATCGGGAAAGCAACTGCGAAATACTT
CTTTTACTCAAACATCATGAACTTTTTCAAGACTGAAATTACGCTGGCCAA
TGGAGAAATCAGGAAGAGGCCACTGATCGAAACTAACGGAGAAACGGGCGA
AATCGTGTGGGACAAGGGCAGGGACTTCGCAACTGTTCGCAAAGTGCTCTC
TATGCCGCAAGTCAATATTGTGAAGAAAACCGAAGTGCAMACCGGCGGATT
TTCAAAGGAATCGATCCTCCCAAAGAGAMATACGCGACAAGCTCATTGCACE
CAAGAAAGACTGGGACCCGAAGAAGTACGGAGGATTCGATTCGCCGACTGT
CGCATACTCCGTCCTCGTGGTGGCCAAGGTGGAGAAGGGAAAGAGCAARAA
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GCTCAAATCCGCTCAAACGAGCTGCTGGGCGATTACCATCATGGAACGATCCTC
GTTCGAGAAGAACCCGATTGATTTCCTCGAGGCGAAGGGTTACAAGGAGGT
GAAGAAGGATCTGATCATCAAACTCCCCAAGTACTCACTGTTCGAACTGGA
AAATGGTCGGAAGCGCATGCTGGCTTCGGCCGGAGAACTCCARAAAGGAAR
TCGAGCTGGCCTTGCCTAGCAAGTACGTCAACTTCCTCTATCTTGCTTCGCA
CTACGAAAAACTCARAGGGTCACCGGAAGATAACGAACAGAAGCAGCTTTT
CGTGGAGCAGCACAAGCATTATCTGGATGAAATCATCGAACARATCTCCGA
GTTTTCAAAGCGCGTGATCCTCGCCGACGCCAACCTCGACAAAGTCCTGTC
GGCCTACAATAAGCATAGAGATAAGCCGATCAGAGAACAGGCCGAGAACAT
TATCCACTTGTTCACCCTGACTAACCTGGGAGCCCCAGCCGCCTTCAAGTA
CTTCGATACTACTATCGATCGCAAAAGATACACGTCCACCAAGGAAGTTCT
GGACGCGACCCTGATCCACCAAAGCATCACTGGACTCTACGARACTAGGAT
CGATCTGTCGCAGCTGGGTGGCGAT TGATAGTCTAGCCATCACATTTARAA
GCATCTCAGCCTACCATGAGAATAAGACGAMAGAAAATGAACGATCAATAGCT
TATTCATCTCTTTTTCTTTTTCGTTGGTGTARAGCCAACACCCTGTCTAAN
AAACATAAATTTCTTTAATCATTTTGCCTCTTTTCTCTGTGCTTCAATTAA
TAAMARATGGAAAGAACCTCGAG

ORF de Cas9
com jungdes de
emenda
removidas;
12,75% de teor
de U

ATGGACAAGAAGTACAGCATCGGACTGGACATCGGAACAAACAGCGTCGGA
TGGGCAGTCATCACAGACGAATACAAGCTCCCCGAGCAAGAAGTTCAAGGTC
CTGGGAAACACAGACAGACACAGCATCAAGAAGAACCTGATCGGAGCACTG
CTGTTCGACAGCGGAGAAACACCAGAACGCAACARGACTGAAGAGAACAGCA
AGAAGAAGATACACAAGAAGAAAGAACAGAATCTGCTACCTGCAGGAAATC
TTCAGCAACGAAATGGCAAAGGTCGACCGACAGCTTCTTCCACcggCTGGAA
GAAAGCTTCCTGGTCGAAGAAGACAAGAAGCACGAAAGACACCCGATCTTC
GGAAMACATCGTCGACGAAGTCGCATACCACGAARAGTACCCGACAATCTAC
CACCTGAGAAAGAAGCTGGTCGACAGCACAGACAAGGCAGACCTGAGACTG
ATCTACCTGGCACTGGCACACATGATCAAGTTCAGAGGACACTTCCTGATC
GAAGGAGACCTGAACCCGGACAACAGCGACGTCGACAAGCTGTTCATCCAG
CTGGTCCAGACATACAARCCAGCTGTTCCGAAGAARACCCGATCAACGCAAGC
GGAGTCGACGCAAAGGCAATCCTGAGCCGCAAGACTGAGCAAGAGCAGAAGA
CTGGAAAACCTGATCGCACAGCTGCCGGGAGAARAGAAGAACGGACTGTTC
GGAAACCTGATCGCACTGAGCCTGGGACTGACACCGAACTTCAAGAGCAAC
TTCGACCTGGCAGAAGACGCAAAGCTGCAGCTGAGCAAGGACACATACGAC
GACGACCTGGACAACCTGCTGGCACAGATCGGAGACCAGTACGCAGACCTG
TTCCTGGCAGCAAAGAACCTGAGCGACGCAATCCTGCTGAGCGACATCCTG
AGAGTCAACACACGAAATCACAAAGGCACCGCTGAGCGCAAGCATGATCRAAG
AGATACGACGAACACCACCAGGACCTGACACTGCTGAAGGCACTGGTCAGA
CAGCAGCTGCCGGAAAAGTACAAGGAAATCTTCTTCGACCAGAGCAAGAAC
GGATACGCAGGATACATCGACGGAGGAGCAAGCCAGGAAGAATTCTACAAG
TTCATCAAGCCGATCCTGGAAARGATGCGACGGAACAGAAGAACTGCTGGTC
AAGCTGAACAGAGAAGACCTGCTGAGAAAGCAGAGAACATTCGACAACGGA
AGCATCCCGCACCAGATCCACCTGGGAGAACTGCACGCAATCCTGAGAAGA
CAGGAAGACTTCTACCCGTTCCTGAAGCGACAACAGAGAAMAGATCGAARAG
ATCCTGACATTCAGAATCCCGTACTACGTCGGACCGCTGGCAAGAGGARAC
AGCAGATTCGCATGGATGACAAGAAAGAGCGAAGAAACAATCACACCGTGE
AACTTCGAAGAAGTCGTCGACAAGGGAGCAAGCGCACAGAGCTTCATCGAA
AGAATGACAAACTTCGACAAGAACCTGCCGAACGAAAAGGTCCTGCCGRAAG
CACAGCCTGCTGTACGAATACTTCACAGTCTACAACGAACTGACAAAGGTC
AAGTACGTCACAGAAGGAATGAGARAGCCGGCATTCCTGAGCGGAGAACAG
AAGAAGGCAATCGTCGACCTGCTGT TCAAGACAAACAGAMAGGTCACAGTC
AAGCAGCTGAAGGAAGACTACTTCAAGAAGATCGAATGCTTCGACAGCGTC
GAAATCAGCGGAGTCGAAGACAGAT TCAACGCAAGCCTGGGAACATACCAC
GACCTGCTGAAGATCATCAAGGACAAGCACTTCCTGGACAACGAAGARRAC
GAAGACATCCTGGAAGACATCGTCCTGACACTGACACTGTTCGAAGACAGA
GAAATGATCGAAGAAAGACTGAAGACATACGCACACCTGTTCGACGACAAG
GTCATGAAGCAGCTGAAGAGAAGAAGATACACAGGATGGGGAAGACTGAGC
AGAAAGCTGATCAACGGAATCAGAGACAAGCAGAGCGGAMAGACAATCCTG
GACTTCCTGAAGAGCGACGGATTCGCAAACAGAMACTTCATGCAGCTGATC
CACGACGACAGCCTGACATTCAAGGAAGACATCCAGAAGGCACAGGTCAGC
GGACAGGGAGACAGCCTGCACGAACACATCGCARACCTGGCAGGARAGCCCE
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GCAATCAAGAAGGEAATCCTGCAGACAGTCAAGETCCTCCACGAACTGGTT
AAGGTCATGGGAAGACACAAGCCGGAARACATCGTCATCGAARTGGCAAGA
GAAMACCAGACAACACAGAAGGGACAGAAGAACAGCAGAGAAAGAATGAAG
AGAATCGAAGAAGGAATCAAGGAACTGGGAAGCCAGATCCTGAAGGAACAC
CCGETCGARAACACACAGCTGCAGAACCGAAAAGCTGTACCTGTACTACCTG
CAaAACGGAAGAGACATGTACGTCGACCAGGAACTGGACATCAACAGACTG
AGCGACTACGACGTCGACCACATCGTCCCGCAGAGCTTCCTGAAGGACGAC
AGCATCGACAACAAGGTCCTGACAAGAAGCCGACAAGAACAGAGGARAGAGC
GACAACGTCCCGAGCGAAGAAGTCGTCAAGAAGATGAAGAACTACTGGAGA
CAGCTGCTGAACGCAAAGCTGATCACACAGAGARAGTTCGACAACCTGACA
AAGGCAGAGAGAGGAGGACTGAGCGAACTGGACAAGGCAGGATTCATCAAG
AGACAGCTGGTCGAAACAAGACAGATCACAAAGCACGTCGCACAGATCCTG
GACAGCAGAATGAACACAAAGTACGACGAAAACGACAAGCTGATCAGAGAA
GTCAAGGTCATCACACTGAAGAGCAAGCTGGTCAGCGACTTCAGAAAGGAC
TTCCAGTTCTACAAGGTCAGAGAAATCAACAACTACCACCACGCACACGAC
GCATACCTGAACGCAGTCGTCGGAACAGCACTGATCAAGAAGTACCCGAAG
CTGGAAAGCGAATTCGTCTACGGAGACTACAAGGTCTACGACGTCAGARAG
ATGATCGCAAAGAGCGAACAGGAAATCGGAAAGGCAACAGCARAAGTACTTC
TTCTACAGCAACATCATGAACTTCTTCAAGACAGAAATCACACTGGCARAC
GGAGAAATCAGAAAGAGACCGCTGATCGAAACAAACGGAGAAACAGGAGAA
ATCGTCTGGGACAAGGGAAGAGACTTCCCAACAGTCAGAARAGGTCCTGAGC
ATGCCGCAGGTCAACATCGTCAAGAAGACAGAAGTCCAGACAGGAGGATTC
AGCAAGGAAAGCATCCTGCCGAAGAGARACAGCGACAAGCTGATCGCAAGA
AAGAAGGACTGGGACCCGAAGAAGTACGGAGGATTCGACAGCCCGACAGTC
GCATACAGCGTCCTGGTCGTCGCAAAGCTCCAARAGGGARAGAGCAAGRAG
CTGAAGAGCGTCAAGGAACTGCTGGGAATCACARTCATGGAAAGAAGCAGC
TTCGARAAGARCCCGATCGACTTCCTGGAAGCARAGGGATACAAGGARGTC
AAGAAGGACCTGATCATCAAGCTGCCGAAGTACAGCCTGTTCGAACTGGAA
AACGGAAGAAAGAGAATGCTGGCARGCGCAGGAGAACTGCAGAAGGGARAC
GAACTGGCACTGCCGAGCAAGTACGTCAACTTCCTGTACCTGGCAAGCCAC
TACGAAAAGCTGAAGGGAAGCCCGGAAGACAACGAACAGAAGCAGCTGTTC
GTCGAACAGCACAAGCACTACCTGGACCGAAATCATCGAACAGATCAGCGAA
TTCAGCAAGAGAGTCATCCTGGCAGACGCAAACCTGGACAAGGTCCTGAGC
GCATACAACAAGCACAGAGACAAGCCGATCAGAGAACAGGCAGAARACATC
ATCCACCTGTTCACACTGACAAACCTGGGAGCACCGGCAGCATTCAAGTAC
TTCGACACAACAATCGACAGAAAGAGATACACARGCACARAGGAAGTCCTG
GACGCAACACTGATCCACCAGAGCATCACAGGACTGTACGAAACAAGAATC
GACCTGAGCCAGCTGGGAGGAGACGGAGGAGGARAGCCCGAAGAAGAAGAGA
AAGGTCTAG

Transcrito de
Cas9 com 5
'UTR de HSD,
ORF
correspondente
a SEQ ID NO:
250, sequéncia
de Kozak e 3'
UTR de ALB

GG TCCCGCAGTCGGCGTCCAGCGECTCTGUTTCTTCGTGTGTGTGTCGTT
GCAGGCCTTATTCGGATCCGCCACCATGGACAAGAAGTACAGCATCGGACT
GGACATCGGAACAAACAGCGTCGGATGGGCAGTCATCACAGACGAATACAA
GGTCCCGAGCAAGAAGTTCAAGGTCCTGGGARACACAGACAGACACAGCAT
CAAGAAGAACCTGATCGGAGCACTGCTGTTCGACAGCGGAGAAACAGCAGA
AGCAACAAGACTGAAGAGAACAGCAAGAAGAACATACACAACGAAGAARGAA
CAGAATCTGCTACCTGCAGGAAATCTTCAGCAACGAAATGGCAAAGGTCGA
CGACAGCTTCTTCCACcggCTGGAAGAAAGCTTCCTGGTCGAAGAAGACAA
GAAGCACGAAAGACACCCGATCTTCGGAAACATCGTCGACGAAGTCGCATA
CCACGAAAAGTACCCGACAATCTACCACCTGAGAAAGAAGCTGGTCGACAG
CACAGACAAGGCAGACCTGAGACTGATCTACCTGGCACTGGCACACATGAT
CAAGTTCAGAGGACACTTCCTGATCGAAGGAGACCTGAACCCGGACAACAG
CGACGTCGACAAGCTGTTCATCCAGCTGGTCCAGACATACAACCAGCTGTT
CGAAGAAANCCCGATCAACGCARGCGGAGTCGACGCAAAGGCAATCCTGAG
CGCAAGACTGAGCAAGAGCAGAAGACTGGAARACCTGATCGCACAGCTGCC
GGGAGAAAAGAAGAACGGACTGTTCGGAAACCTGATCGCACTGAGCCTGGG
ACTGACACCGAACTTCAAGAGCAACTTCGACCTGGCAGAAGACGCAAAGCT
GCAGCTGAGCAAGGACACATACGACGACGACCTGGACAACCTGCTGGCACA
GATCGGAGACCAGTACGCAGACCTGTTCCTGGCAGCAMAAGAACCTGAGCGA
CGCAATCCTGCTGAGCGACATCCTGAGAGTCAACACAGAAATCACAAAGGC
ACCGCTGAGCGCAAGCATGATCAAGAGATACGACGAACACCACCAGGACCT
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GACACTGCTGAAGGCACTGGTCAGACAGCAGCTGCCGGAAAACTACAAGGA
AATCTTCTTCGACCAGAGCAAGAACGGATACGCAGGATACATCGACGGAGG
AGCAAGCCAGGAAGAATTCTACAAGTTCATCAAGCCGATCCTGGAAARGAT
GGACGGAACAGAAGAACTGCTGGTCAAGCTGAACAGAGANGACCTGCTGAG
AAAGCAGAGAACATTCGACAACGGAAGCATCCCGCACCAGATCCACCTGGE
AGAACTGCACGCAATCCTGAGAAGACAGGAAGACTTCTACCCGTTCCTGAA
GGACAACAGAGAAAAGATCGAARAGATCCTGACATTCAGAATCCCGTACTA
CGTCGGACCGCTGGCAAGAGGARACAGCAGATTCGCATGGATGACAAGAAA
GAGCGAAGAAACAATCACACCGTGGAACTTCGAAGAAGTCGTCGACAAGGE
AGCAAGCGCACAGAGCTTCATCGAAAGAATGACAAACTTCGACAAGAACCT
GCCGAACGAAAAGGTCCTGCCGAAGCACAGCCTGCTGTACGAATACTTCAC
AGTCTACAACGAACTGACAAACGTCAAGTACGTCACAGAAGGAATGAGAAA
GCCGGCATTCCTGAGCGGAGAACAGAAGAAGGCAATCGTCGACCTGCTGTT
CAAGACAAACAGAAAGGTCACAGTCAAGCAGCTGAAGGAAGACTACTTCAA
GAAGATCGAATGCTTCGACAGCGTCGAAATCAGCGGAGTCGAAGACAGATT
CAACGCAAGCCTGGGAACATACCACGACCTGCTGAAGATCATCAAGGACAA
GGACTTCCTGGACAACGAAGAAAACGAAGACATCCTGGAAGACATCGTCCT
GACACTGACACTGTTCGAAGACAGAGARATGATCGAAGAMAGACTGAAGAC
ATACGCACACCTGTTCGACGACAAGGTCATGAAGCAGCTGAAGAGAAGAAG
ATACACAGGATGGGGAAGACTGAGCAGAAAGCTGATCAACGGAATCAGAGA
CAAGCAGAGCGGAAAGACAATCCTGGACTTCCTGAAGAGCGACGGATTCGC
AAACAGAAACTTCATGCAGCTGATCCACGACGACAGCCTGACATTCAAGGA
AGACATCCAGAAGGCACAGGTCAGCGGACAGGGAGACAGCCTGCACGAACA
CATCGCAAACCTGGCAGGAAGCCCGGCAATCAAGAAGGGAATCCTGCAGAC
AGTCAAGGTCGTCGACGAACTGGTCAAGGTCATGGGAAGACACAAGCCGGA
AAACATCGTCATCGAAATGGCAAGAGAAAACCAGACAACACAGAAGGGACA
GAAGAACAGCAGAGAAAGAATGAAGAGAATCGAAGARAGGAATCAAGGAACT
GGGAAGCCAGATCCTGAAGGAACACCCGGTCGARAACACACAGCTGCAGAA
CGAAMAGCTGTACCTGTACTACCTGCAaAACGGAAGAGACATGTACGTCGA
CCAGGAACTGGACATCAACAGACTGAGCGACTACGACGTCGACCACATCGT
CCCGCAGAGCTTCCTGAAGGACGACAGCATCGACAACAAGGTCCTGACRAG
AAGCGACAAGAACAGACGGAAAGAGCGACAACGTCCCGAGCGAAGAACGTCGT
CAAGAAGATGAAGAACTACTGGAGACAGCTGCTGAACGCAAAGCTGATCAC
ACAGAGAAAGTTCGACAACCTGACAMAGGCAGAGAGAGGAGGACTGAGCGA
ACTGGACAAGGCAGGATTCATCAAGAGACAGCTGGTCGAAACAAGACAGAT
CACAAAGCACGTCGCACAGATCCTGGACAGCAGAATGAACACAAAGTACGA
CGAMAACGACAAGCTGATCAGAGAAGTCAAGGTCATCACACTGAAGAGCAA
GCTGGTCAGCGACTTCAGAAAGGACTTCCAGTTCTACAAGGTCAGAGARAT
CAACAACTACCACCACGCACACGACGCATACCTGAACGCAGTCGTCGGAAC
AGCACTGATCAAGAAGTACCCGAAGCTGGAAAGCGAATTCGTCTACGGAGA
CTACAAGGTCTACGACGTCAGARAGATGATCGCARAGAGCGAACAGGAAAT
CGGAAAGGCAACAGCAAAGTACTTCTTCTACAGCAACATCATGAACTTCTT
CAAGACAGAAATCACACTGGCARACGGAGAAATCAGAAAGAGACCGCTGAT
CGAAACAARACGGAGAAACAGGAGAAATCGTCTGGGACAAGGGAAGAGACTT
CGCAACAGTCAGAAAGGTCCTGAGCATGCCGCAGGTCAACATCGTCAAGAA
GACAGAAGTCCAGACAGGAGGATTCAGCAAGGAAAGCATCCTGCCGAAGAG
AAACAGCGACAAGCTGATCGCAAGAMAGAAGGACTGGGACCCGAAGAAGTA
CGGAGGATTCGACAGCCCGACAGTCGCATACAGCGTCCTGGTCGTCGCAAR
GGTCGAAAAGGGAAAGAGCAACAAGCTCAACAGCGTCAAGGARCTGCTGGE
AATCACAATCATGGAAAGAAGCAGCTTCGAARAGAACCCGATCGACTTCCT
GGAAGCAAAGGGATACAAGGAAGTCAAGAAGGACCTGATCATCAAGCTGCC
GAAGTACAGCCTGTTCGAACTGGAAAACGGAAGAAAGAGAATGCTGGCAAG
CGCAGGAGAACTGCAGAAGGGARACGAACTGGCACTGCCGAGCAAGTACGT
CAACTTCCTGTACCTGGCAAGCCACTACGAAAAGCTGAAGGGAAGCCCGGA
AGACAACGAACAGAAGCAGCTCTTCGTCGAACAGCACAAGCACTACCTGGA
CGAAATCATCGAACAGATCAGCGAATTCAGCAAGAGAGTCATCCTGGCAGA
CGCAAACCTGGACAAGGTCCTGAGCGCATACAACAAGCACAGAGACAAGCC
GATCAGAGAACAGGCAGAAAACATCATCCACCTGTTCACACTGACRAACCT
GGGAGCACCGGCAGCATTCAAGTACTTCGACACAACAATCGACAGAAAGAG
ATACACAAGCACAAAGGAAGTCCTGGACGCAACACTGATCCACCAGAGCAT
CACAGGACTGTACGAAACAAGAATCGACCTGAGCCAGCTGGGAGGAGACGE

AGGAGGAAGCCCGAAGAAGAAGAGAAAGGTCTAGCTAGCCATCACATTTAA
AAGCATCTCAGCCTACCATGAGAATAAGAGARAGAAAATGAAGATCAATAG
CTTATTCATCTCTTTTTCTTTTTCGTTGGTGTAAAGCCAACACCCTGTCTA
AAAAMACATAAATTTCTTTAATCATTTTGCCTCTTTTCTCTGTGCTTCAATT
AATAAAMAATGGAAAGAACCTCGAG
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ORF de Cas9
com codons
minimos de
uridina
frequentemente
usados em
humanos em
geral; 12,75% de
teor de U

ATGGACAAGAAGTACAGCATCGGCCTGGACATCGGCACCAACAGCGTGGGET
TGGGCCGTGATCACCGACGAGTACAAGGTGCCCAGCAAGAAGTTCAAGGTG
CTGGGCAACACCGACAGACACAGCATCAAGAACARACCTGATCGGCGCCCTG
CTGTTCGACAGCGGCGAGACCGCCGAGGCCACCAGACTGAAGAGAACCGCC
AGAAGAAGATACACCAGAAGAAAGAACAGAATCTGCTACCTGCAGGAGATC
TTCAGCAACGAGATGGCCAAGGTGGACGACAGCTTCTTCCACAGACTGGAG
GAGAGCTTCCTGGTGGAGGAGGACAAGAAGCACGAGAGACACCCCATCTTC
GGCAACATCGTGGACGAGGTGGCCTACCACGAGAAGTACCCCACCATCTAC
CACCTGAGAARGAAGCTGGTGGACAGCACCGACAAGGCCGACCTGAGACTG
ATCTACCTGGCCCTGGCCCACATGATCAAGTTCAGAGGCCACTTCCTGATC
GAGGGCGACCTGAACCCCGACAACAGCGACGTGGACAAGCTGTTCATCCAG
CTGGTGCAGACCTACAARCCAGCTGTTCGAGGAGAACCCCATCAACGCCAGC
GGCGTGGACGCCAAGGCCATCCTGAGCGCCAGACTGAGCAAGAGCAGANGA
CTGGAGAACCTGATCGCCCAGCTGCCCGGCGAGAAGAAGAACGGCCTGTTC
GGCAACCTGATCGCCCTGAGCCTGGGCCTGACCCCCAACTTCAAGAGCAAC
TTCGACCTGGCCGAGGACGCCAAGCTGCAGCTGAGCAAGGACACCTACGAC
GACGACCTGGACAACCTGCTGGCCCAGATCGGCGACCAGTACGCCGACCTG
TTCCTGGCCGCCAAGAACCTGAGCGACGCCATCCTGCTGAGCGACATCCTG
AGAGTGAACACCGAGATCACCAAGGCCCCCCTGAGCGCCAGCATGATCAAG
AGATACGACGAGCACCACCAGGACCTGACCCTGCTGAAGGCCCTGGTGACGA
CAGCAGCTGCCCGAGAAGTACAAGGAGATCTTCTTCGACCAGAGCAAGAAC
GGCTACGCCGGCTACATCCGACGGCGGCGCCAGCCAGGAGGAGTTCTACRAAG
TTCATCAAGCCCATCCTGGAGAAGATGGACGGCACCGAGGAGCTGCTGGTG
AAGCTGAACAGAGAGGACCTGCTGAGAAAGCAGAGAACCTTCGACAACGGC
AGCATCCCCCACCAGATCCACCTGGGCGAGCTGCACGCCATCCTGAGAAGA
CAGGAGGACTTCTACCCCTTCCTGAAGGACAACAGAGAGAAGATCGAGAAG
ATCCTGACCTTCAGAATCCCCTACTACGTGGGCCCCCTGGCCAGAGGCRAAC
AGCAGATTCGCCTGGATGACCAGAAAGAGCGAGGAGACCATCACCCCCTGE
AACTTCGAGGAGGTGGTGGACAAGGGCGCCAGCGCCCAGAGCTTCATCGAG
AGAATGACCAACTTCGACAAGAACCTGCCCAACGAGAAGGTGCTGCCCAAG
CACAGCCTGCTGTACGAGTACTTCACCGTGTACAACGAGCTGACCAAGGTG
AAGTACGTGACCGAGGGCATGAGAANGCCCGCCTTCCTGAGCGGCGAGCAG
AAGAAGGCCATCGTGGACCTGCTGTTCAAGACCAACAGAMAGGTGACCGTG
AAGCAGCTGAAGGAGGACTACTTCAAGAAGATCGAGTGCTTCGACAGCGTG
GAGATCAGCGGCGTGGAGGACAGATTCAACGCCAGCCTGGGCACCTACCAC
GACCTGCTGAAGATCATCAAGGACAAGGACTTCCTGGACAACGAGGAGAAC
GAGGACATCCTGGAGGACATCGTGCTGACCCTGACCCTGTTCGAGGACAGA
GAGATGATCGAGGAGAGACTGAAGACCTACGCCCACCTGTTCGACGACRAG
GTGATGAAGCAGCTGAAGAGAAGAAGATACACCGGCTGGGGCAGACTGAGC
AGAAAGCTGATCAACGGCATCAGAGACAAGCAGAGCGGCAAGACCATCCTG
GACTTCCTGAAGAGCGACGGCTTCGCCAACAGARACTTCATGCAGCTGATC
CACGACGACAGCCTGACCTTCAAGGAGGACATCCAGAAGGCCCAGGTGAGC
GGCCAGGGCGACAGCCTGCACGAGCACATCGCCAACCTGGCCGGCAGCCCC
GCCATCAAGARGGGCATCCTGCAGACCGTGAAGGTGGTGGACGAGCTGGETG
AAGGTGATGGGCAGACACAAGCCCGAGAACATCGTGATCGAGATGGCCAGA
GAGAACCAGACCACCCAGAAGGGCCAGAAGAACAGCAGAGAGAGAATGRAG
AGAATCGAGGAGGGCATCAAGGAGCTGGGCAGCCAGATCCTGAAGGAGCAC
CCCGTGGAGARCACCCAGCTGCAGAACGAGAAGCTGTACCTGTACTACCTG
CAGAACGGCAGAGACATGTACGTGGACCAGGAGCTGGACATCAACAGACTG
AGCGACTACGACGTGGACCACATCGTGCCCCAGAGCTTCCTGAAGGACGAC
AGCATCGACAACAAGGTGCTGACCAGAAGCGACAAGAACACGAGGCAAGAGC
GACAACGTGCCCAGCGAGGAGGTGGTGAAGAAGATGAAGAACTACTGGAGA
CAGCTGCTGAACGCCAAGCTGATCACCCAGAGAAAGTTCGACAACCTGACC
AAGGCCGAGAGAGGCGGCCTGAGCGAGCTGGACAAGGCCGGCTTCATCAAG
AGACAGCTGGTGGAGACCAGACAGATCACCAACGCACGTGGCCCAGATCCTG
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GACAGCAGAATGAACACCAAGTACGACGAGAACCACAAGCTGATCAGAGAG
GTGAAGGTGATCACCCTGAAGAGCAAGCTGGTGAGCGACTTCAGARAGGAC
TTCCAGTTCTACAAGGTGAGAGAGATCAACAACTACCACCACGCCCACGAC
GCCTACCTGAACGCCGTGGTGGGCACCGCCCTGATCAAGAAGTACCCCAAG
CTGGAGAGCGAGTTCGTGTACGGCGACTACAAGGTGCTACGACGTGAGARMAG
ATGATCGCCAAGAGCGAGCAGGAGATCGGCAAGGCCACCGCCAAGTACTTC
TTCTACAGCAACATCATGAACTTCTTCAAGACCGAGATCACCCTGGCCAAC
GGCGAGATCAGAAAGAGACCCCTGATCGAGACCAACGGCGAGACCGGCGAG
ATCGTGTGGGACAAGGGCAGAGACT TCGCCACCGTGAGARAGGTGCTGAGC
ATGCCCCAGGTGAACATCGTGAAGAAGACCGAGGTGCAGACCGGCGGCTTC
AGCAAGGAGAGCATCCTGCCCAAGAGAAACAGCGACAAGCTGATCGCCAGA
AAGAAGGACTGGGACCCCAAGAAGTACGGCGGCTTCGACAGCCCCACCGTE
GCCTACAGCGTGCTGGTGGTGGCCAAGGTGGAGAAGGGCAAGAGCAAGAAG
CTGAAGAGCGTGAAGGAGCTGCTGGGCATCACCATCATGGAGAGAAGCAGC
TTCGAGAAGAACCCCATCGACTTCCTGGAGGCCAAGGGCTACAAGGAGGTG
AAGAAGGACCTGATCATCAAGCTGCCCAAGTACAGCCTGTTCGAGCTGGAG
AACGGCAGAAAGAGAATGCTGGCCAGCGCCGGCGAGCTGCAGAAGGGCAAC
GAGCTGGCCCTGCCCAGCAAGTACGTGAACTTCCTGTACCTGGCCAGCCAC
TACGAGAAGCTGAAGGGCAGCCCCGAGGACAACGAGCAGAAGCAGCTGTTC
GTGGAGCAGCACAAGCACTACCTGGACGAGATCATCGAGCAGATCAGCGAG
TTCAGCAAGAGAGTGATCCTGGCCGACGCCAACCTGGACAAGGTGCTGAGC
GCCTACAACAAGCACAGAGACAAGCCCATCAGAGAGCAGGCCGAGAACATC
ATCCACCTGTTCACCCTGACCAACCTGGGCGCCCCCGCCGCCTTCAAGTAC
TTCGACACCACCATCGACAGAAAGAGATACACCAGCACCAAGGAGGTGCTG
GACGCCACCCTGATCCACCAGAGCATCACCGGCCTGTACGAGACCAGAATC
GACCTGAGCCAGCTGGGCGGCGACGGCGGCGGCAGCCCCAAGAAGAAGAGA
AAGGTGTGA

Transcrito Cas9
com 5" UTR de
HSD, ORF
correspondente
a SEQ ID NO:
252, sequéncia
de Kozak e 3'
UTR de ALB

GGGTCCCGCAGTCGGCGTCCAGCGGCTCTGCTTGTTCGTGTGTGTGTCGTT
GCAGGCCTTATTCGGATCCGCCACCATGGACAAGAAGTACAGCATCGGCCT
GGACATCGGCACCAACAGCGTGGGCTGCGCCGTGATCACCGACGAGTACAA
GGTGCCCAGCAAGAAGTTCAAGGTGCTGGGCAACACCGACAGACACAGCAT
CAAGAAGAACCTGATCGGCGCCCTGCTCTTCGACAGCGGCGAGACCGCCGA
GGCCACCAGACTGAAGAGAACCGCCAGAAGAAGATACACCAGAAGAAAGAA
CAGAATCTGCTACCTGCAGGAGATCTTCAGCAACGAGATGGCCAAGGTGGA
CGACAGCTTCTTCCACAGACTGGAGGAGAGCTTCCTGGTGGAGGAGGACAA
GAAGCACGAGAGACACCCCATCTTCGGCAACATCGTGGACGAGGTGGCCTA
CCACGAGAAGTACCCCACCATCTACCACCTGAGAAAGAAGCTGGTGGACAG
CACCGACAAGGCCGACCTGAGACTGATCTACCTGGCCCTGGCCCACATGAT
CAAGTTCAGAGGCCACTTCCTGATCGAGGGCGACCTGAACCCCGACAACAG
CGACGTGGACAAGCTGTTCATCCAGCTGGTGCAGACCTACAACCAGCTGTT
CGAGGAGAACCCCATCAACGCCAGCGGCGTGGACGCCAAGGCCATCCTGAG
CGCCAGACTGAGCAAGAGCAGAAGACTGGAGAACCTGATCGCCCAGCTGCC
CGGCGAGAAGAAGAACCGCCTGTTCGGCAACCTGATCGCCCTGAGCCTGGE
CCTGACCCCCAACTTCAAGAGCAACTTCGACCTGGCCGAGGACGCCAAGCT
GCAGCTGAGCAAGGACACCTACGACGACGACCTGGACAACCTGCTGGCCCA
GATCGGCGACCAGTACGCCGACCTGTTCCTGGCCGCCAAGAACCTGAGCGA
CGCCATCCTGCTGAGCGACATCCTGAGAGTGAACACCGAGATCACCAAGGC
CCCCCTGAGCGCCAGCATGATCAAGAGATACGACGAGCACCACCAGGACCT
GACCCTGCTGAAGGCCCTGGTGAGACAGCAGCTGCCCGAGAAGTACARAGGA
GATCTTCTTCGACCAGAGCAAGAACGGCTACGCCGGCTACATCGACGGCGE
CGCCAGCCAGGAGGAGTTCTACAAGTTCATCAAGCCCATCCTGGAGAAGAT
GGACGGCACCGAGGAGCTGCTGGTGAAGCTGAACAGAGAGGACCTGCTGAG
AAAGCAGAGAACCTTCGACAACGGCAGCATCCCCCACCAGATCCACCTGGE
CGAGCTGCACGCCATCCTGAGAAGACAGGAGGACTTCTACCCCTTCCTGAA
GGACAACAGAGAGAAGATCGAGAAGATCCTGACCTTCAGAATCCCCTACTA
CGTGGGCCCCCTGGCCAGAGGCAACAGCAGATTCGCCTGGATGACCAGAAR
GAGCGAGGAGACCATCACCCCCTGGAACTTCGAGGAGGTGGTGGACAAGGG
CGCCAGCGCCCAGAGCTTCATCGAGAGAATGACCAACTTCGACAAGAACCT
GCCCAACGAGAAGGTGCTGCCCAAGCACAGCCTGCTGTACGAGTACTTCAC
CGTGTACAACGAGCTGACCAAGGTGAACTACGTGACCGAGGGCATGAGAAR
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GCCCGCCTTCCTGAGCGGCGAGCAGAACGAAGGCCATCGTGGACCTGCTGTT
CAAGACCAACAGAANGGTGACCGTGAAGCAGCTGAAGGAGGACTACTTCAA
GAAGATCGAGTGCTTCGACAGCGTGGAGATCAGCGGCGTGGAGGACAGATT
CAACGCCAGCCTGGGCACCTACCACGACCTGCTGAAGATCATCAAGGACAA
GGACTTCCTGGACAACGAGGAGAACGAGGACATCCTGGAGGACATCCTGCT
GACCCTGACCCTGTTCGAGGACAGAGAGATGATCGAGGAGAGACTGAAGAC
CTACGCCCACCTGTTCGACGACAAGGTCGATGAAGCAGCTGAAGAGAAGRAG
ATACACCGGCTGGGGCAGACTCGAGCAGAAAGCTGATCAACGGCATCAGAGA
CAAGCAGAGCGGCAAGACCATCCTGGACTTCCTGAAGAGCGACGGCTTCGT
CAACAGAAACTTCATGCAGCTGATCCACGACGACAGCCTGACCTTCAAGGA
GGACATCCAGAAGGCCCAGGTGAGCGGCCAGGGCGACAGCCTGCACGAGCA
CATCGCCAACCTGGCCGGCAGCCCCGCCATCAAGAAGGGCATCCTGCAGAC
CGTGAAGGTGGTGGACGAGCTGGTGAAGGTGATGGGCAGACACAAGCCCGA
GAACATCGTGATCGAGATGGCCAGAGAGAACCAGACCACCCAGAAGGGCCA
GAAGAACAGCAGAGAGAGAATGAAGAGAATCGAGGAGGGCATCAAGGAGCT
GGGCAGCCAGATCCTGAAGGAGCACCCCGTGGAGAACACCCAGCTGCAGAA
CGAGAAGCTGTACCTGTACTACCTGCAGAACGGCAGAGACATGTACGTGGA
CCAGGAGCTGGACATCAACAGACTGAGCGACTACGACGTGGACCACATCGT
GCCCCAGAGCTTCCTGAAGGACGACAGCATCGACAACAAGGTGCTGACCAG
AAGCGACAAGAACAGAGGCAAGAGCGACAACGTGCCCAGCGAGGAGGTGGT
GAAGAAGATGAAGAACTACTGGAGACAGCTGCTGAACGCCAAGCTGATCAC
CCAGAGAAAGTTCGACAACCTGACCAAGGCCGAGAGAGGCGGCCTGAGCGA
GCTGGACAAGGCCGGCTTCATCAAGAGACAGCTGGTGGAGACCAGACAGAT
CACCAAGCACGTGGCCCAGATCCTGGACAGCAGAATGAACACCAAGTACGA
CGAGAACGACAAGCTGATCAGAGAGGTGAAGGTGATCACCCTGAAGAGCAA
GCTGGTGAGCGACTTCAGAAAGGACTTCCAGTTCTACAAGGTGAGAGAGAT
CAACAACTACCACCACGCCCACGACGCCTACCTGAACGCCGTGGTGGGCAC
CGCCCTGATCAAGAAGTACCCCAAGCTGGAGAGCGAGTTCGTGTACGGCGA
CTACAAGGTGTACGACCTGAGARAGATCGATCGCCAAGAGCGAGCAGGAGAT
CGGCAAGGCCACCGCCAAGTACTTCTTCTACAGCAACATCATGAACTTCTT
CAAGACCGAGATCACCCTGGCCAACGGCGAGATCAGARAGAGACCCCTGAT
CGAGACCAACGGCGAGACCGGCGAGATCGTGTGGGACAAGGGCAGAGACTT
CGCCACCGTGAGAAAGGTGCTGAGCATGCCCCAGGTGAACATCGTGAAGAA
GACCGAGGTGCAGACCGGCGGCTTCAGCAAGGAGAGCATCCTGCCCAAGAG
AAACAGCGACAAGCTGATCGCCAGAAAGAAGGACTGGGACCCCAAGAAGTA
CGGCGGCTTCGACAGCCCCACCGTGGCCTACAGCGTGCTGGTGGTGGCCAA
GGTGGAGAAGGGCAAGAGCAAGAAGCTGAAGAGCGTGAAGGAGCTGCTGGE
CATCACCATCATGGAGAGAAGCAGCTTCGAGAAGAACCCCATCGACTTCCT
GGAGGCCAAGGGCTACAAGGAGGTGAAGAAGGACCTGATCATCAAGCTGCC
CAAGTACAGCCTGTTCGAGCTGGAGAACGGCAGAAAGAGAATGCTGGCCAG
CGCCGGCGAGCTGCAGAAGGGCAACGAGCTGGCCCTGCCCAGCAAGTACGT
GAACTTCCTGTACCTGGCCAGCCACTACGAGAAGCTGAAGGGCAGCCCCGA
GGACAACGAGCAGAAGCAGCTGTTCGTGGAGCAGCACAAGCACTACCTGGA
CGAGATCATCGAGCAGATCAGCGAGTTCAGCAAGAGAGTGATCCTGGCCGA
CGCCAACCTGGACAAGGTGCTGAGCGCCTACAACAAGCACAGAGACAAGCC
CATCAGAGAGCAGGCCGAGAACATCATCCACCTGTTCACCCTGACCAARCCT
GGGCGCCCCCGCCGCCTTCAAGTACTTCGACACCACCATCGACAGAANGAG
ATACACCAGCACCAAGGAGGTGCTGGACGCCACCCTGATCCACCAGAGCAT
CACCGGCCTGTACGAGACCAGAATCGACCTGAGCCAGCTGGGCGGCGACGE
CGGCGGCAGCCCCAAGAAGAAGAGARAGGTGTGACTAGCCATCACATTTAA
AAGCATCTCAGCCTACCATGAGAATAACAGARAGAARATGAAGATCAATAG
CTTATTCATCTCTTTTTCTTTTTCGTTGGTGTAAAGCCAACACCCTGTCTA
AAAAACATAAATTTCTTTAATCATTTTGCCTCTTTTCTCTGTGCTTCAATT
AATAAAAAATGGAARGAACCTCGAG

ORF de Cas9
com cédons
minimos de
uridina
raramente
usados em

humanos em

ATGGACAARAAATACAGCATAGGGCTAGACATAGGGACGAACAGCGTAGGG
TGEGCGGTAATAACGGACGAATACAAAGTACCGAGCARAMAATTCAAAGTA
CTAGGGAACACGGACCGACACAGCATAAAAARARACCTAATAGGGGCGCTA
CTATTCGACAGCGGGGAAACGGCGGAAGCGACGCGACTAMMAACGAACGGCG
CGACGACGATACACGCGACGAAAAAACCGAATATGCTACCTACAAGAAATA
TTCAGCAACGAAATGGCGARACTAGACCGACAGCTTCTTCCACCGACTAGAR
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geral; 12,75% de
teorde U

GAAAGCTTCCTAGTAGAAGAACACAARAAACACCAACGACACCCGATATTC
GGGAACATAGTAGACGAAGTAGCGTACCACGAAMAATACCCGACGATATAC
CACCTACGAAAAAAACTAGTAGACAGCACGGACAAAGCGGACCTACGACTA
ATATACCTAGCGCTAGCGCACATGATAAMATTCCGAGGGCACTTCCTAATA
GAAGGGGACCTAAACCCGGACAACAGCGACGTAGACAARACTATTCATACAA
CTAGTACARACGTACAACCAACTATTCGAAGAARACCCGATARACGCGAGC
GGGGTAGACGCGAAAGCGATACTAAGCGCGCGACTAAGCAMAAGCCGACGA
CTAGAAAACCTAATAGCGCAACTACCGGGGGAARAAMAAMACGGGCTATTC
GGGAACCTAATAGCGCTAAGCCTAGGGCTAACGCCGAACTTCAAAAGCAAC
TTCGACCTAGCGGAAGACGCGAAACTACAACTAAGCAAAGACACGTACGAC
GACGACCTAGACAACCTACTAGCGCAAATAGGGGACCAATACGCGGACCTA
TTCCTAGCGGCGAAAAACCTAAGCGACGCGATACTACTAAGCGACATACTA
CGAGTAAACACGGAAATAACGAAAGCGCCGCTARGCGCGAGCATGATARAA
CGATACGACGAACACCACCAAGACCTAACGCTACTARAAGCGCTAGTACGA
CAACAACTACCGGAAAAATACAAAGAAATATTCTTCGACCAAAGCAAAMAC
GGGTACGCGGGGTACATAGACGGGGGGGCGAGCCAAGAAGAATTCTACARAA
TTCATAAARCCGATACTAGAAAAAATGGACGGGACGGAAGAACTACTAGTA
AAACTAAACCGAGAAGACCTACTACGAAAACAACGAACGTTCGACAACGGE
AGCATACCGCACCAAATACACCTAGGGGAACTACACGCGATACTACGACGA
CAAGAAGACTTCTACCCGTTCCTARAAGACAACCGAGAARAAATAGAARAA
ATACTAACGTTCCGAATACCGTACTACGTAGGGCCGCTAGCGCGAGGGAAC
AGCCGATTCGCGTGGATGACGCGAAAAAGCGAAGAAACGATAACGCCGTGE
AACTTCGAAGAAGTAGTAGACARAGGGGCGAGCGCGCAAAGCTTCATAGAR
CGAATGACGAACTTCGACAAAAACCTACCGAACGAAAAAGTACTACCGAAA
CACAGCCTACTATACGAATACTTCACGGTATACAACGAACTARCGAAAGTA
AAATACGTAACGGAAGGGATGCGAARACCGGCGTTCCTAAGCGGGGAACAA
AAAAMAGCGATAGTAGACCTACTATTCARAACGAACCGARAAGTAACGGTA
AAACAACTAAMAAGAAGACTACTTCAAAARAATAGAATGCTTCGACAGCGTA
GAAATAAGCGGGGTAGAAGACCGATTCAACGCGAGCCTAGGGACGTACCAC
GACCTACTAAAAATAATAAAAGACARAGACTTCCTAGACAACGAAGAAAAC
GAAGACATACTAGAAGACATAGTACTARCGCTARCGCTATTCGAAGACCGA
GAAATGATAGAACAACGACTAAAAACGTACGCGCACCTATTCGACGACAAA
GTAATGAAACAACTAAAACGACGACGATACACGGGGTGGGGGCGACTAAGC
CGAAAACTAATAAACGGGATACGAGACARACAANGCGGGAMAAACGATACTA
GACTTCCTAAMAAAGCGACGGGTTCGCGAACCGARACTTCATGCAACTAATA
CACGACGACAGCCTAACGTTCAAAGAAGACATACAAMAAAGCGCAAGTAAGC
GGGCAAGGGGACAGCCTACACGAACACATAGCGAACCTAGCGGGGAGCCCE
GCGATAAARAANGCGGATACTACAAACGGTARRAGTAGTAGACGAACTAGTA
AAAGTAATGGGGCGACACAAACCGGAAAACATAGTAATAGAAATGGCGCGA
GARMACCARACGACGCAARANCGGCAARAARACAGCCGAGAACGAATGARR
CGAATAGAAGAAGGGATAAAAGAACTAGGGAGCCAAATACTARAAGAACAC
CCGGTAGARMACACGCAACTACAARACGAARMACTATACCTATACTACCTA
CAMMACGGGCGAGACATGTACGTAGACCAAGAACTAGACATARACCGACTA
AGCGACTACGACGTAGACCACATAGTACCGCAARGCTTCCTARAAGACGAC
AGCATAGACAACAAAGTACTAACGCGAAGCGACAAAMACCGAGGGAAANGC
GACAACGTACCGAGCGAAGAAGTAGTARAAAAARTGAAAAACTACTGGCGA
CAACTACTAAACGCGAAACTAATAACGCAACGAMAMATTCGACAACCTAACG
AAAGCGGAACGAGGGGGGCTAAGCGAACTAGACAAAGCGGGGTTCATARAA
CGACAACTAGTAGAAACGCGACAAATARCGARACACGTAGCGCAARTACTA
GACAGCCGAATGAACACGAAATACGACGAAAACGACAAACTAATACGAGAA
GTAAARGTAATAACGCTAAAAAGCAAACTAGTARGCGACTTCCGARAAGAC
TTCCAATTCTACAAAGTACGAGAAATAAACAACTACCACCACGCGCACGAC
GCGTACCTAAACGCGGTAGTAGGGACGGCGCTAATARAAARATACCCGARAA
CTAGAAAGCGAATTCGTATACGGGGACTACAAAGTATACGACGTACGAAAA
ATGATAGCGAARAGCGAACAACGAAATACGGARAGCGACGGCGAAATACTTC
TTCTACAGCAACATAATGAACTTCTTCAAAACGGAAATAACGCTAGCGAAC
GGGGAAATACGAAAACGACCGCTAATAGAAACGAACGGGGAAACGGGGGAA
ATAGTATGGGACAAAGGGCGAGACTTCGCGACGGTACGAMAAGTACTAAGC
ATGCCGCAAGTAAACATAGTAAAMAAMACGGAAGTACARAACGGGGGGGTTC
AGCAAAGAAAGCATACTACCGARACGAAACAGCGACAAACTAATAGCGCGA
AAAAAAGACTGGGACCCGAAAAAATACGGGGGGTTCGACAGCCCGACGGTA
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GCGTACAGCGTACTAGTAGTAGCGAAAGTAGAAARAGGGAAAAGCAAANAD
CTARAAAGCGTAAANGARCTACTAGGGATAACGATAATGGAACGAAGCAGC
TTCGAARARAACCCGATAGACTTCCTAGAAGCCGARAAGGGTACAAAGAAGTA
AAAAAAGACCTAATAATAAAACTACCGAAATACAGCCTATTCGAACTAGAA
AACGGGCGAARACGAATGCTAGCGAGCGCGGGGGAACTACARAMAGGGAAC
GAACTAGCGCTACCGAGCAAATACGTAAACTTCCTATACCTAGCGAGCCAC
TACGAAAAACTAAAAGCGAGCCCGGAAGACAACGAACAAAMACAACTATTC
GTAGAACAACACAAACACTACCTAGACGAAATAATAGAACAAATAAGCGAA
TTCAGCAAACGAGTAATACTAGCGGACGCGAACCTAGACAAAGTACTAAGT
GCGTACAACAAACACCGAGACARACCGATACGAGAACAAGCGGAARACATA
ATACACCTATTCACGCTAACGAACCTAGGGGCGCCGGCGGCGTTCAAATAC
TTCGACACGACGATAGACCGAARACGATACACGAGCACGAAAGAAGTACTA
GACGCGACGCTAATACACCAAAGCATAACGGGGCTATACGAAACGCGAATA
GACCTAAGCCAACTAGGGGGGCGACGGGGGGGGEAGCCCGAMARAAAANCCA
AAAGTATGA

Transcrito de
Cas9 com 5
UTR de HSD,
ORF
correspondente
a SEQ ID NO:
254, sequéncia
de Kozak e 3'
UTR de ALB

GGGTCCCGCAGTCGGCGTCCAGCGGCTCTGCTTGTTCGTGTGTGTGTCGTT
GCAGGCCTTATTCGGATCCGCCACCATGGACAARNAAATACAGCATAGGGCT
AGACATAGGGACGAACAGCGTAGGGTGGGCGGTAATAACGGACGAATACAA
AGTACCGAGCAAAAAATTCAAAGTACTAGGGAACACGGACCGACACAGCAT
AAAAAAAAACCTAATAGGGGCGCTACTATTCGACAGCGGGGAAACGGCGGA
AGCGACGCGACTAAAACGAACGGCGCGACGACGATACACGCGACGAARAAA
CCGAATATGCTACCTACAAGAAATATTCAGCAACGARATGGCGAAAGTAGA
CGACAGCTTCTTCCACCGACTAGAAGAAAGCTTCCTAGTAGAAGAACGACAR
AAAMCACGAACGACACCCGATATTCGGGAACATAGTAGACGAAGTAGCGTA
CCACGAAARATACCCGACGATATACCACCTACCGAAAANAACTAGTAGACAG
CACGGACAAAGCGGACCTACGACTAATATACCTAGCGCTAGCGCACATGAT
AAAATTCCGAGGGCACTTCCTAATAGAAGGGGACCTARACCCGGACAACAG
CGACGTAGACAAACTATTCATACAACTAGTACAAACGTACAACCAACTATT
CGAAGAAAACCCCGATARACGCCGAGCGGGGTAGACGCGAMAGCGATACTAAG
CGCGCGACTAAGCAAAAGCCGACGACTAGAARACCTAATAGCGCAACTACC
GGGGGAAAAARAAAACGGGCTATTCGGGAACCTAATAGCGCTAAGCCTAGG
GCTAACGCCGAACTTCAAAAGCAACTTCGACCTAGCGGAAGACGCGARAACT
ACAACTAAGCARAGACACGTACGACGACGACCTAGACAACCTACTAGCGCA
AATAGGGGACCAATACCGCGGACCTATTCCTAGCGGCGAAMAACCTAAGCGA
CGCGATACTACTAAGCGACATACTACGAGTARACACGGAAATAACGAAAGC
GCCGCTAAGCGCGAGCATGATARAACGATACGACGAACACCACCAAGACCT
AACGCTACTAARAGCGCTAGTACGACAACAACTACCGGAAAAATACAAAGA
AATATTCTTCGACCARAGCAAARACGGGTACGCGGGGTACATAGACGGGEE
GGCGAGCCAAGAAGAATTCTACAAATTCATAAARCCGATACTAGAAAAAAT
GGACGGGACGGAAGAACTACTAGTAAAACTARACCGAGAAGACCTACTACE
AAMMCAACGAACGTTCGACAACGGGAGCATACCGCACCAAATACACCTAGG
GGAACTACACGCGATACTACGACGACAAGAAGACTTCTACCCGTTCCTAAA
ACGACAACCGAGAAAAAATAGAARAAATACTAACGTTCCGAATACCGTACTA
CGTAGGGCCGUTAGCGUGAGGGAACAGCCGATTCGCGTGGATGACGCGAAA
AACGCGAAGAAACGATAACGCCCTGGAACTTCGAAGAAGTAGTAGACARAGE
GGCGAGCGCGCAAAGCTTCATAGAACGAATGACGAACTTCGACAAAAACCT
ACCGAACGAAARAGTACTACCGAAACACAGCCTACTATACGAATACTTCAC
GGTATACAACGAACTAACGAAAGTAAAATACGTAACGGAAGGGATGCGAAA
ACCGGCGTTCCTAAGCGGGGAACAARARAARGCGATAGTAGACCTACTATT
CAAMACGAACCGAARAGTAACGGTAAAACAACTAAAAGAAGACTACTTCAA
AAAAMATAGAATGCTTCGACAGCGTAGARATAAGCGGGGTAGAAGACCGATT
CAACGCGAGCCTAGGGACGTACCACGACCTACTAAAAATAATAAARGACAR
AGACTTCCTAGACAACGAAGAAAACGAAGACATACTAGAAGACATAGTACT
AACGCTAACGCTATTCGAAGACCGAGAAATGATAGAAGAACGACTAAMAAC
GTACGCGCACCTATTCGACGACAAAGTAATGAAACAACTAAARCGACGACG
ATACACGGGGTGGGGGCGACTARGCCGAMAACTAATARACGGGATACGAGA
CAAACAAAGCGGGAAAACGATACTAGACTTCCTAAAAAGCGACGGGTTCGC
GAACCGAAACTTCATGCAACTAATACACGACGACAGCCTAACGTTCAAAGA
AGACATACAAARAGCGCAAGTAAGCGGGCAAGGGGACAGCCTACACGAACA
CATAGCGARCCTAGCGGGGAGCCCGGCCATARANAMMCGGATACTACRAAC
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GGETAAAAGCTACTACACCAACTAGTAAAAGTAATCGCLCUCGACACAAACTUGGA
AAACATAGTAATAGAAATGGCGCGAGAARACCARACGACGCAAAAAGGGCA
AAAMAACAGCCGAGAACGAATGAAACGAATAGARGAAGGGATAAAAGAACT
AGGGAGCCAAATACTAAAAGAACACCCGGTAGARAACACGCAACTACALMAR
CGAMAAACTATACCTATACTACCTACARAACGGGCGAGACATGTACGTAGA
CCAAGAACTAGACATAAACCGACTAAGCGACTACGACGTAGACCACATAGT
ACCGCAAAGCTTCCTAAAAGACGACAGCATAGACAACAAAGTACTAACGCG
AAGCCGACARAAACCGAGGGAAARGCGACAACGTACCGAGCGAAGAAGTAGT
AAAAAAAATGARAAACTACTGGCGACAACTACTAAACGCGAAACTAATAAC
GCAACGAARATTCGACAACCTAACGAAAGCGGAACGAGGGGGGCTAAGCGA
ACTAGACAAAGCGGGGTTCATAAAACGACAACTAGTAGAAACGCGACAAAT
BRACGAAACACGTAGCGCAAATACTAGACAGCCGAATGAACACGAAATACGA
CGAAAACGACARACTAATACGAGAAGTAAAAGTAATAACGCTAAAAAGCAA
ACTAGTAAGCGACTTCCGARAAGACTTCCAATTCTACARAAGTACGAGARAT
AAACAACTACCACCACGCGCACGACGCGTACCTAAACGCGGTAGTAGGGAC
GGCGCTAATAAAAARATACCCGAAACTAGARAAGCGAATTCGTATACGGGGA
CTACAAAGTATACGACGTACGAAAAATGATAGCGAAAAGCGAACAAGAMAAT
AGGGAAAGCGACGGCGARATACTTCTTCTACAGCAACATAATGAACTTCTT
CAAAACGGAAATAACGCTAGCGAACGGGGAAATACCGAAAACGACCGCTAAT
AGAAACGAACGGGGAAACGGGGGARATAGTATGGGACAAAGGGCGAGACTT
CGCGACGGTACGAAAACTACTAAGCATGCCGCAAGTAAACATAGTAARAAR
AACGGAAGTACAAACGGGGGGGTTCAGCAMAGAAAGCATACTACCGAAACG
AAACAGCGACAAACTAATAGCGCGAAAAAAAGACTGGGACCCGAARARATA
CGGGGGGTTCGACAGCCCGACGGTAGCGTACAGCGTACTAGTAGTAGCGAA
AGTAGAAARAGGGAAAAGCAAARAACTAAAAACGCGTAAAAGAACTACTAGG
GATAACGATAATGGAACGAAGCAGCTTCGAARARAACCCGATAGACTTCCT
AGAAGCGARAGGGTACAAAGAAGTARAAAAAGACCTAATAATAARACTACC
GAAATACAGCCTATTCGAACTAGAARACGGGCGAAAACGAATGCTAGCGAG
CGCGGGGGAACTACAARAAGGGAACGAACTAGCGCTACCGAGCARATACGT
AAACTTCCTATACCTAGCGAGCCACTACGAAAANCTAAAAGGGAGCCCGGA
AGACAACGAACAAARAMCAACTATTCGTAGAACAACACAAACACTACCTAGA
CCAAATAATAGAACAAATAAGCGAATTCAGCAARCGAGTAATACTAGCGGA
CGCGAACCTAGACAAAGTACTAAGCGCGTACAACAAACACCGAGACAAACC
GATACGAGAACAAGCGGAAAACATAATACACCTATTCACGCTAACGAACCT
AGGGGCGCCGGCGGCGTTCAAATACTTCGACACGACGATAGACCGAAAACG
ATACACGAGCACGARAGAAGTACTAGACGCGACGCTAATACACCARAAGCAT
AACGGGGCTATACGAAACGCGAATAGACCTAAGCCAACTAGGGGGGGACGE
GGGGGGGAGCCCGAAAAAARMACGARARGTATGACTAGCCATCACATTTAR
AAGCATCTCAGCCTACCATGAGAATAAGAGAAAGAAAATGAAGATCAATAG
CTTATTCATCTCTTTTTCTTTTTCGTTGGTGTARAGCCAACACCCTGTCTA
AAAAACATAAATTTCTTTAATCATTTTGCCTCTTTTCTCTGTGCTTCAATT
BATAARAANTGGAAAGAACCTCGAG

Transcrito de
Cas9 com AGG
como primeiros
trés
nucleotideos
para uso com
CleanCapTM, 5'
UTR de HSD,
ORF
correspondente
a SEQ ID NO:
204, sequéncia
de Kozak e 3'

AGGTCCCGCAGTCGGCGETCCAGCGGCTCTGCTTGTTCGTGTGTGTGTCGTT
GCAGGCCTTATTCGGATCCGCCACCATGGACAAGAAGTACAGCATCGGACT
GGACATCGGAACAAACAGCGTCGGATGGGCAGTCATCACAGACGAATACAA
GGTCCCGAGCAAGAAGTTCAAGGTCCTGGGARACACAGACAGACACAGCAT
CAAGAAGAACCTGATCGGAGCACTGCTGTTCGACAGCGGAGAAACAGCAGA
AGCAACAAGACTGAAGAGAACAGCAAGAAGAAGATACACAAGAAGAAAGAA
CAGAATCTGCTACCTGCAGGAAATCTTCAGCAACGARATGGCAAAGGTCGA
CGACAGCTTCTTCCACAGACTGGAAGAAAGCTTCCTGGTCGAAGAAGACAA
GAAGCACGAARAGACACCCGATCTTCGGAAACATCGTCGACGAAGTCGCATA
CCACGAAAAGTACCCGACAATCTACCACCTGAGAAAGAAGCTGGTCGACAG
CACAGACAAGGCAGACCTGAGACTGATCTACCTGGCACTGGCACACATGAT
CAAGTTCAGAGGACACTTCCTGATCGAAGGAGACCTGAACCCGGACAACAG
CGACGTCGACAAGCTGTTCATCCAGCTGGTCCAGACATACAACCAGCTGTT
CGAAGAAAACCCGATCAACGCAAGCGGAGTCGACGCAAAGGCAATCCTGAG
CGCAAGACTGAGCAAGAGCAGAAGACTGGAARACCTGATCGCACAGCTGCC
GGGAGAAAAGAAGAMCGGACTGTTCGGAMACCTGATCGCACTGAGCCTGGE
ACTGACACCGARACTTCAAGAGCAACTTCGACCTGGCAGAAGACGCAAAGCT
GCAGCTGAGCAAGGACACATACGACGACGACCTGGACAACCTGCTGGCACA
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UTR de ALB

GATCGGAGACCAGTACGCAGACCTGTTCCTGGCAGCAAACGAACCTGAGCGA
CGCAATCCTGCTGAGCGACATCCTGAGAGTCAACACAGAMATCACAAAGGC
ACCGCTGAGCGCAAGCATGATCAAGAGATACGACGAACACCACCAGGACCT
GACACTGCTGAAGGCACTGGTCAGACAGCAGCTGCCGGAMAAGTACAAGGA
AATCTTCTTCGACCAGAGCAAGAACGGATACGCAGGATACATCGACGGAGG
AGCAAGCCAGGAAGAATTCTACAAGTTCATCAAGCCGATCCTGGARAAGAT
GGACGGAACAGAAGAACTGCTGGTCAAGCTGAACAGAGAACGACCTGCTGAG
AAAGCAGAGAACATTCGACAACGGAAGCATCCCGCACCAGATCCACCTGGE
AGAACTGCACGCAATCCTGAGAAGACAGGAAGACTTCTACCCGTTCCTGAA
GGACAACAGAGAAAAGATCGAARAGATCCTGACATTCAGAATCCCGTACTA
CGTCGGACCGCTGGCAAGAGGAAACAGCAGATTCGCATGGATGACAAGAAA
GAGCGAAGAAACAATCACACCGTGGAACTTCGAAGAAGTCGTCGACAAGGE
AGCAAGCGCACAGAGCTTCATCGAAAGAATGACAAACTTCGACAAGAACCT
GCCGAACGAAAACGTCCTGCCGAAGCACAGCCTGCTGTACGAATACTTCAC
AGTCTACAACGAACTGACAAAGGTCAAGTACGTCACAGAAGGAATGAGAAA
GCCGGCATTCCTGAGCGGAGAACAGAAGAAGGCAATCGTCGACCTGCTGTT
CAAGACAAACAGAAAGGTCACAGTCAAGCAGCTGAAGGAAGACTACTTCAA
GAAGATCGAATGCTTCGACAGCGTCGARATCAGCGGAGTCGARGACAGATT
CAACGCAAGCCTGGGAACATACCACGACCTGCTGAAGATCATCAAGGACAA
GGACTTCCTGGACAACGAAGAAARACGAAGACATCCTGGAAGACATCGTCCT
GACACTGACACTGTTCGAAGACAGAGAAATCGATCGAAGAAAGACTGAAGAC
ATACGCACACCTGTTCGACGACAAGGTCATGAAGCAGCTGAAGAGAAGAAG
ATACACAGGATGGGGAAGACTGAGCAGAAAGCTGATCAACGGAATCAGAGA
CAAGCAGAGCGGAAAGACAATCCTGGACTTCCTGAAGAGCGACGGATTCGC
AAACAGAAACTTCATGCAGCTGATCCACGACGACAGCCTGACATTCAAGGA
AGACATCCAGAAGGCACAGGTCAGCGGACAGGGAGACAGCCTGCACGAACA
CATCGCAAACCTGGCAGGAAGCCCGGCAATCAAGAAGGGAATCCTGCAGAC
AGTCAAGGTCGTCGACGAACTGGTCAAGGTCATGGGAAGACACAAGCCGGA
AAACATCGTCATCGAAATGGCARGAGARAACCAGACAACACAGARAGGGACA
GAAGAACAGCAGAGAAAGAATGAAGAGAATCGAAGAAGGAATCAAGGAACT
GGGAAGCCAGATCCTGAAGGAACACCCGGTCGARAACACACAGCTGCAGAA
CGAAAAGCTGTACCTGTACTACCTGCAGAACGGAAGAGACATGTACGTCGA
CCAGGAACTGGACATCAACAGACTGAGCGACTACGACGTCGACCACATCGT
CCCGCAGAGCTTCCTGAAGGACGACAGCATCGACAACAAGGTCCTGACAAG
AAGCGACAAGAACAGAGGAAAGAGCGACAACGTCCCGAGCGAAGAAGTCGT
CAAGAAGATGAAGAACTACTGGAGACAGCTGCTGAACGCAAAGCTGATCAC
ACAGAGAAAGTTCGACAACCTGACAAAGGCAGAGAGAGGAGGACTGAGCGA
ACTGGACAAGGCAGGATTCATCAAGAGACAGCTGGTCGAMACAAGACAGAT
CACAAAGCACGTCGCACAGATCCTGGACAGCAGAATGAACACAAAGTACGA
CGAAAACGACAAGCTGATCAGAGAAGTCAAGGTCATCACACTGAAGAGCAA
GCTGGTCAGCGACTTCAGAAAGGACTTCCAGTTCTACAAGGTCAGAGARAAT
CAACAACTACCACCACGCACACGACGCATACCTGAACGCAGTCGTCGGAAC
AGCACTGATCAAGAAGTACCCGAAGCTGGAAAGCGAATTCGTCTACGGAGA
CTACAAGGTCTACGACGTCAGAAAGATGATCGCAAAGAGCGARCAGGAAAT
CGGAAAGGCAACAGCAAAGTACTTCTTCTACAGCAACATCATGAACTTCTT
CAAGACAGAMATCACACTGGCARACGGAGAAATCAGAAAGAGACCGCTGAT
CGAAACAANCGGAGAAACAGGAGAAATCGTCTGGGACAAGGGAAGAGACTT
CGCAACAGTCAGAAAGGTCCTGAGCATGCCGCAGGTCAACATCGTCAAGAA
GACAGAAGTCCAGACAGGAGGATTCAGCAAGGARAGCATCCTGCCGAAGAG
AAACAGCGACAAGCTGATCGCAAGAAAGAAGGACTGGGACCCGAAGAAGTA
CGGAGGATTCGACAGCCCGACAGTCGCATACAGCGTCCTGGTCGTCGCAAA
GGTCGAAAAGGGAAAGAGCAAGAAGCTGAAGAGCGTCAAGGAACTGCTGGE
AATCACAATCATGGAAAGAAGCAGCTTCGAARAGAACCCGATCGACTTCCT
GGAAGCAAAGGGATACAAGGAAGTCAAGAAGGACCTGATCATCAAGCTGCC
GAAGTACAGCCTGTTCGAACTCGGAARACGGAAGAAACAGAATGCTGGCAAG
CGCAGGAGAACTGCAGAAGGGAAACGAACTGGCACTGCCGAGCAAGTACGT
CAACTTCCTGTACCTGGCAAGCCACTACGAARAGCTGAAGGGAAGCCCGGA
AGACAACGAACAGAAGCAGCTGTTCGTCGAACAGCACAAGCACTACCTGGA
CGAMATCATCGAACAGATCAGCGAATTCAGCAAGAGAGTCATCCTGGCAGA
CGCAAACCTGGACAAGGTCCTGAGCGCATACAACAAGCACAGAGACAAGCC
GATCAGAGAACAGGCAGAAAACATCATCCACCTGTTCACACTGACAAACCT
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GCECAGCACCGCCACCATTCAACTACT TCCGACACAACAATCCACACAAAGALG
ATACACAAGCACAAMAGGAAGTCCTGCGACCGCARCACTGATCCACCAGAGCAT
CACAGGACTGTACGAAACAAGAATCGACCTCGAGCCAGCTGGCGAGGAGACGE
AGGAGGAAGCCCGAACGAAGAAGAGAMAGCTCTAGCTAGCCATCACATTTAA
AAGCATCTCAGCCTACCATGACGAAT AACAGARAGAAMATCGAAGATCAATAG
CTTATTCATCTCTTTTTCTTTTTCGTTCGGTCTARAGCCAACACCCTGTCTA
AAAAACATAAATTTCTTTAATCATTTTGCCTCTTTTCTCTGTGCTTCAATT
AATAANAAATCGCAAACAACCTCGAG

Transcrito de
Cas9 com 5
UTR de CMV,
ORF
correspondente
a SEQ ID NO:
204, sequéncia
de Kozak e 3
UTR de ALB

GGGCAGATCGCCTGGAGACGCCATCCACGCTGTTTITGACCTCCATAGAAGA
CACCGGGACCGATCCAGCCTCCGCGGCCGGGAACGETGCATTGGAACGCGE
ATTCCCCGTGCCAAGAGTGACTCACCGTCCTTGACACGGCCACCATGGACA
AGAAGTACAGCATCGGACTGGACATCGGAACAARCAGCGTCGGATGGGCAG
TCATCACAGACGAATACAAGGTCCCGAGCAAGAAGTTCAAGGTCCTGGGAA
ACACAGACAGACACAGCATCAAGAAGAACCTGATCGGAGCACTGCTGTTCG
ACAGCGGAGAAACAGCAGAAGCAACAAGACTGAAGAGAACAGCAAGAAGAA
GATACACAAGAAGARAGAACAGAATCTGCTACCTGCAGGAAATCTTCAGCA
ACGAAATGGCAAAGGTCGACGACAGCTTCTTCCACAGACTGGAAGAAAGCT
TCCTGGTCGAAGAAGACAAGAAGCACGAMAGACACCCGATCTTCGGAAACA
TCGTCGACGAAGTCGCATACCACGAAAAGTACCCGACAATCTACCACCTGA
GAAAGAAGCTGGTCGACAGCACAGACAAGGCAGACCTGAGACTGATCTACC
TGGCACTGGCACACATGATCAAGTTCAGAGGACACTTCCTGATCGAAGGAG
ACCTGAACCCGGACAACAGCGACGTCGACAAGCTGTTCATCCAGCTGGTCC
AGACATACAACCAGCTGTTCGAAGAAAACCCGATCAACGCAAGCGGAGTCG
ACGCAAAGGCAATCCTGAGCGCAAGACTGAGCAAGAGCAGAAGACTGGAAA
ACCTGATCGCACAGCTGCCGGGAGAAAAGAAGAACGGACTGTTCGGAAACC
TGATCGCACTGAGCCTGGGACTGACACCGAACTTCAAGAGCAACTTCGACC
TGEGCAGAAGACGCAAACGCTGCAGCTGAGCAAGGACACATACGACGACGACC
TGGACAACCTGCTGGCACAGATCGGAGACCAGTACGCAGACCTGTTCCTGG
CAGCAAAGAACCTGAGCGACGCAATCCTGCTGAGCGACATCCTGAGAGTCA
ACACAGAAATCACAAAGGCACCGCTGAGCGCAAGCATGATCAAGAGATACG
ACGAACACCACCAGGACCTGACACTGCTGAAGGCACTGGTCAGACAGCAGT
TGCCGGAARAGTACAAGGAAATCTTCTTCGACCAGAGCAAGAACGGATACG
CAGGATACATCGACGGAGGAGCAAGCCAGGAAGAATTCTACAAGTTCATCA
AGCCGATCCTGGAAAAGATGGACGGAACAGAAGAACTGCTGGTCAAGCTGA
ACAGAGAAGACCTGCTGAGAAAGCAGAGAACATTCGACAACGGAAGCATCC
CGCACCAGATCCACCTGGGAGAACTGCACGCAATCCTGAGAAGACAGGAAG
ACTTCTACCCGTTCCTGAAGGACAACAGAGARANGATCGAAAAGATCCTGA
CATTCAGAATCCCGTACTACGTCGGACCGCTGGCAAGAGGAARCAGCAGAT
TCGCATGGATGACAAGAAAGAGCGAAGAAACAATCACACCGTGGAACTTCG
AAGAAGTCGTCGACAAGGGAGCAAGCGCACAGAGCTTCATCGAAAGAATGA
CAAACTTCGACAAGAACCTGCCGAACGAAMAGGTCCTGCCGAAGCACAGCC
TGCTGTACGAATACTTCACAGTCTACAACGAACTGACAAAGGTCAAGTACG
TCACAGAAGGAATGAGAAAGCCGGCATTCCTGAGCGGAGAACAGAACGAAGG
CAATCGTCGACCTGCTGTTCAAGACAAACAGAAAGGTCACAGTCAAGCAGC
TGAAGGAAGACTACTTCAAGAAGATCGAATGCTTCGACAGCGTCGAAATCA
GCGGAGTCGAAGACAGATTCAACGCAAGCCTGGGAACATACCACGACCTGC
TGAAGATCATCAAGGACAAGGACTTCCTGGACAACGAAGAAAACGAAGACA
TCCTGGAAGACATCGTCCTGACACTGACACTGTTCGAAGACAGAGAAATGA
TCGAAGAAAGACTGAAGACATACGCACACCTGTTCGACGACARGGTCATGA
AGCAGCTGAAGAGAAGAAGATACACAGGATGGGGAAGACTGAGCAGAAAGC
TGATCAACGGAATCAGAGACAAGCAGAGCGGAARGACAATCCTGGACTTCC
TCAAGAGCGACGGATTCGCAAACAGAAACTTCATGCAGCTGATCCACGACG
ACAGCCTGACATTCAAGGAAGACATCCAGAAGGCACAGGTCAGCGGACAGE
GAGACAGCCTGCACGAACACATCGCAAACCTGGCAGGAAGCCCGGCAATCA
AGAAGGGAATCCTGCAGACAGTCAAGGTCGTCGACGAACTGGTCAAGGTCA
TGEGAAGACACAAGCCGGAARACATCGTCATCGAAATGGCAAGAGAAANCC
AGACAACACAGAAGGGACAGAAGAACAGCAGAGAAAGAATGARGAGAATCG
AAGAAGGAATCAAGGAACTGGGAAGCCAGATCCTGAAGGAACACCCGGTCG
AAAACACACAGCTGCAGAACGAAARGCTGTACCTGTACTACCTGCAGAACG
GAAGAGACATGTACGTCGACCAGGAACTGGACATCAACAGACTGAGCGACT
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ACCGACCTCGACCACATUGTCCCGCAGAGCTTCCTGAAGGACGACAGCATCR
ACAACAAGGTCCTGACAAGAAGCGACAAGAACAGAGGAANGAGCGACAACG
TCCCGAGCGAAGAAGTCGTCAAGAAGATGAAGAACTACTGGAGACAGCTGC
TGAACGCAAAGCTGATCACACAGAGAAAGTTCGACAACCTGACAAAGGCAG
AGAGAGGAGGACTGAGCGAACTGGACAAGGCAGGATTCATCAAGAGACAGC
TGGTCGAAACAAGACAGATCACAAAGCACGTCGCACAGATCCTGGACAGCA
GAATGAACACAAAGTACGACGAAAACCGACAAGCTGATCAGAGAAGTCAAGE
TCATCACACTGAAGAGCAAGCTGGTCAGCGACTTCAGAAAGGACTTCCAGT
TCTACAAGGTCAGAGAAATCAACAACTACCACCACGCACACGACGCATACC
TGAACGCAGTCGTCGGAACAGCACTGATCAAGAAGTACCCGAAGCTGGAAR
GCGAATTCGTCTACGGAGACTACAAGGTCTACGACGTCAGAAAGATGATCG
CAAAGAGCGAACAGGAAATCGGAAAGGCAACAGCAAAGTACTTCTTCTACA
GCAACATCATGAACTTCTTCAAGACAGARATCACACTGGCAAACGGAGAAA
TCAGAAAGAGACCGCTGATCGARACAMACGGACGAAACAGGAGAAATCGTCT
GGGACAAGGGAAGAGACTTCGCAACAGTCAGAAAGGTCCTGAGCATGCCGC
AGGTCAACATCGTCAAGAAGACAGAAGTCCAGACAGGAGGATTCAGCAAGE
AAAGCATCCTGCCGAAGAGAAACAGCGACAAGCTGATCGCAAGAAAGAAGG
ACTGGGACCCGAAGAAGTACGGAGGATTCGACAGCCCGACAGTCGCATACA
GCGTCCTGGTCGTCGCAAAGGTCGAAAAGGCAARGAGCAACAAGCTCAACA
GCGTCAAGGAACTGCTGGGAATCACAATCATGGAAAGAAGCAGCTTCGAAA
AGAACCCGATCGACTTCCTGGAAGCAAAGGCGATACAAGGAAGTCAAGAAGE
ACCTGATCATCAAGCTGCCGAAGTACAGCCTGTTCGAACTGGAAAACGGAA
GAAAGAGAATGCTGGCAAGCGCAGGAGAACTGCAGAAGGGAAACGAACTGE
CACTGCCGAGCAAGTACGTCAACTTCCTGTACCTGGCAAGCCACTACGAAA
AGCTGAAGGGAAGCCCGGAAGACAACGAACAGAAGCAGCTGTTCGTCGAAC
AGCACAAGCACTACCTGGACGAAATCATCGAACAGATCAGCGAATTCAGCA
AGAGAGTCATCCTGGCAGACGCAAACCTGGACAAGGTCCTGAGCGCATACA
ACAAGCACAGAGACAAGCCGATCAGAGAACAGGCAGAAANCATCATCCACC
TGTTCACACTGACAAACCTGGGAGCACCGGCAGCATTCAAGTACTTCGACA
CAACAATCGACAGAAAGAGATACACAAGCACAAAGGAAGTCCTGGACGCAA
CACTGATCCACCAGAGCATCACAGGACTGTACGAAACAAGAATCGACCTGA
GCCAGCTGGGAGGAGACGGAGGAGGAAGCCCGAAGAAGAACGAGAAAGGTCT
AGCTAGCCATCACATTTAAAAGCATCTCAGCCTACCATGAGAATAAGAGAA
AGAAAATGAAGATCAATAGCTTATTCATCTCTTTTTCTTTTTCGTTGGTGT
AAAGCCAACACCCTGTCTAAAAAACATAAATTTCTTTAATCATTTTGCCTC
TTTTCTCTGTGCTTCAATTAATAAAAAATGGAAAGAACCTCGAG

Transcrito Cas9
com 5 UTR de
HBB, ORF
correspondente
a SEQ ID NO:
204, sequéncia
de Kozak e 3'
UTR de HBB

GGGACATTTGCTTCTGACACAACTGTGTTCACTAGCAACCTCAAACAGACA
CCGGATCTGCCACCATGGACAAGAAGTACAGCATCGGACTGGACATCGGAA
CAAACAGCGTCGGATGGGCAGTCATCACAGACGAATACAAGGTCCCGAGCA
AGAAGTTCAAGGTCCTGGGAAACACAGACAGACACAGCATCAAGAAGAACC
TGATCGGAGCACTGCTGCTTCGACAGCGCAGARACAGCAGAAGCAACAAGAC
TGAAGAGAACAGCAAGAAGAAGATACACAAGAAGAAAGAACAGAATCTGCT
ACCTGCAGGAAATCTTCAGCAACGAAATGGCAAAGGTCGACGACAGCTTCT
TCCACAGACTGGAAGAAAGCTTCCTGGTCGAAGAAGACAAGAAGCACGAAA
GACACCCGATCTTCGGAAACATCGTCGACGAAGTCGCATACCACGAAAAGT
ACCCGACAATCTACCACCTGAGAAAGAAGCTGGTCGACAGCACAGACAAGG
CAGACCTGAGACTGATCTACCTGGCACTGGCACACATGATCAAGTTCAGAG
GACACTTCCTGATCGAAGGAGACCTGAACCCGGACAACAGCGACGTCGACA
AGCTGTTCATCCAGCTGGTCCAGACATACAACCAGCTGTTCGAAGAARACC
CGATCAACGCAAGCGGAGTCGACGCAAAGGCAATCCTGAGCGCAAGACTGA
GCAAGAGCAGAAGACTGGARAACCTGATCGCACAGCTGCCGGGAGAARACA
AGAACGGACTGTTCGGAAACCTGATCGCACTGAGCCTGGGACTGACACCGA
ACTTCAAGAGCAACTTCGACCTGGCAGAAGACGCAARGCTGCAGCTGAGCA
AGGACACATACGACGACGACCTGGACAACCTGCTGGCACAGATCGGAGACC
AGTACGCAGACCTGTTCCTGGCAGCAAAGAACCTGAGCGACGCAATCCTGC
TGAGCGACATCCTGAGAGTCAACACAGARATCACAAAGGCACCGCTGAGCG
CAAGCATGATCAAGAGATACGACGAACACCACCAGGACCTGACACTGCTGA
AGGCACTGGTCAGACAGCAGCTGCCGGAMAAAGTACAAGGAMATCTTCTTCG
ACCAGAGCAAGAACGGATACGCAGGATACATCGACGGAGGAGCAAGCCAGG
AAGAATTCTACAAGTTCATCAAGCCGATCCTGGAAARGATGGACGGARCAG
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AACAACTCCTCETCAAGCTCAACACAGAAGACCTGUCTGACAAAGUACAGAR
CATTCGACAACGGAAGCATCCCGCACCAGATCCACCTGGGAGAACTGCACG
CAATCCTGAGAAGACAGGAAGACTTCTACCCGTTCCTGAAGGACAACAGAG
AAAAGATCGARAAGATCCTGACATTCAGAATCCCGTACTACGTCGGACCGC
TGCCAAGAGGAAACAGCAGATTCGCATGGATGACAAGAAACGAGCGAAGAAA
CAATCACACCGTGGAACTTCGAAGAAGTCGTCGACAAGGGAGCAAGCGCAC
AGAGCTTCATCGAAACGAATGACAARCTTCGACAAGAACCTGCCGAACGAAR
AGGTCCTGCCGAAGCACAGCCTGCTGTACGAATACTTCACAGTCTACAACE
AACTGACAAAGGTCAAGTACGTCACAGAAGGAATGAGAAAGCCGGCATTCC
TGAGCGGAGAACAGAAGAAGGCAATCGTCGACCTGCTGTTCAAGACAAACA
GAAAGGTCACAGTCAAGCAGCTGAAGGAAGACTACT TCAAGAAGATCGAAT
GCTTCGACAGCGTCGAAATCAGCGGAGTCGAAGACAGATTCAACGCAAGCC
TGGGAACATACCACGACCTGCTGAAGATCATCARGGACAAGGACTTCCTGG
ACAACGAAGARAACGAAGACATCCTGGAAGACATCCGTCCTGACACTGACAC
TGTTCGAAGACAGAGAAATGATCGAAGAMAGACTGAAGACATACGCACACC
TGTTCGACGACAAGGTCATGAAGCAGCTGAAGAGAAGAAGATACACAGGAT
GGGGAAGACTGAGCAGAAAGCTGATCAACGGAATCAGAGACAAGCAGAGCG
GAAAGACAATCCTGGACTTCCTGAAGAGCGACGGATTCGCAARCAGARACT
TCATGCAGCTGATCCACGACGACAGCCTGACATTCAAGGAAGACATCCAGA
AGGCACAGGTCAGCGGACAGGGAGACAGCCTGCACGAACACATCGCARACT
TGCCAGGAAGCCCGGCAATCAAGAAGGCGAATCCTGCAGACAGTCAAGGTCE
TCGACGAACTGGTCAAGGTCATGGGAAGACACAAGCCGGAAAACATCGTCA
TCCAAATGGCAAGAGAAAACCAGACAACACAGAAGGGACAGAAGARCAGCA
GAGAAAGAATGAAGAGAATCGAAGAAGGAATCAAGGAACTGGGAAGCCAGA
TCCTGAAGGAACACCCGGTCGARAACACACAGCTGCAGAACGAAAACGCTGT
ACCTGTACTACCTGCAGAACGGAAGAGACATGTACGTCGACCAGGAACTGG
ACATCAACAGACTGAGCGACTACGACGTCGACCACATCGTCCCGCAGAGCT
TCCTGAAGGACGACAGCATCGACAACAAGGTCCTGACAAGAAGCGACAAGA
ACAGAGGAAAGAGCGACAACGTCCCGAGCGAAGAAGCTCGTCAAGAACGATGA
AGAACTACTGGAGACAGCTGCTGAACGCAAAGCTGATCACACAGAGAAAGT
TCGACAACCTGACAAAGGCAGAGAGAGCGAGGACTGAGCGAACTGGACAAGE
CAGGATTCATCAAGAGACAGCTGGTCGAAACAAGACAGATCACARAGCACG
TCGCACAGATCCTGGACAGCAGAATGAACACAAAGTACGACGAAAACGACA
AGCTGATCAGAGAAGTCAAGGTCATCACACTGAAGAGCAAGCTGGTCAGCG
ACTTCAGAAAGGACTTCCAGTTCTACAAGGTCAGAGAAATCAACAACTACC
ACCACGCACACGACGCATACCTGAACGCAGTCGTCGGAACAGCACTGATCA
AGAAGTACCCGAAGCTGGAAAGCGAATTCGTCTACGGAGACTACAAGGTCT
ACGACGTCAGAAAGATGATCGCAAAGAGCGAACAGGARATCGGARRGGCAR
CAGCAAAGTACTTCTTCTACAGCAACATCATGAACTTCTTCAAGACAGAAA
TCACACTGGCAAACGGAGAAATCAGAAAGAGACCGCTGATCGAAACARNCE
GAGAAACAGGAGAAATCGTCTGGGACAAGGGAAGAGACTTCGCAACAGTCA
GAAAGGTCCTGAGCATGCCGCAGGTCAACATCCTCAAGAAGACAGAAGTCC
AGACAGGAGGATTCAGCAAGGAAAGCATCCTGCCGAAGAGAAACAGCGACA
AGCTGATCGCAAGAAAGAAGGACTGGGACCCGAAGAAGTACGGAGGATTCG
ACAGCCCGACAGTCGCATACAGCGTCCTGGTCGTCGCAAMGGTCGAAMAGE
GARAGAGCAAGAAGCTGAAGAGCGTCAAGGAACTGCTGGGAATCACAATCA
TGGAAAGAAGCAGCTTCGAARAGAACCCGATCGACTTCCTGGAAGCAMAGG
GATACAAGGAAGTCAAGAAGGACCTGATCATCAAGCTGCCGAAGTACAGCC
TGTTCGAACTGGAAAACGGAACAAAGACGAATGCTGCGCAAGCGCAGGAGAAC
TGCAGAAGGGAAACGAACTGGCACTGCCGAGCAAGTACGTCAACTTCCTGT
ACCTGGCAAGCCACTACGAAAAGCTGAAGGGAAGCCCGGAAGACAACGAAC
AGAAGCAGCTGTTCGTCGAACAGCACAAGCACTACCTGGACGAAATCATCG
AACAGATCAGCGAATTCAGCAAGAGAGTCATCCTGGCAGACGCAARCCTGE
ACAAGGTCCTGAGCGCATACAACAAGCACAGAGACAAGCCGATCAGAGAAC
AGGCAGAAAACATCATCCACCTGTTCACACTGACAAACCTGGGAGCACCGE
CAGCATTCAAGTACTTCGACACAACAATCGACAGAAAGAGATACACAAGCA
CAAAGGAAGTCCTGGACGCAACACTGATCCACCAGAGCATCACAGGACTGT
ACGAAACAAGAATCGACCTGAGCCAGCTGGGAGGAGACGGAGGAGGAAGCC
CGAAGAAGAAGAGAMAGGTCTAGCTAGCGCTCGCTTTCTTGCTGTCCAATT
TCTATTAAAGGTTCCTTTGTTCCCTAAGTCCAACTACTARACTGGGGGATA

TTATGAAGGGCCTTGAGCATCTGGATTCTGCCTAATAAAAMACATTTATTT
TCATTGCCTCGAG
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Transcrito de
Cas9 com 5
UTR de XBG,
ORF
correspondente
a SEQ ID NO:
204, sequéncia
de Kozak e 3'
UTR de XBG

GGGAAGCTCAGAATAARACGCTCAACTTTGGCCGGATCTGUTACCATGGACA
AGAAGTACAGCATCGGACTGGACATCGGAACAAACAGCGTCGGATGGGCAG
TCATCACAGACGAATACAAGGTCCCGAGCAAGAAGT TCAAGGTCCTGGGAA
ACACAGACAGACACAGCATCAAGAAGAACCTGATCGGAGCACTGCTGTTCG
ACAGCGGAGAAACAGCAGAAGCAACAAGACTGAAGAGAACAGCAAGARGAA
GATACACAAGAACAAAGAACAGAATCTGCTACCTGCAGGARATCTTCAGCA
ACGAAATGGCAAAGGTCGACGACAGCTTCTTCCACAGACTGGAAGAAAGCT
TCCTGGTCGAAGAAGACAAGAAGCACGAAACGACACCCGATCTTCGGARACA
TCGTCGACGAAGTCGCATACCACGAAAAGTACCCGACAATCTACCACCTGA
GAAAGAAGCTGGTCGACAGCACAGACAAGGCAGACCTGAGACTGATCTACC
TGGCACTGGCACACATGATCAAGTTCAGAGGACACTTCCTGATCGAAGGAG
ACCTGAACCCGGACAACAGCGACGTCGACAAGCTGTTCATCCAGCTGGTCC
AGACATACAACCAGCTGTTCGAAGARAACCCGATCAACGCAAGCGGAGTCG
ACGCAAAGGCAATCCTGAGCGCAAGACTGAGCAAGAGCAGAAGACTGGAAA
ACCTGATCGCACAGCTGCCGGGAGARAAGAAGANCGGACTGTTCGGAAACC
TGATCGCACTGAGCCTGGGACTGACACCGAACTTCAAGAGCAACTTCGACC
TGCCAGAAGACGCAAAGCTGCAGCTGAGCAAGGACACATACGACGACGACC
TGGACAACCTGCTGGCACAGATCGGAGACCAGTACGCAGACCTGTTCCTGG
CAGCAAAGAACCTGAGCGACGCAATCCTGCTGAGCGACATCCTGAGAGTCA
ACACAGAAATCACAAAGGCACCGCTGAGCGCAAGCATGATCAAGAGATACG
ACGAACACCACCAGGACCTGACACTGCTGAAGGCACTGGTCAGACAGCAGC
TGCCGGAAAAGTACAAGGARATCTTCTTCGACCAGAGCAAGARCGGATACG
CAGGATACATCGACGGAGGAGCAAGCCAGGAAGAATTCTACAAGTTCATCA
AGCCGATCCTGGAAMAGATGGACGGAACAGAAGAACTGCTGGTCAAGCTGA
ACAGAGAAGACCTGCTGAGAAAGCAGAGAACATTCGACAACGGAAGCATCC
CGCACCAGATCCACCTGGGAGAACTGCACGCAATCCTGAGAAGACAGGAAG
ACTTCTACCCGTTCCTGAAGGACAACAGAGARAAGATCGAAARGATCCTGA
CATTCAGAATCCCGTACTACGTCGGACCGCTGGCAAGAGGAAACAGCAGAT
TCGCATGGATGACAAGAAAGAGCGAAGAAACAATCACACCGTGGAACTTCG
AAGAAGTCGTCGACAAGGGAGCAAGCGCACAGAGCTTCATCGAAAGAATGA
CAAACTTCGACAAGAACCTGCCGAACGAAAAGGTCCTGCCGAAGCACAGCT
TGCTGTACGAATACTTCACAGTCTACAACGAACTGACAAAGGTCAAGTACG
TCACAGAAGGAATGAGAAAGCCGGCATTCCTGAGCGGAGAACAGAAGRAGE
CAATCGTCGACCTGCTGTTCAAGACAAACAGAAAGGTCACAGTCAAGCAGC
TGAAGGAAGACTACTTCAAGAAGATCGAATGCTTCGACAGCGTCGAAATCA
GCGGAGTCGAAGACAGATTCAACGCAAGCCTGGGAACATACCACGACCTGC
TGAAGATCATCAAGGACAAGGACTTCCTGGACAACGAAGAAARCGAAGACA
TCCTGGAAGACATCGTCCTGACACTGACACTGTTCGAAGACAGAGAARTGA
TCGAAGAAAGACTGAAGACATACGCACACCTGTTCGACGACAAGGTCATGA
AGCAGCTGAAGAGAAGAAGATACACAGGATGGGGAAGACTGAGCAGARAGC
TGATCAACGGAATCAGAGACAAGCAGAGCGCGAAAGACAATCCTGGACTTCC
TGAAGAGCGACGGATTCGCAAACAGAAACTTCATGCAGCTGATCCACGACG
ACAGCCTGACATTCAAGGAAGACATCCAGAAGGCACAGGTCAGCGGACAGE
GAGACAGCCTGCACGAACACATCGCAAACCTGGCAGGAAGCCCGGCAATCA
AGAAGGGAATCCTGCAGACAGTCAAGGTCGTCGACGAACTGGTCAAGGTCA
TGGGAAGACACAAGCCGGAAAACATCGTCATCGAAATGGCAAGAGAAAACC
AGACAACACAGAAGGGACAGAAGAACAGCAGAGAAAGAATGARGAGARATCG
AAGAAGGAATCAAGGAACTGGGAAGCCAGATCCTGAAGGAACACCCGGTCG
AAAACACACAGCTGCAGAACGARAAGCTGTACCTGTACTACCTGCAGAACE
GAAGAGACATGTACGTCGACCAGGAACTGGACATCAACAGACTGAGCGACT
ACGACGTCGACCACATCGTCCCGCAGAGCTTCCTGAAGGACGACAGCATCG
ACAACAAGGTCCTGACAAGAAGCGACAAGAACAGAGGAANGAGCGACAACG
TCCCGAGCGAAGAAGTCGTCAAGAAGATGAAGAACTACTGGAGACAGCTGC
TGAACGCAAAGCTGATCACACAGAGAAAGTTCGACAACCTGACAARGGCAG
AGAGAGGAGGACTGAGCGAACTGGACAAGGCAGGATTCATCAAGAGACAGC
TGGCTCGAAACAAGACAGATCACAAAGCACGTCGCACAGATCCTGGACAGCA
GAATGAACACAAAGTACGACGARARCGACAAGCTGATCAGAGAAGTCAAGG
TCATCACACTGAAGAGCAAGCTGGTCAGCGACTTCAGAAAGGACTTCCAGT
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TCTACAAGGTCAGAGAAATCAACAACTACCACCACGCACACGACGCATACT
TGAACGCAGTCGTCGGAACAGCACTGATCAAGARGTACCCGAAGCTGGAAR
GCGAATTCGTCTACGGAGACTACAAGGTCTACGACGTCAGAAAGATCGATCG
CAMAGAGCGAACAGGAAATCGGAAAGGCAACAGCAAAGTACTTCTTCTACA
GCAACATCATGAACTTCTTCAAGACAGAAATCACACTGGCAAACGGAGAAR
TCAGAAAGAGACCGCTGATCGAAACAAACGGAGAAACAGGAGAAATCGTCT
GGGACAAGGGAAGAGACTTCGCAACAGTCAGAARGGTCCTGAGCATGCCGC
AGGTCAACATCGTCAAGAAGACAGAAGTCCAGACAGGAGGATTCAGCAAGE
AAAGCATCCTGCCGAAGAGAAACAGCGACAAGCTGATCGCAAGAAAGAAGE
ACTGGGACCCGAAGAAGTACGGAGGATTCGACAGCCCGACAGTCGCATACA
GCGTCCTGGTCGTCGCAAAGGTCGAAAAGGGAARGAGCAAGAAGCTGAAGA
GCGTCAAGGAACTGCTGGGAATCACAATCATGCGAAAGAAGCAGCTTCGAAR
AGAACCCGATCGACTTCCTGGAAGCAAAGGGATACAAGGAAGTCAAGARAGG
ACCTGATCATCAAGCTGCCGAAGTACAGCCTGTTCCGAACTGGAARACGGAR
GAAAGAGAATGCTGGCAAGCGCAGGAGAACTGCAGAAGGGAAACGAACTGE
CACTGCCGAGCAAGTACGTCAACTTCCTGTACCTGGCAAGCCACTACGAAR
AGCTGAAGGGAAGCCCGGAAGACAACGAACAGAAGCAGCTGTTCGTCGAAC
AGCACAAGCACTACCTGGACGAAATCATCGAACAGATCAGCGAATTCAGCA
AGAGAGTCATCCTGGCAGACGCAAACCTGGACAAGGTCCTGAGCGCATACA
ACAAGCACAGAGACAAGCCGATCAGAGAACAGGCAGAAAACATCATCCACT
TGTTCACACTGACAAACCTGGGAGCACCGGCAGCATTCAAGTACTTCGACA
CAACAATCGACAGAAAGAGATACACAAGCACAAAGGAAGTCCTGGACGCAA
CACTGATCCACCAGAGCATCACAGGACTGTACGAAACAAGAATCGACCTGA
GCCAGCTGGGAGGAGACGGAGGAGGAAGCCCGAAGAAGAAGAGAAAGGTCT
AGCTAGCACCAGCCTCAAGAACACCCGAATGGAGTCTCTAAGCTACATAAT
ACCAACTTACACTTTACAARATGTTGTCCCCCARAATGTAGCCATTCGTAT
CTGCTCCTAATAARAAGAAAGTTTCTTCACATTCTCTCGAG

Transcrito de
Cas9 com AGG
como trés
primeiros
nucleotideos
para uso com
CleanCap™, 5'
UTR de XBG,
ORF
correspondente
a SEQ ID NO:
204, sequéncia
de Kozak e 3
UTR de XBG

AGGAAGCTCAGAATAAACGCTCAACTTTGGCCGGATCTGCCACCATGGACA
AGAAGTACAGCATCGGACTGGACATCGGAACAARCAGCGTCGGATGGGCAG
TCATCACAGACGAATACAAGGTCCCGAGCAAGARGTTCAAGGTCCTGGGAA
ACACAGACAGACACAGCATCAAGAAGAACCTGATCGGAGCACTGCTGTTCG
ACAGCGGAGAAACAGCAGAAGCAACAACGACTGAAGAGAACAGCAAGAAGAR
GATACACAAGAAGAAAGAACAGAATCTGCTACCTGCAGGAAATCTTCAGCA
ACGAAATGGCAAAGGTCGACGACAGCTTCTTCCACAGACTGGAAGAAAGCT
TCCTGGTCGAAGAAGACAAGAAGCACGAAAGACACCCGATCTTCGGAAACA
TCGTCGACGAAGTCGCATACCACGAAAAGTACCCGACAATCTACCACCTGA
GAMAAGAAGCTGGTCGACAGCACAGACAAGGCAGACCTGAGACTGATCTACC
TGGCACTGGCACACATCGATCAAGTTCAGAGGACACTTCCTGATCGAAGGAG
ACCTGAACCCGGACAACAGCGACGTCGACAAGCTGTTCATCCAGCTGGTCC
AGACATACAACCAGCTGTTCGAAGAARAACCCGATCAACGCAAGCGGAGTCG
ACGCAAAGGCAATCCTGAGCGCAAGACTGAGCAAGAGCAGAAGACTGGAAA
ACCTGATCGCACAGCTGCCGGGAGAAAAGAAGAACGGACTGTTCGGAAACC
TGATCGCACTGAGCCTGGGACTGACACCGAACTTCAAGAGCAACTTCGACC
TGGCAGAAGACGCAAAGCTGCAGCTGAGCAAGGACACATACGACGACGACC
TGGACAACCTGCTGGCACAGATCGGAGACCAGTACGCAGACCTGTTCCTGE
CAGCAAAGAACCTGAGCGACGCAATCCTGCTGAGCGACATCCTGAGAGTCA
ACACAGAAATCACARAGGCACCGCTGAGCGCAAGCATGATCAAGAGATACG
ACGAACACCACCAGGACCTGACACTGCTGAAGGCACTGGTCAGACAGCAGC
TGCCGGARAAGTACAAGGARATCTTCTTCGACCAGAGCAAGARCGGATACG
CAGGATACATCGACGGAGGAGCAAGCCAGGAAGAATTCTACAAGTTCATCA
AGCCGATCCTGGAAAACGATGGACGGAACAGAAGAACTGCTGGTCAAGCTGA
ACAGAGAAGACCTGCTGAGAAAGCAGAGAACATTCGACAACGGAAGCATCC
CGCACCAGATCCACCTGGGAGAACTGCACGCAATCCTGAGAAGACAGGAAG
ACTTCTACCCGTTCCTGAAGGACAACAGAGAAANGATCGAAAAGATCCTGA
CATTCAGAATCCCGTACTACGTCGGACCGCTGGCAAGAGGAAACAGCAGAT
TCGCATGGATGACAAGAAAGAGCGAAGARACAATCACACCGTGGAACTTCG
AAGAAGTCGTCGACAAGGGAGCAAGCGCACAGAGCTTCATCGAAAGAATGA
CAMACTTCGACAAGAACCTGCCGAACGARAAGGTCCTGCCGAAGCACAGCC
TGCTGTACGAATACTTCACAGTCTACAACGAACTGACAAAGGTCAAGTACG
TCACAGAAGGAATGAGAAAGCCGGCATTCCTGAGCGGAGAACAGAAGANGE
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CAATCGTCGACCTGCTGTTCAAGACARACACAAAGCTCACAGTCAAGCAGC
TGAAGGAAGACTACTTCAAGAAGATCGAATGCTTCGACAGCGTCGAAATCA
GCGEAGTCGAAGACACGATTCAACGCAAGCCTGGGAACATACCACGACCTGE
TCGAAGATCATCAAGGACAAGGACTTCCTGGACARCGAACAAAACGAAGACA
TCCTGGAAGACATCGTCCTGACACTGACACTGTTCCAACACAGAGAAATGA
TCGAAGAAAGACTGAAGACATACGCACACCTGTTCGACGACAAGGTCATGA
AGCAGCTGAAGACAACAAGATACACACCATCGCGAAGACTCAGCAGAAAGE
TCATCAACGGAATCACAGACAAGCCAGACGCGCAANGACAATCCTGCGACTTCC
TGAAGAGCGACGGATTCGCAAACAGAAACTTCATGCAGCTGATCCACGACG
ACAGCCTGACATTCAAGGAAGACATCCAGAAGGCACAGGTCAGCGGACAGE
GAGACAGCCTGCACGAACACATCGCAAACCTGGCAGGAAGCCCGGCAATCA
AGAAGGGAATCCTGCAGACAGTCAAGGTCGTCCGACGAACTCGGTCAAGGTCA
TGGGAAGACACAAGCCGGAARACATCGTCATCGARATGGCAAGAGAAAACT
ACGACAACACAGAAGGCACAGAAGAACAGCAGACGAAAGAATCARGAGAATCE
AAGAAGGAATCAAGGAACTGGGAAGCCAGATCCTGAAGGAACACCCGGTCG
AAMACACACAGCTGCAGAACGARAAGCTGTACCTGTACTACCTGCAGAACG
GAAGAGACATGTACGTCGACCAGGAACTGGACATCAACAGACTGAGCGACT
ACGACGTCGACCACATCGTCCCGCAGAGCTTCCTGAAGCGACGACAGCATCE
ACAACAAGGTCCTCGACAAGAAGCGACAAGAACAGAGGAAACAGCCGACAACE
TCCCGAGCGAAGAAGTUGTCAAGAAGATGAAGAACTACTGGAGACAGCTGC
TCAACGCARAAGCTCATCACACAGAGAAAGTTCCACAACCTCACAANCGCAG
AGAGAGGAGGACTGAGCGAACTGGACAAGGCAGGATTCATCAAGAGACAGC
TCETCGAAACAACACACATCACAAAGCCACGTCGCACAGATCCTGGACAGCA
GAATGAACACARAAGTACGACGAAAACGACAAGCTGATCAGAGAAGTCAAGG
TCATCACACTGAACGAGCAAGCTGGTCAGCGACTTCAGAAACCGACTTCCAGT
TCTACAAGGTCAGAGAAATCAACAACTACCACCACGCACACGACGCATACC
TCAACGCAGTCGTCGGAACAGCACTGATCAAGARGTACCCGAAGCTGGAAN
GCGAATTCGTCTACGGAGACTACAAGGTCTACGACGTCAGAAAGATGATCG
CAMACAGCGARCAGGAMATCGCAAMGGCAACACGCAAMCTACTTCTTCTACA
GCAACATCATGAACTTCTTCAAGACAGAAATCACACTGGCAAACGGAGAAR
TCAGARAGAGACCGCTCGATCGARACAAACGCGACGARACAGGAGAAATCGTCT
GGGACAAGGGAACACACTTCGCAACAGCTCAGAAAGCTCCTCAGCATGCCGE
AGGTCAACATCGTCAAGAAGACAGAAGTCCAGACAGGAGGATTCAGCAAGE
AAACCATCCTGCCGAAGAGAAACAGCCACAAGCTGATCGCAAGAAAGAAGE
ACTGGGACCCGAAGAAGTACGGAGGATTCGACAGCCCGACAGTCGCATACA
GCGTCCTGGTCGTCCCAAAGGTCCGARAAGCGCGAANGAGCAMCGAAGCTGAAGA
GCGTCAAGGAACTGCTGGGAATCACAATCATCGAAAGAAGCAGCTTCGAAA
AGAACCCGATCGACTTCCTGGAAGCAMAGGCGATACAACGCAAGTCARGAAGE
ACCTGATCATCAAGCTGCCGAAGTACAGCCTGTTCGAACTGGAAAACGGAA
GAMACGAGAATGCTGCGCAAGCGCAGCGAGAACTGCAGAACGGAMACCRAACTGE
CACTGCCGAGCAAGTACGTCAACTTCCTGTACCTGGCAAGCCACTACGAAA
AGCCTGAACGGGAAGCCCCGGARAGACAACCAACAGARGCAGCTGTTCGTCGAAC
AGCACAAGCACTACCTGCGACGAMATCATCGAACAGATCAGCGAATTCAGCA
AGAGAGTCATCCTGGCAGACGCAAACCTGGACAAGGTCCTGAGCGCATACA
ACAAGCACAGAGACAAGCCGATCAGACGAACAGGCAGAAAMCATCATCCACC
TGTTCACACTGACAAACCTGGGAGCACCGGCAGCATTCAAGTACTTCGACA
CAACAATCGACAGAMAGAGATACACAAGCACAANGGAACTCCTGGACGCAA
CACTGATCCACCAGAGCATCACAGGACTGTACGAAACAAGAATCGACCTGA
GCCAGCTGGGAGGAGACGCGAGCAGCAAGCCCGAAGAACAACAGAMACGTCT
AGCTAGCACCAGCCTCAAGAACACCCGAATGGAGTCTCTAAGCTACATAAT
ACCAACTTACACTTTACAARATCTTGTCCCCCARAATCTAGCCATTCGTAT
CTGCTCCTAATAAAAAGAAAGTTTCTTCACATTCTCTCGAG

Transcrito de
Cas9 com AGG
como trés
primeiros
nucleotideos
para uso com
CleanCap™, 5'
UTR de HSD,

AGGTCCCGCACGTCEGCETCCAGCGGECTCTGCTTEGTTCGTGTGTGTGTCGTT
GCAGGCCTTATTCGGATCCGCCACCATGGACAAGAAGTACAGCATCGGACT
GGACATCGGAACARACAGCGTCGGATGGGCAGTCATCACAGACGAATACAA
GGTCCCGAGCAAGAAGTTCAAGGTCCTGGGARACACAGACAGACACAGCAT
CAAGAAGAACCTGATCGGAGCACTGCTGTTCGACAGCGGAGAAACAGCAGA
AGCAACAAGACTGAAGAGAACAGCAAGAAGAAGATACACAAGAAGAANGAN
CAGAATCTGCTACCTGCAGGAAATCTTCAGCAACGAAATGGCAAAGGTCGA
CGACAGCTTCTTCCACAGACTGGAAGARAGCTTCCTGGTCGARGARAGACAR

261
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correspondente
a SEQ ID NO:
204, sequéncia
de Kozak e 3'
UTR de ALB

CAATCGTCGACCTGCTGTTCAAGACARACACGAAAGGTCACAGTCAACGCAGT
TGAAGGAAGACTACTTCAAGAAGATCGAATGCTTCGACAGCGTCGAAATCA
GCGGAGTCGAAGACAGATTCAACGCAAGCCTGGGAACATACCACGACCTGE
TGAAGATCATCAAGGACAAGGACTTCCTGGACAACGAAGAAAACGAAGACA
TCCTGGAAGACATCGTCCTGACACTGACACTGTTCGAACGACAGAGAAATGA
TCGAAGAAAGACTGAAGACATACGCACACCTGTTCGACGACAAGGTCATGA
AGCAGCTGAAGAGAAGAAGATACACAGCGATCGGGGAAGACTGAGCAGARAGT
TGATCAACGGAATCAGAGACAAGCAGAGCGGAAAGACAATCCTGGACTTCC
TGAAGAGCGACGGATTCGCAAACAGAAACTTCATGCAGCTGATCCACGACG
ACAGCCTGACATTCAAGGAAGACATCCAGAAGGCACAGGTCAGCGGACAGE
GAGACAGCCTGCACGAACACATCGCAAACCTGGCAGGAAGCCCGGCAATCA
AGAAGGGAATCCTGCAGACAGTCAAGGTCGTCGACGAACTGGTCAAGGTCA
TGGGAAGACACAAGCCGGAAAACATCGTCATCGAAATGGCAAGAGAAAACC
AGACAACACAGAAGGGACAGAAGAACAGCAGAGAAAGAATGAAGAGAATCE
AAGAAGGAATCAAGGAACTGGGAAGCCAGATCCTGAAGGAACACCCGGTCG
AAAACACACAGCTGCAGAACGARAAGCTGTACCTGTACTACCTGCAGAACE
GAAGAGACATGTACGTCGACCAGGAACTGGACATCAACAGACTGAGCGACT
ACGACGTCGACCACATCGTCCCGCAGAGCTTCCTGAAGGACGACAGCATCE
ACAACAAGGTCCTGACAAGAAGCGACAAGAACAGAGGAAAGAGCGACAACE
TCCCGAGCGARGAAGTCGTCAAGAAGATGAAGAACTACTGGAGACAGCTGC
TGAACGCAAAGCTGATCACACAGAGAAAGTTCGACAACCTGACAAAGGCAG
AGAGAGGAGGACTGAGCGAACTGGACAAGGCAGGATTCATCAAGAGACAGC
TGETCGAAACAAGACAGATCACAAAGCACGTCGCACAGATCCTGGACAGCA
GAATGAACACAAAGTACGACGAAAACGACAAGCTGATCAGAGAAGTCAAGG
TCATCACACTGAAGAGCAAGCTGGTCAGCGACTTCAGAAAGGACTTCCAGT
TCTACAAGGTCAGAGAAATCAACAACTACCACCACGCACACGACGCATACC
TGAACGCAGTCGTCGGAACAGCACTGATCAAGAAGTACCCGAAGCTGGAAR
GCGAATTCGTCTACGGAGACTACAAGGTCTACGACGTCAGAAAGATGATCG
CAAAGAGCGARCAGGARATCGGAAAGGCAACAGCARAGTACTTCTTCTACA
GCAACATCATGAACTTCTTCAAGACAGAAATCACACTGGCAAACGGAGAAA
TCAGAAAGAGACCGCTGATCGARACAAACGGAGAAACAGGAGAAATCGTCT
GGGACAAGGGAAGAGACTTCGCAACAGTCAGAAAGGTCCTGAGCATGCCGC
AGGTCAACATCGTCAAGAAGACAGAAGTCCAGACAGGAGGATTCAGCAAGE
AAAGCATCCTGCCGAAGAGAAACAGCGACAAGCTGATCGCAAGAAAGAAGE
ACTGGGACCCGAAGAAGTACGGAGGATTCGACAGCCCGACAGTCGCATACA
GCGTCCTGGTCGTCGCARAGGTCGAMAAGGGAANGAGCARGAAGCTGAAGA
GCGTCAAGGAACTGCTGGGAATCACAATCATGGAAAGAAGCAGCTTCGAAA
AGAACCCGATCGACTTCCTGGARGCARAGGGATACAAGGAAGTCAAGRAGE
ACCTGATCATCAAGCTGCCGAAGTACAGCCTGTTCGAACTGGAAAACGGAA
GAAAGAGAATGCTGGCAAGCGCAGGAGAACTGCAGARGGGARACGAACTGE
CACTGCCGAGCAAGTACGTCAACTTCCTGTACCTGGCAAGCCACTACGAAA
AGCTGAAGGGAAGCCCGGARGACAACGAACAGAAGCAGCTGTTCGTCGAAC
AGCACAAGCACTACCTGGACGARATCATCGAACAGATCAGCGAATTCAGCA
AGAGAGTCATCCTGGCAGACGCAAACCTGGACAAGGTCCTGAGCGCATACA
ACAAGCACAGAGACAAGCCGATCAGAGAACAGGCAGAAAMCATCATCCACC
TGTTCACACTGACAAACCTGGGAGCACCGGCAGCATTCAAGTACTTCGACA
CAACAATCGACAGARAGAGATACACAAGCACAANAGGAAGTCCTGGACGCAA
CACTGATCCACCAGAGCATCACAGGACTGTACGAAACAAGAATCGACCTGA
GCCAGCTGGGAGGAGACGCGAGCGAGGAACCCCGAAGAAGAAGAGARACGGTCT
AGCTAGCACCAGCCTCAAGAACACCCGAATGGAGTCTCTAAGCTACATAAT
ACCAACTTACACTTTACAARATGTTGTCCCCCAAAATGTAGCCATTCGTAT
CTGCTCCTAATAAAAAGAAAGTTTCTTCACATTCTCTCGAG
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GAAGCACGAAAGACACCCGATCTTCGGAAACATCGTCGACGAAGTCGCATA
CCACGAAAAGTACCCGACAATCTACCACCTGAGAAAGAAGCTGGTCGACAG
CACAGACAAGGCAGACCTGAGACTGATCTACCTGGCACTGGCACACATGAT
CAAGTTCAGAGGACACTTCCTGATCGAAGGAGACCTGAACCCGGACAACAG
CGACGTCGACAAGCTGTTCATCCAGCTGGTCCAGACATACAACCAGCTGTT
CGAAGAAAACCCGATCAACGCAAGCGGAGTCGACGCARAGGCAATCCTGAG
CGCAAGACTGAGCAAGAGCAGAAGACTCGGAARACCTGATCGCACAGCTGCC
GGGAGAAAAGAACGAACGGACTCTTCGGAAACCTGATCGCACTGAGCCTGGE
ACTGACACCGAACTTCAAGAGCAACTTCGACCTGGCAGAAGACGCAAAGCT
GCAGCTGAGCAAGGACACATACGACGACGACCTGGACAACCTGCTGGCACA
GATCGGAGACCAGTACGCAGACCTGTTCCTGGCAGCAAAGAACCTGAGCGA
CGCAATCCTGCTGAGCGACATCCTGAGAGTCAACACAGAAATCACAAAGGC
ACCGCTGAGCGCAAGCATGATCAAGAGATACGACGAACACCACCAGGACCT
GACACTGCTGAAGGCACTGGTCAGACAGCAGCTGCCGGAMMAGTACAAGGA
AATCTTCTTCGACCAGAGCAAGAACGGATACGCAGGATACATCGACGGAGG
AGCAAGCCAGGAAGAATTCTACAAGTTCATCAAGCCGATCCTGGARAARGAT
GGACGGAACAGAAGAACTGCTGGTCAAGCTGAACAGAGAAGACCTGCTGAG
AAAGCAGAGAACATTCGACAACGGAAGCATCCCGCACCAGATCCACCTGGE
AGAACTGCACGCAATCCTGAGAAGACAGGAAGACTTCTACCCGTTCCTGAA
GGACAACAGAGAAAAGATCGAAAAGATCCTGACATTCAGAATCCCGTACTA
CGTCGGACCGCTGGCAAGAGGARACAGCAGATTCGCATGGATGACRAGAAA
GAGCGAAGAAACAATCACACCGTGGAACTTCGAAGAAGTCGTCGACAAGGE
AGCAAGCGCACAGAGCTTCATCGAAAGAATCGACAAACTTCGACAAGAACCT
GCCGAACGAAAAGGTCCTGCCGAAGCACAGCCTGCTGTACGAATACTTCAC
AGTCTACAACGAACTGACARAGGTCAAGTACGTCACAGAAGGAATGAGAAR
GCCGGCATTCCTGAGCGGAGAACAGAAGAAGGCAATCGTCGACCTGCTGTT
CAAGACAAACAGAAAGGTCACAGTCAAGCAGCTGAAGGAAGACTACTTCAR
GAAGATCGAATGCTTCGACAGCGTCGAAATCAGCGGAGTCGAAGACAGATT
CAACGCAAGCCTGGGAACATACCACGACCTGCTGAAGATCATCAAGGACAR
GGACTTCCTGGACAACGAAGAAAACGAAGACATCCTGGAAGACATCGTCCT
GACACTGACACTGTTCGAAGACAGAGARATCATCGAAGAMAGACTGAAGAC
ATACGCACACCTGTTCGACGACAAGGTCATGAAGCAGCTGAAGAGAAGRAG
ATACACAGGATGGGGAAGACTGAGCAGAAAGCTGATCAACGGAATCAGAGA
CAAGCAGAGCGGAAAGACAATCCTGGACTTCCTGAAGAGCGACGGATTCGC
AAACAGAAACTTCATGCAGCTGATCCACGACGACAGCCTGACATTCAAGGA
AGACATCCAGAAGGCACAGGTCAGCGGACAGGGAGACAGCCTGCACGAACA
CATCGCAARACCTGGCAGGAAGCCCGGCAATCAAGAAGGGAATCCTGCAGAC
AGTCAAGGTCGTCGACGAACTGGTCAAGGTCATGGGAAGACACAAGCCGGA
AARCATCGTCATCGAAATGGCAAGAGAAAACCAGACAACACAGAAGGGACA
GAAGAACAGCAGAGAAAGAATGAAGAGAATCGAAGAAGGAATCAAGGAACT
GGGAAGCCAGATCCTGAAGGAACACCCGGTCGARAACACACAGCTGCAGAA
CGAAAAGCTGTACCTGTACTACCTGCAGAACGGAACGAGACATGTACGTCGA
CCAGGAACTGGACATCAACAGACTGAGCGACTACGACGTCGACCACATCGT
CCCGCAGAGCTTCCTGAAGGACGACAGCATCGACAACAAGGTCCTGACAAG
AAGCGACAAGAACAGAGGAAAGAGCGACAACGTCCCGAGCGAAGAAGTCGT
CAAGAAGATGARAGAACTACTGGAGACAGCTGCTGAACGCAAAGCTGATCAC
ACAGAGAAAGTTCGACAACCTGACAAAGGCAGAGAGAGGAGGACTGAGCGA
ACTGGACAAGGCAGGATTCATCAAGAGACAGCTGGTCGARACAAGACAGAT
CACAAAGCACGTCGCACAGATCCTGGACAGCAGAATGAACACAAAGTACGA
CGAAAACGACAAGCTGATCAGAGAAGTCAAGGTCATCACACTGAAGAGCAA
GCTGGTCAGCGACTTCAGAAAGGACTTCCAGTTCTACAAGGTCAGAGARAT
CAACAACTACCACCACGCACACGACGCATACCTGAACGCAGTCGTCGGAAC
AGCACTGATCAAGAAGTACCCGAAGCTGGAAAGCGAATTCGTCTACGGAGA
CTACAAGGTCTACGACGTCAGAAAGATGATCGCAAAGAGCGAACAGGAAAT
CGGAAAGGCAACAGCAAAGTACTTCTTCTACAGCAACATCATGAACTTCTT
CAAGACAGAAATCACACTGGCARACGGAGAAATCAGAAAGAGACCGCTGAT
CGAAACAAACGGAGAAACAGGAGAAATCGTCTGGGACAAGGGAAGAGACTT
CGCAACAGTCAGAAAGGTCCTGAGCATGCCGCAGGTCAACATCGTCAAGAA
GACAGAAGTCCAGACAGGAGGATTCAGCAAGGARAGCATCCTGCCGAAGAG
AAACAGCGACAAGCTGATCGCAAGAMAGAAGGACTGGGACCCGAAGAAGTA
CGGAGGATTCGACAGCCCGACAGTCGCATACAGCGTCCTGGTCGTCGCAAA
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GGETCGAAAAGCECAAAGAGCAACAACUTCAACGAGUGTCAAGGAACTGCTGEE
AATCACAATCATGGAAAGAAGCAGCTTCGAARAGAACCCGATCGACTTCCT
GGAAGCAAAGGGATACAAGGAAGTCAAGAAGGACCTGATCATCAAGCTGCC
GAAGTACAGCCTGTTCGAACTGGAAAACGGAAGAAAGACGAATGCTGGCAAG
CGCAGGAGAACTGCAGAAGGGARACGAACTGGCACTGCCGAGCAAGTACGT
CAACTTCCTGTACCTGGCAAGCCACTACGAARAGCTGAAGGGAAGCCCGGA
AGACARCGAACAGAAGCAGCTGTTCGTCGAACAGCACAAGCACTACCTGGA
CGAAATCATCGAACAGATCAGCGAATTCAGCAAGAGAGTCATCCTGGCAGA
CGCAAACCTGGACAAGGTCCTGAGCGCATACAACAAGCACAGAGACAAGCC
GATCAGAGAACAGGCAGAAAACATCATCCACCTGTTCACACTGACAAACCT
GGGAGCACCGGCAGCATTCAAGTACTTCGACACAACAATCGACAGAAAGAG
ATACACAAGCACAAAGGAAGTCCTGGACGCAACACTGATCCACCAGAGCAT
CACAGGACTGTACGAAACAAGAATCGACCTGAGCCAGCTGGGAGGAGACGG
AGGAGGAAGCCCGAAGAAGAAGAGAAACGGTCTAGCTAGCCATCACATTTAA
AAGCATCTCAGCCTACCATGAGAATAAGAGAAAGAAAATGAAGATCAATAG
CTTATTCATCTCTTTTTCTTTTTCGTTGGTGTARAGCCAACACCCTGTCTA
AAMAACATAAATTTCTTTAATCATTTTGCCTCTTTTCTCTGTGCTTCAATT
AATAARAAATGGAAAGAACCTCGAG

30/30/39 Nao utilizado 262

sequéncia poli-A

sequéncia poli-A 263

100

RNA guia unico | AAATAAGAGAGAAAAGAAGAGTAAGAAGAAATATAAGAGCCACC 264

G209

direcionado ao

gene TTR de

camundongo

ORF ue AT GGCAGCATTCAAGCCGAACTCGATCAACTACATCUTGGGACTGGACATT 265

q GGAATCGCATCGGTCGGATGGGCAARTGGTCGAAATCGACGAAGAAGARRAC

codifica CCGATCAGACTGATCGACCTGGGAGTCAGAGTCTTCGAAAGAGCAGAAGTC
CCGAAGACAGGAGACTCGCTGGCAATGGCAAGAAGACTGGCARGATCGGTC

Neisseria AGAAGACTGACAAGAAGAAGAGCACACAGACTGCTGAGAACAAGAAGACTG
CTGAAGAGAGAAGGAGTCCTGCAGGCAGCAAACT TCGACGAARACGGACTG

meningitidis ATCAAGTCGCTGCCGARCACACCGTGGCAGCTGAGAGCAGCAGCACTGGAC
AGAAAGCTGACACCGCTGGAATGGTCGGCAGTCCTGCTGCACCTGATCAAG

Cas9  usando | CACAGAGGATACCTGTCGCAGAGARAGAACGAAGGAGAAACAGCAGACAAG

coédons minimos
de uridina, com
codons de inicio

e parada

GAACTGGGAGCACTGCTGAAGGGAGTCGCAGGARACGCACACGCACTGCAG
ACAGGAGACTTCAGAACACCGGCAGAACTGGCACTGAACAAGTTCGARAAG
GAATCGGGACACATCAGAAACCAGAGATCGGACTACTCGCACACATTCTCG
AGAAAGGACCTGCAGGCAGAACTGATCCTGCTGTTCGAAAAGCAGAAGGAA
TTCGGAAACCCGCACGTCTCGGGAGGACTGAAGGAAGGAATCGAANCACTG
CTGATGACACAGAGACCGGCACTGTCGGGAGACGCAGTCCAGAAGATGCTG
GGACACTGCACATTCGAACCGGCAGAACCGAAGGCAGCARAGAACACATAC
ACAGCAGAAAGATTCATCTGGCTGACAAAGCTGAACAACCTGAGAATCCTG
GAACAGGGATCGGAAAGACCGCTGACAGACACAGAAAGAGCAACACTGATG
GACGAACCGTACAGAAAGTCGAAGCTGACATACGCACAGGCAAGAAAGCTG
CTGGGACTGGAAGACACAGCATTCTTCAAGGGACTGAGATACGGARAGGAC
AACGCAGAAGCATCGACACTGATGGAAATGAAGGCATACCACGCAATCTCG
AGAGCACTGGAAAAGGAAGGACTGAAGGACAAGAAGTCGCCGCTGAACCTG
TCGCCGGAACTGCAGGACGAAATCGGAACAGCATTCTCGCTGTTCAAGACA
GACGAAGACATCACAGGAAGACTGAAGGACAGAATCCAGCCGGARATCCTG
GAAGCACTGCTGAAGCACATCTCGTTCGACAAGTTCGTCCAGATCTCGCTG
AAGGCACTGAGAAGAATCGTCCCGCTGATGGAACAGGGARAGAGATACGAC
GAAGCATGCGCAGAAATCTACGGAGACCACTACGGARAGAAGAACACAGAR
GAAAAGATCTACCTGCCGCCGATCCCGGCAGACGAAATCAGARACCCGGTC
GTCCTGAGAGCACTGTCGCAGGCARGARAGGTCATCAACGGAGTCGTCAGA
AGATACGGATCGCCGGCAAGAATCCACATCGAAACAGCAAGAGAAGTCGGA
AAGTCGTTCAAGGACAGAAAGGAAATCCAAAAGAGACAGGAAGARAACAGA
AAGGACAGAGAAAAGGCAGCAGCARAGTTCAGAGAATACTTCCCGAACTTC
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GTCGGAGAACCGAAGTCGAAGGACATCCTGAAGCTGAGACTGTACGAACAG
CAGCACGGAAAGTGCCTGTACTCGGGAAAGGAAATCAACCTGGGAAGACTG
AACGARAAGGGATACGTCGAAATCGACCACGCACTGCCGTTCTCGAGAACA
TGGGACGACTCGTTCAACAACAAGGTCCTGGTCCTGGGATCGGAARACCAG
AACAAGGGAAACCAGACACCGTACGAATACTTCAACGGARAGGACAACTCG
AGAGAATGGCAGGAATTCAAGGCAAGAGTCGAAACATCGAGATTCCCGAGA
TCGAAGAAGCAGAGAATCCTGCTGCAGAAGTTCGACGAAGACGGATTCAAG
GAAAGAAACCTGAACGACACAAGATACGTCAACAGATTCCTGTGCCAGTTC
GTCGCAGACAGAATGAGACTGACAGGAAAGGGAAAGAAGAGAGTCTTCGCA
TCGAACGGACAGATCACAAACCTGCTGAGAGGATTCTGGGGACTGAGAMAG
GTCAGAGCAGAAAACGACAGACACCACGCACTGGACGCAGTCGTCGTCGCA
TGCTCGACAGTCGCAATGCAGCAGAAGATCACARGATTCGTCAGATACAAG
GAAATGAACGCATTCGACGGAAAGACAATCGACAAGGAAACAGGAGAAGTC
CTGCACCAGAAGACACACTTCCCGCAGCCGTGGGAATTCTTCGCACAGGAA
GTCATGATCAGAGTCTTCGGAAAGCCGGACGGARAAGCCGGAATTCGAAGAA
GCAGACACACTGGAAAAGCTGAGAACACTGCTGGCAGAAMAGCTGTCGTCG
AGACCGGAAGCAGTCCACGAATACGTCACACCGCTGTTCGTCTCGAGAGCA
CCGAACAGAAAGATGTCGGGACAGGGACACATCGAAACAGTCAAGTCGGCA
AAGAGACTGGACGAAGCGAGTCTCGGTCCTGAGAGTCCCGCTGACACAGCTG
AAGCTGAAGGACCTGGAAAAGATGGTCAACAGAGAAAGAGAACCGAAGCTG
TACGAAGCACTGAAGGCAAGACTGGAAGCACACAAGGACGACCCGGCAAAG
GCATTCGCAGAACCGTTCTACAAGTACGACAAGGCAGGAAACAGAACACAG
CAGGTCAAGGCAGTCAGAGTCGAACAGGTCCAGAAGACAGGAGTCTGGGTC
AGAAACCACAACGGAATCGCAGACAACGCAACAATGGTCAGAGTAGACGTC
TTCGAAAAGGGAGACAAGTACTACCTGGTCCCGATCTACTCGTGGCAGGTC
GCAAAGGGAATCCTGCCGGACAGAGCAGTCGTCCAGGGARAGGACGAAGAA
GACTGGCAGCTGATCGACGACTCGTTCAACTTCAAGTTCTCGCTGCACCCG
AACGACCTGGTCGAAGTCATCACAAAGAAGGCAAGAATGTTCGGATACTTC
GCATCGTGCCACAGAGGAACAGGARACATCAACATCAGAATCCACGACCTG
GACCACAAGATCGGAAAGAACGGAATCCTGGAAGGAATCGGAGTCAAGACA
GCACTGTCGTTCCAGAAGTACCAGATCCGACGAACTCGGGARAGGARATCAGA
CCGTGCAGACTGAAGAAGAGACCGCCGGTCAGATCCGGARAGAGAACAGCA
GACGGATCGGAATTCGAATCGCCGAAGAAGAAGAGARAGGTCGAATGA

ORF
codifica

que

Neisseria
meningitidis
Cas9

codons minimos

usando

de uridina (sem
cédons de inicio
ou parada;
adequado para
incluséo na
sequéncia  de
codificacdo das
proteinas de

fusao)

GCAGCATTCAAGCCGAACTCGATCARCTACATCCTGGGACTGGATATCGGA
ATCGCATCGGTCGGATGGGCAATGGTCCGAAATCGACGAAGAAGAAAACCCE
ATCAGACTGATCGACCTGGGAGTCAGAGTCTTCGAAAGAGCAGAAGTCCCG
AAGACAGGAGACTCGCTGGCAATGGCAAGAAGACTGGCAAGATCGGTCAGA
AGACTGACAAGAAGAAGAGCACACAGACTGCTGAGAACARGAAGACTGCTG
AAGAGAGAAGGAGTCCTGCAGGCAGCAAACTTCGACGARAAACGGACTGATC
AAGTCGCTGCCGAACACACCGTGGCAGCTGAGAGCAGCAGCACTGGACAGA
AAGCTGACACCGCTGGAATGGTCGGCAGTCCTGCTGCACCTGATCAAGCAC
AGAGGATACCTGTCGCAGAGAAAGAACGAAGGAGAAACAGCAGACAAGGAA
CTGGGAGCACTGCTGAAGGGAGTCGCAGGAAACGCACACGCACTGCAGACA
GGAGACTTCAGAACACCGGCAGAACTGCGCACTGAACAAGTTCGAARAGGAR
TCGGGACACATCAGAAACCAGAGATCGGACTACTCGCACACATTCTCGAGA
AAGGACCTGCAGGCAGAACTGATCCTGCTGTTCGAAAAGCAGAAGGAATTC
GGAAACCCGCACGTCTCGGGAGGACTGAAGGAAGGAATCGAAACACTGCTG
ATGACACAGAGACCGGCACTGTCGGGAGACGCAGTCCAGAAGATGCTGGGA
CACTGCACATTCGAACCGGCAGAACCGAAGGCAGCAAAGAACACATACACA
GCAGAAAGATTCATCTGGCTGACARAGCTGAACAACCTGAGAATCCTGGAA
CAGGGATCGGAAAGACCGCTGACAGACACAGAAAGAGCAACACTGATGGAC
GAACCGTACAGAAAGTCGAAGCTGACATACGCACAGGCAAGARACGCTGCTG
GGACTGGAAGACACAGCATTCTTCAAGGGACTGAGATACGGAAAGGACAAC
GCAGAAGCATCGACACTGATGGAAATGAAGGCATACCACGCAATCTCGAGA
GCACTGGAAAAGGAAGGACTGAAGGACAAGAAGTCGCCGCTGAACCTGTCG
CCGGAACTGCAGGACGAAATCGGAACAGCATTCTCGCTGTTCAAGACAGAC
GAAGACATCACAGGAAGACTGAAGGACAGAATCCAGCCGGAAATCCTGGAA
GCACTGCTGAAGCACATCTCGTTCGACAAGTTCGTCCAGATCTCGCTGAAG
GCACTGAGAAGAATCGTCCCGCTGATGGAACAGGGAAAGAGATACGACGAA
GCATGCGCAGRAATCTACGGAGACCACTACGGAAAGAAGAACACAGAAGAA
AAGATCTACCTGCCGCCGATCCCGGCAGACGAAATCAGARACCCGGTCGTC

266
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CTGAGAGCACTGTUGCAGGCAAGAAACGCTCATCAACGGAGTCCTCAGAAGA
TACGGATCGCCGGCAAGAATCCACATCGAAACAGCAAGAGAAGTCGGAAAG
TCGTTCAAGGACAGAAAGGAAATCGAARAGAGACAGGAAGAAAACACANMAG
GACAGAGARAAGGCAGCAGCAARGTTCAGAGAATACTTCCCGAACTTCGTC
GGAGAACCGAAGTCGAAGGACATCCTGAAGCTGAGACTGTACGAACAGCAG
CACGGAAAGTGCCTGTACTCGGGARAGGAAATCAACCTGGGARAGACTGAAC
GAAAAGGGATACGTCGAAATCGACCACGCACTGCCGTTCTCGAGAACATGE
GACGACTCGTTCAACAACAAGCTCCTGGTCCTGGGATCGGAARACCAGRAAC
AAGGGAAACCAGACACCGTACGAATACTTCAACGGAAAGGACAACTCGAGA
GAATGGCAGGAATTCAAGGCAAGAGTCGAAACATCGAGATTCCCGAGATCE
AAGAAGCAGAGAATCCTGCTGCAGAAGTTCGACGAAGACGGATTCAAGGAA
AGAAACCTGAACGACACAAGATACGTCAACAGATTCCTGTGCCAGTTCGTC
GCAGACAGAATGAGACTGACAGGARAGGGAARGAAGAGAGTCTTCGCATCG
AACGGACAGATCACAAACCTGCTGAGAGGATTCTGGGGACTGAGARAGGTC
AGAGCAGAAAACGACAGACACCACGCACTGGACGCAGTCGTCGTCGCATGC
TCGACAGTCGCAATGCAGCAGARGATCACAAGATTCGTCAGATACAAGGAA
ATGAACGCATTCGACGGAAAGACAATCGACAAGGAAACAGGAGAAGTCCTG
CACCAGAAGACACACTTCCCGCAGCCGTGGGAATTCTTCGCACAGGAAGTC
ATGATCAGAGTCTTCGGAAAGCCGGACGGAAAGCCGGAATTCGAAGAAGCA
GACACACTGGAAAAGCTGAGAACACTGCTGGCAGAARAGCTGTCGTCGAGA
CCGGAAGCAGTCCACGAATACGTCACACCGCTGTTCGTCTCGAGAGCACCE
AACAGAAAGATGTCGGGACAGGGACACATGGAAACAGTCAAGTCGGCARAG
AGACTGGACGAAGGAGTCTCGGTCCTGAGAGTCCCGCTGACACAGCTGAAG
CTGAAGGACCTGGAAAAGATGGTCAACAGAGAAAGAGAACCGAAGCTGTAC
GAAGCACTGAAGGCAAGACTGGAAGCACACAAGGACGACCCGGCARAGGCA
TTCGCAGAACCGTTCTACAAGTACGACAAGGCAGGAAACAGAACACAGCAG
GTCAAGGCAGTCAGAGTCGAACAGGTCCAGAAGACAGGAGTCTGGGTCAGA
AACCACAACGGAATCGCAGACAACGCAACAATGGTCAGAGTAGACGTCTTC
GAAAAGGGAGACAAGTACTACCTGGTCCCGATCTACTCGTGGCAGGTCGCA
AAGGGAATCCTGCCGGACAGAGCAGTCGTCCAGGGAAAGGACGAAGAAGAC
TGECAGCTGATCGACGACTCGTTCAACTTCAAGTTCTCGCTGCACCCGAAC
GACCTGGTCGAAGTCATCACAAAGAAGGCAAGAATGTTCGGATACTTCGCA
TCGTGCCACAGAGGAACAGGAAACATCAACATCAGAATCCACGACCTGGAC
CACAAGATCGGAAAGAACGGAATCCTGGAAGGAATCGGAGTCAAGACAGCA
CTGTCGTTCCAGAAGTACCAGATCGACGAACTGGGARAGGAAATCAGACCG
TGCAGACTGAAGAAGAGACCGCCGGTCAGATCCGGAAAGAGAACAGCAGAC
GGATCGGAATTCGAATCGCCGAAGAAGAAGAGAAAGGTCGAA

Transcrito
compreendendo
SEQ ID NO: 265
(codificando
Neisseria
meningitidis
Cas9)

GGGAGACCCAAGCTGGCTAGCGTTTARACTTAAGCTTGGATCCGCCACCTAT
GGCAGCATTCAAGCCGAACTCGATCAACTACATCCTGGGACTGGACATCGE
AATCGCATCGGTCGGATGGGCAATGGTCGAAATCGACGAAGAAGARAACCC
GATCAGACTGATCGACCTGGGAGTCAGAGTCTTCGAAACGAGCAGARAGTCCC
GAAGACAGGAGACTCGCTGGCAATGGCAAGAAGACTGGCAAGATCGGTCAG
AAGACTGACAAGAAGAAGAGCACACAGACTGCTGAGAACAAGAAGACTGCT
GAAGAGAGAAGGAGTCCTGCAGGCAGCAAACTTCGACGAAAACGGACTGAT
CAAGTCGCTGCCGAACACACCGTGGCAGCTGAGAGCAGCAGCACTGGACAG
AAAGCTGACACCGCTGGAATGCTCGGCAGTCCTGCTGCACCTGATCAAGCA
CAGAGGATACCTGTCGCAGAGAAAGAACGAAGGAGAAACAGCAGACAAGGA
ACTGGGAGCACTGCTGAAGGGAGTCGCAGGAAACGCACACGCACTGCAGAC
AGGAGACTTCAGAACACCGGCAGAACTGGCACTGAACAAGTTCGAAAAGGA
ATCGGGACACATCAGARACCAGAGATCGGACTACTCGCACACATTCTCGAG
AAAGGACCTGCAGGCAGAACTGATCCTGCTGTTCGAAAAGCAGAAGGAATT
CGGAAACCCGCACGTCTCGGGAGGACTGAAGGAAGGAATCGARACACTGCT
GATGACACAGAGACCGGCACTGTCGGGAGACGCAGT CCAGAAGATGCTGGE
ACACTGCACATTCGAACCGGCAGAACCGAAGGCAGCAMAGARCACATACAC
AGCAGAAAGATTCATCTGGCTGACARAGCTGAACAACCTGAGAATCCTGGA
ACAGGGATCGGAAAGACCGCTGACAGACACAGARAGAGCAACACTGATGGA
CGAACCGTACAGAAAGTCGAAGCTGACATACGCACAGGCAAGAAAGCTGCT
GGGACTGGAAGACACAGCATTCTTCAAGGGACTGAGATACGGAAAGGACAA
CGCAGAAGCATCGACACTGATGGAAATGAAGGCATACCACGCAATCTCGAG
AGCACTGGAAAAGGAAGGACTGAAGGACAAGAAGTCGCCGCTGAACCTGTC
GCCGGAACTGCAGGACGAAATCGGAACAGCATTCTCGCTGTTCAAGACAGA

267
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CCAAGACATCACACCAAGACTCAACCACAGAATCCACGCCGGAAATCCTGGA
AGCACTGCTGAAGCACATCTCGTTCCGACAAGTTCGTCCAGATCTCGCTGAN
GGECACTGAGAAGAATCCTCCCEGCTCATCGAACAGGCARAAGAGATACCACGA
AGCATGCGCAGAAATCTACGGAGACCACTACCCAAAGAAGAACACAGAAGA
AAACGATCTACCTGCCGCCGATCCCGGCAGACGAMATCACAAACCCGETCGT
CCTGAGAGCACTGTCGCAGGCAAGAMAGGTCATCAACGGAGTCGTCAGAAG
ATACGGATCGCCGGCAAGAATCCACATCGAAACAGCAACAGARGTCCGAAN
GTCCTTCAAGGACACAAACGAAATCCAAAACACACAGCCAACANAACAGAARN
GGACAGAGAAAAGGCAGCAGCAAAGTTCAGAGAATACTTCCCGAACTTCGT
CGGACGAACCGAACTCGAAGGACATCCTCAAGCTGACGACTGTACGAACAGCA
GCACGGAAAGTGCCTGTACTCGGGAAAGGAAATCAACCTGGGAAGACTGAA
CCAAANGCGGATACCGTCCGAAATCGACCACGCACTGCCGTTCTCGAGAACATE
GGACGACTCGTTCAACAACAAGGTCCTGGTCCTGGGATCGGAAAACCAGAA
CAACCGAAACCACACACCGTACGAATACTTCAACGCAAAGGACANCTCGAG
AGAATGGCAGGAATTCAAGGCAAGAGTCGAAACATCGAGATTCCCGAGATC
GAACAAGCAGAGAATCCTGCTGCAGAAGTTCGACGAACGACGGATTCAAGGA
AAGAAACCTGAACGACACAAGATACGTCAACAGATTCCTGTGCCAGTTCGT
CGCAGACAGAATGAGACTGACAGCGAAACGGARAGAAGACAGTCTTCGCATC
GAACGGACAGATCACAAACCTGCTGAGAGGATTCTGGGCACTGAGAAAGGT
CAGAGCAGAAAACGACAGACACCACGCACTGGACGCAGTCGTCGTCGCATG
CTCCACAGTCGCAATCCAGCACGAACGATCACAACATTCCGTCAGATACAAGGA
AATGAACGCATTCGACGGAAAGACAATCGACAAGGAAACAGGAGAAGTCCT
GCACCAGAAGACACACTTCCCGCAGCCCTGGGAATTCTTCGCACAGGAAGT
CATGATCAGAGTCTTCGGAAAGCCGGACGGAAAGCCGGAATTCGAAGAAGC
AGACACACTGGAAAACCTCGAGAACACTCCTGGCAGAARAACGCTGTCGTCGAG
ACCGGAAGCAGTCCACGAATACGTCACACCGCTGTTCGTCTCGAGAGCACC
GAACAGAAAGATGTCGGGACAGGGACACATGGARACAGTCAAGTCGGCAARN
GAGACTGGACGAAGGAGTCTCGGTCCTGAGAGTCCCGCTGACACAGCTGAA
GCTCGAAGGACCTGCGAAMACATCCTCAACAGAGARACACAACCGAAGCTGTA
CGAAGCACTGAAGGCAAGACTGGAAGCACACAAGGACGACCCGGCAAAGGC
ATTCGCAGAACCGTTCTACAAGTACGACAAGGCAGCGARACACGAACACAGCA
GGTCAAGGCAGTCAGACGTCGAACAGGTCCAGAAGACACCAGTCTGGETCAG
AAACCACAACGGAATCGCAGACAACGCAACAATGGTCAGAGTAGACGTCTT
CCAAMAMGGGAGACAAGTACTACCTGGTCCCGATCTACTCGTGGCAGGTCGL
AAAGGGAATCCTGCCGGACAGAGCAGTCGTCCAGGGARAGGACGAAGAAGA
CTGGCAGCTGATCGACGACTCGTTCAACTTCAAGTTCTCGCTGCACCCGAA
CGACCTGGTCGAAGTCATCACAAAGAAGGCAAGAATGTTCGGATACTTCGC
ATCGTGCCACAGAGCGAACAGGARACATCAACATCACGAATCCACGACCTGGA
CCACAAGATCGGAAAGAACGGAATCCTGGAAGGAATCGGAGTCAAGACAGC
ACTGTCGTTCCAGAAGTACCACGATCGACGAACTGGCGARAGGARATCAGACC
GTGCAGACTGAAGAAGAGACCGCCGGTCAGATCCGGAAAGAGAACAGCAGA
CGEATCGGAATTCCAATCGCCCAAGAACAACACAAACCTCGAATCGATAGCT
AGCTCGAGTCTAGAGGGCCCGTTTAAACCCGCTGATCAGCCTCGACTGTGC
CTTCTAGTTGCCAGCCATCTGTTGTTTGCCCCTCCCCCGTGCCTTCCTTGA
CCCTGGAAGGTGCCACTCCCACTGTCCTTTCCTAATARAATGAGGAAATTG
CATCGCATTGTCTGAGTAGGTGTCATTCTATTCTGGGGGETGGGETGGGEE
AGGACAGCAAGGGGCAGCATTGGCAAGACAATAGCAGGCATGCTGGGGATG
CGGTGGGCTCTATGG

Sequéncia de
aminoacidos de
Neisseria
meningitidis
Cas9

MAAFKPNSINYILGLDIGIASVGWAMVEIDEEENPIRLIDLGVRVFERAEV
PEKTGDSLAMARRLARSVRRLTRRRAHRLLRTRRLLEREGVLQAANFDENGL
IKSLPNTPHWQLRAAALDRKLTPLEWSAVLLHLIKHRGYLSQRENEGETADK
ELGALLKGVAGNAHALOTGDFRTPAELALNKFEKESGHIRNQRSDYSHTFS
REDLOAELILLFERQKEFGNPHVSGGLREGIETLLMTQRPALSGDAVOKML
GHCTFEPAEPKAAKNTYTAERFIWLTKLNNLRILEQGSERPLTDTERATLM
DEFYRKSKLTYAQARKLLGLEDTAFFKGLRYGKDNAEASTLMEMKAYHALS
RALEKEGLEDRKSPLNLSPELODEIGTAFSLFKTDEDITGRLEDRIQPEIL
EALLKHISFDRKFVQISLEALRRIVPLMEQGKRYDEACAEIYGDEYGEKENTE
EKIYLPPIPADEIRNPVVLRALSQARKVINGVVRRYGSPARIHIETAREVG
KSFEKDRKEIEKRQEENRKDREKAAAKFREYFPNFVGEPKSKDILKLRLYEQ
QHGKCLYSGKEINLGRLNEKGYVEIDHALPFSRTWDDSFNNKVLVLGSENQ
NEKGNQTPYEYFNGRDNSREWQEFKARVETSRFPRSKKQRILLOKFDEDGFK

268
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ERNLNDTRYVNRFLCQFVADRMRLTGKGKKRVFASNGQITNLLRGFWGLRK
VRAENDRHHALDAVVVACSTVAMOOKITREVRYKEMNAFDGKT IDKETGEV
LEQKTHFPOPWEFFAQEVMIRVFGEKPDCGKPEFEEADTLEKLRTLLAERLSS
RPEAVHEYVTPLFVSRAPNRKMSGOGHMETVEKSAKRLDEGVSVLRVPLTQL
KLXKDLEKMVNREREPKLYEALKARLEAHKDDPAKAFAEPFYKYDKAGNRTQ
QVEAVRVEQVOKTGVWVRNHNGIADNATMVRVDVFEKGDKYYLVPIYSWOV
AKGILPDRAVVQCKDEEDWQLIDDS FNFKFSLHPNDLVEVITKKARMFGYF
ASCHRGTGNINIRIHDLDHKIGKNGILEGIGVETALSFQKYQIDELGKEIR
PCRLEKKRPPVRSGKRTADGSEFESPKKKRKVE

: Nt mG*mC*mC* GAGUCUGGAGAGCUGCAGUUTUAGAMGMCMUMAMGMAMAMAM

RNA guia dnico UmAMGRCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAMAMCMUMUMGMAMAMA 269

G390 mARARGMUMGHGMCMARCERCMGMARGMUNCHGmGMUMGMEmMU *mi *mU*ml

drecionado ao

gene TTR de

rato
AACACCATAGCCAACUDUARAAADAACCCUAGUCCGUUATUCAACTUOCAAAAAGT

trRNA GGCACCGAGUCGGUGCUDUUUUY 270
Nao Usado 271

RNA guia unico 272

G534 MA*mC *mG * CAAAUAUCAGUCCAGC GGUUTUAGAMGMCMUMAMGMAMAMAT
UmAMGRCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAMAMCMUmUmGmARAMA

d i recion ado ao mAMAMGMUMGMGMmCMARCERCmGMANGMUMCMGMGMUMGmMEmMU *mU *mU*mU

gene TTR de

rato

G000395 mG*mC *mA* AUGGUGUAGCGGGUUUUAGAMGMCmUmAMGHAMAMAMTMANG 273
mCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAMAMC mUnUmGmAMAMAMAMAM

sequ éncia CmUmCmGmCmAMCmCmCmANGmUmCmCmGmUnmGnCaU*mU*mU*mU

modificada de

sgRNA inativo

truncado 5'

SV40 NLS PKKKRKV 274

SV40 NLS | PKKKRRV 275

alternativo

Nucleoplasmina | KRPAATKKAGQAKKKK 276

NLS

Sequéncia  de | gccRccAUGG 277

Kozak

exemplificativa

Sequéncia  de | gccgccReccAUGG 278

Kozak

exemplificativa

* = Ligagao PS; 'm' = nucleotideo 2'-O-Me
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REIVINDICAGOES

1. Método para induzir uma quebra de fita dupla (DSB)
dentro do gene TTR, caracterizado pelo fato de que compreende
distribuir uma composicdo a uma célula, em que a composicao
compreende

a. um RNA guia compreendendo uma sequéncia guia
selecionada de SEQ ID NOs: 5-82;

b. um RNA guia compreendendo pelo menos 17, 18, 19
ou 20 nucleotideos contiguos de uma sequéncia selecionada de SEQ
ID NOs: 5-82; ou

c. um RNA guia compreendendo uma sequéncia guia
que é pelo menos 99%, 98%, 97%, 96%, 95%, 94%, 93%, 92%, 91% ou
90% idéntica a uma sequéncia selecionada de SEQ ID NOs: 5-82.

2. Método para modificar o gene TTR, caracterizado pelo
fato de que compreende distribuir uma composicdo a uma célula, em
que a composi¢cao compreende (i) um agente de ligagdo a DNA guiado
por RNA ou um acido nucleico que codifica um agente de ligacdo a DNA
guiado por RNA e (ii) um RNA guia compreendendo:

a. uma sequéncia guia selecionada de SEQ ID NOs: 5-
82;

b. pelo menos 17, 18, 19 ou 20 nucleotideos contiguos
de uma sequéncia selecionada de SEQ ID NOs: 5-82; ou

C. uma sequéncia guia que é pelo menos 99%, 98%,
97%, 96%, 95%, 94%, 93%, 92%, 91% ou 90% idéntica a uma
sequéncia selecionada de SEQ ID NOs: 5-82.

3. Método para tratar a amiloidose associada a TTR (ATTR),
caracterizado pelo fato de que compreende administrar uma
composicao a um sujeito em necessidade do mesmo, em que a
composi¢cdo compreende (i) um agente de ligagdo a DNA guiado por

RNA ou um &cido nucleico que codifica um agente de ligagdo a DNA

Peticéo 870200059104, de 13/05/2020, pag. 62/405



227

guiado por RNA e (ii) um RNA guia compreendendo:

a. uma sequéncia guia selecionada de SEQ ID NOs: 5-
82;

b. pelomenos 17, 18, 19 ou 20 nucleotideos contiguos
de uma sequéncia selecionada de SEQ ID NOs: 5-82; ou

C. uma sequéncia guia que é pelo menos 99%, 98%,
97%, 96%, 95%, 94%, 93%, 92%, 91% ou 90% idéntica a uma
sequéncia selecionada de SEQ ID NOs: 5-82,

tratando assim ATTR.

4. Método para reduzir a concentracdo sérica de TTR,
caracterizado pelo fato de que compreende administrar uma
composi¢ao a um sujeito em necessidade do mesmo, em que a
composi¢cdo compreende (i) um agente de ligagdo a DNA guiado por
RNA ou um &cido nucleico que codifica um agente de ligagdo a DNA
guiado por RNA e (ii) um RNA guia compreendendo:

a. uma sequéncia guia selecionada de SEQ ID NOs: 5-
82;

b. pelo menos 17, 18, 19 ou 20 nucleotideos contiguos
de uma sequéncia selecionada de SEQ ID NOs: 5-82; ou

C. uma sequéncia guia que é pelo menos 99%, 98%,
97%, 96%, 95%, 94%, 93%, 92%, 91% ou 90% idéntica a uma
sequéncia selecionada de SEQ ID NOs: 5-82,

reduzindo assim a concentragao sérica de TTR.

5. Método para reduzir ou impedir o acumulo de amiloides ou
fibrilas amiloides compreendendo TTR em um sujeito, caracterizado
pelo fato de que compreende administrar uma composigdo a um sujeito
em necessidade do mesmo, em que a composi¢ado compreende (i) um
agente de ligagdo a DNA guiado por RNA ou um acido nucleico que
codifica um agente de ligacdo a DNA guiado por RNA e (ii) um RNA guia

compreendendo:
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a. uma sequéncia guia selecionada de SEQ ID NOs: 5-
82;
b. pelo menos 17, 18, 19 ou 20 nucleotideos contiguos
de uma sequéncia selecionada de SEQ ID NOs: 5-82; ou
C. uma sequéncia guia que é pelo menos 99%, 98%,
97%, 96%, 95%, 94%, 93%, 92%, 91% ou 90% idéntica a uma
sequéncia selecionada de SEQ ID NOs: 5-82,
reduzindo assim a acumulacdo de amiloides ou fibrilas
amiloides.
6. Composicao, caracterizada pelo fato de que compreende
um RNA guia compreendendo:
a. uma sequéncia guia selecionada de SEQ ID NOs: 5-
82;
b. pelo menos 17, 18, 19 ou 20 nucleotideos contiguos
de uma sequéncia selecionada de SEQ ID NOs: 5-82; ou
Cc. uma sequéncia guia que é pelo menos 99%, 98%,
97%, 96%, 95%, 94%, 93%, 92%, 91% ou 90% idéntica a uma
sequéncia selecionada de SEQ ID NOs: 5-82,
7. Composicgao, caracterizada pelo fato de que compreende
um vetor que codifica um RNA guia, em que o RNA guia compreende:
a. uma sequéncia guia selecionada de SEQ ID NOs: 5-
82;
b. pelo menos 17, 18, 19 ou 20 nucleotideos contiguos
de uma sequéncia selecionada de SEQ ID NOs: 5-82; ou
Cc. uma sequéncia guia que é pelo menos 99%, 98%,
97%, 96%, 95%, 94%, 93%, 92%, 91% ou 90% idéntica a uma
sequéncia selecionada de SEQ ID NOs: 5-82.
8. Composig¢ao, de acordo com a reivindicacdo 6 ou 7,
caracterizada pelo fato de que € para uso na indu¢ao de uma quebra de

fita dupla (DSB) dentro do gene TTR em uma célula ou sujeito.
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9. Composicao, de acordo com a reivindicacdo 6 ou 7,
caracterizada pelo fato de que é para uso na modificagcdo do gene TTR
em uma ceélula ou sujeito.

10. Composicao, de acordo com a reivindicagao 6 ou 7,
caracterizada pelo fato de que é para uso no tratamento de amiloidose
associada a TTR (ATTR) em um sujeito.

11. Composigao, de acordo com a reivindicagédo 6 ou 7,
caracterizada pelo fato de que é para uso na reducédo da concentracao
sérica de TTR em um sujeito.

12. Composigao, de acordo com a reivindicagédo 6 ou 7,
caracterizada pelo fato de que € para uso na reducao ou prevengao do
acumulo de amiloides ou fibrilas amiloides em um suijeito.

13. Método, de acordo com qualquer uma das
reivindicacdes 1 a 5, ou composigao para uso, de acordo com qualquer
uma das reivindicacbes 8 a 12, caracterizado pelo fato de que a
composicdo reduz os niveis sericos de TTR.

14. Método ou composicédo para uso, de acordo com a
reivindicagao 13, caracterizado pelo fato de que os niveis séricos de
TTR sao reduzidos em pelo menos 50% em comparacdo com o0s niveis
séricos de TTR antes da administracdo da composigéao.

15. Método ou composi¢cédo para uso, de acordo com a
reivindicacdo 13, caracterizado pelo fato de que os niveis séricos de
TTR s&o reduzidos em 50-60%, 60-70%, 70-80%, 80-90%, 90-95%, 95-
98%, 98-99% ou 99-100% em comparagao com 0s hiveis seéricos de
TTR antes da administracdo da composicgao.

16. Método ou composicdo para uso, de acordo com
qualquer uma das reivindicacdes 1 a 5 ou 8 a 15, caracterizado pelo fato
de que a composicao resulta na edicdo do gene TTR.

17. Método ou composicédo para uso, de acordo com a

reivindicacao 16, caracterizado pelo fato de que a edicdo é calculada
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como uma porcentagem da populacédo que é editada (porcentagem de
edicdo).

18. Método ou composi¢ao para uso, de acordo com a
reivindicacdo 17, caracterizado pelo fato de que a porcentagem de
edicao esta entre 30 e 99% da populagéo.

19. Método ou composicédo para uso, de acordo com a
reivindicacdo 17, caracterizado pelo fato de que a porcentagem de
edicao esta entre 30 e 35%, 35 e 40%, 40 e 45%, 45 e 50%, 50 e 55%,
55 e 60%, 60 e 65%, 65 e 70%, 70 e 75%, 75 e 80%, 80 e 85%, 85 e
90%, 90 e 95% ou 95 e 99% da populacéo.

20. Método, de acordo com qualquer uma das
reivindicacdes 1 a 5, ou composi¢cao para uso de acordo com qualquer
uma das reivindicacbes 8 a 19, caracterizado pelo fato de que a
composic¢ao reduz a deposi¢ao de amiloide em pelo menos um tecido.

21. Método ou composicédo para uso, de acordo com a
reivindicagao 20, caracterizado pelo fato de que pelo menos um tecido
compreende um ou mais de estdbmago, colon, nervo ciatico ou ganglio
da raiz dorsal.

22. Método ou composicédo para uso, de acordo com a
reivindicacdo 20 ou 21, caracterizado pelo fato de que a deposicéo de
amiloide € medida 8 semanas apds a administragdo da composigao.

23. Método ou composicdo para uso, de acordo com
qualquer uma das reivindicagdes 20 a 22, caracterizado pelo fato de que
a deposigcao de amiloide é comparada a um controle negativo ou a um
nivel medido antes da administragdo da composigao.

24. Método ou composicdo para uso, de acordo com
qualquer uma das reivindicagdes 20 a 23, caracterizado pelo fato de que
a deposicao de amiloide é medida em uma amostra de bidpsia e/ou por
imunocoloracéo.

25. Método ou composicdo para uso, de acordo com
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qualquer uma das reivindicagdes 20 a 24, caracterizado pelo fato de que
a deposicdo de amiloide é reduzida entre 30 e 35%, 35 e 40%, 40 e
45%, 45 e 50%, 50 e 55%, 55 e 60%, 60 e 65%, 65 e 70%, 70 e 75%,
75 e 80%, 80 e 85%, 85 e 90%, 90 e 95% ou 95 e 99% da deposicao de
amiloide vista de forma negativa ao controle.

26. Método ou composicdo para uso, de acordo com
qualquer uma das reivindicagdes 20 a 25, caracterizado pelo fato de que
a deposicdo de amiloide é reduzida entre 30 e 35%, 35 e 40%, 40 e
45%, 45 e 50%, 50 e 55%, 55 e 60 %, 60 e 65%, 65 e 70%, 70 e 75%,
75 e 80%, 80 e 85%, 85 e 90%, 90 e 95% ou 95 e 99% da deposicao de
amiloide observada antes da administragcdo da composicao.

27. Método ou composicdo para uso, de acordo com
qualquer uma das reivindicacdes 1 a 5 ou 8 a 26, caracterizado pelo fato
de que a composigao é administrada ou distribuida pelo menos duas
vezes.

28. Método ou composigédo para uso, de acordo com a
reivindicacdo 27, caracterizado pelo fato de que a composicdo é
administrada ou distribuida pelo menos trés vezes.

29. Método ou composicédo para uso, de acordo com a
reivindicacdo 27, caracterizado pelo fato de que a composicdo é
administrada ou distribuida pelo menos quatro vezes.

30. Método ou composicédo para uso, de acordo com a
reivindicagdo 27, caracterizado pelo fato de que a composigdo é
administrada ou distribuida até cinco, seis, sete, oito, nove ou dez
vezes.

31. Método ou composicdo para uso, de acordo com
qualquer uma das reivindicagdes 27 a 30, caracterizado pelo fato de que
a administracido ou a distribuicdo ocorre em um intervalo de 1, 2, 3, 4,
56,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14 ou 15 dias.

32. Método ou composicdo para uso, de acordo com
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qualquer uma das reivindicagdes 27 a 30, caracterizado pelo fato de que
a administracado ou a distribuicdo ocorre em um intervalo de 1, 2, 3, 4,
5,6,7,8,9, 10,11, 12, 13, 14 ou 15 semanas.

33. Método ou composicdo para uso, de acordo com
qualquer uma das reivindicagdes 27 a 30, caracterizado pelo fato de que
a administracido ou a distribuicdo ocorre em um intervalo de 1, 2, 3, 4,
56,7,8,9,10,11,12,13, 14 ou 15 meses.

34. Método ou composicdo, de acordo com qualquer
uma das reivindicagdes anteriores, caracterizado pelo fato de que a
sequéncia guia € selecionada de SEQ ID NOs: 5-82.

35. Método ou composi¢cdo, de acordo com qualquer
uma das reivindicacdes anteriores, caracterizado pelo fato de que o
RNA guia € pelo menos parcialmente complementar a uma sequéncia-
alvo presente no gene TTR humano.

36. Método ou composicdo, de acordo com a
reivindicagao 35, caracterizado pelo fato de que a sequéncia-alvo esta
no éxon 1, 2, 3 ou 4 do gene TTR humano.

37. Método ou composicdo, de acordo com a
reivindicacdo 35, caracterizado pelo fato de que a sequéncia-alvo esta
no éxon 1 do gene TTR humano.

38. Método ou composicdo, de acordo com a
reivindicacdo 35, caracterizado pelo fato de que a sequéncia-alvo esta
no éxon 2 do gene TTR humano.

39. Método ou composicdo, de acordo com a
reivindicagdo 35, caracterizado pelo fato de que a sequéncia-alvo esta
no éxon 3 do gene TTR humano.

40. Método ou composicdo, de acordo com a
reivindicagdo 35, caracterizado pelo fato de que a sequéncia-alvo esta
no éxon 4 do gene TTR humano.

41. Método ou composicdo, de acordo com qualquer
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uma das reivindicacbes 1 a 40, caracterizado pelo fato de que a
sequéncia guia € complementar a uma sequéncia-alvo na fita positiva
de TTR.

42. Método ou composi¢cdo, de acordo com qualquer
uma das reivindicacbes 1 a 40, caracterizado pelo fato de que a
sequéncia guia € complementar a uma sequéncia-alvo na fita negativa
de TTR.

43. Método ou composicdo, de acordo com qualquer
uma das reivindicagdes 1 a 40, caracterizado pelo fato de que a primeira
sequéncia guia é complementar a uma primeira sequéncia-alvo na fita
positiva do gene TTR e em que a composicdo compreende ainda uma
segunda sequéncia guia que € complementar a uma segunda
sequéncia-alvo na fita negativa do gene TTR .

44, Método ou composi¢cdo, de acordo com qualquer
uma das reivindicacdes anteriores, caracterizado pelo fato de que o
RNA guia compreende um crRNA que compreende a sequéncia guia e
compreende ainda uma sequéncia nucleotidica da SEQ ID NO: 126, em
que os nucleotideos da SEQ ID NO: 126 seguem a sequéncia guia na
sua extremidade 3'.

45. Método ou composi¢cdo, de acordo com qualquer
uma das reivindicagdes anteriores, caracterizado pelo fato de que o
RNA guia é um guia duplo (dgRNA).

46. Método ou composicdo, de acordo com a
reivindicagdo 45, caracterizado pelo fato de que o RNA guia duplo
compreende um crRNA compreendendo uma sequéncia nucleotidica da
SEQ ID NO: 126, em que os nucleotideos da SEQ ID NO: 126 seguem
a sequéncia guia na sua extremidade 3' e um trRNA.

47. Método ou composi¢céo, de acordo com qualquer
uma das reivindicacdes 1 a 43, caracterizado pelo fato de que o RNA

guia € um guia unico (sgRNA).
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48. Método ou composicdo, de acordo com a
reivindicacao 47, caracterizado pelo fato de que o sgRNA compreende
uma sequéncia guia que tem o padrao de SEQ ID NO: 3.

49. Método ou composicdo, de acordo com a
reivindicagao 47, caracterizado pelo fato de que o sgRNA compreende
a sequéncia da SEQ ID NO: 3.

50. Método ou composicdo, de acordo com a
reivindicacao 48 ou 49, caracterizado pelo fato de que cada N na SEQ
ID NO: 3 é qualquer nucleotideo natural ou ndo natural, em que os N
formam a sequéncia guia e a sequéncia guia direciona Cas9 ao gene
TTR.

51. Método ou composicdo, de acordo com qualquer
uma das reivindicagdes 47 a 50, caracterizado pelo fato de que o sgRNA
compreende qualquer uma das sequéncias guia das SEQ ID NOs: 5-82
e 0s nucleotideos da SEQ ID NO: 126.

52. Método ou composigédo, de acordo com qualquer
uma das reivindicagdes 47 a 51, caracterizado pelo fato de que o sgRNA
compreende uma sequéncia guia que € pelo menos 99%, 98%, 97%,
96%, 95%, 94%, 93%, 92%, 91% ou 90% idéntica a uma sequéncia
selecionada de SEQ ID Nos: 87-124.

53. Método ou composicdo, de acordo com a
reivindicagao 47, caracterizado pelo fato de que o sgRNA compreende
uma sequéncia selecionada de SEQ ID Nos: 87-124.

54. Método ou composicdo, de acordo com qualquer
uma das reivindicagdes anteriores, caracterizado pelo fato de que o
RNA guia compreende pelo menos uma modificagéo.

55. Método ou composicdo, de acordo com a
reivindicagdo 54, caracterizado pelo fato de que a pelo menos uma
modificagc&o inclui um nucleotideo modificado em 2'-O-metil (2'-O-Me).

56. Método ou composicdo, de acordo com a
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reivindicacdo 54 ou 55, caracterizado pelo fato de que a pelo menos
uma modificacdo inclui uma ligacdo de fosforotioato (PS) entre
nucleotideos.

57. Método ou composi¢cdo, de acordo com qualquer
uma das reivindicacdes 54 a 56, caracterizado pelo fato de que a pelo
menos uma modificagao inclui um nucleotideo modificado em 2'-fluoro
(2'-F).

58. Método ou composicdo, de acordo com qualquer
uma das reivindicagdes 54 a 57, caracterizado pelo fato de que a pelo
menos uma modificagdo inclui uma modificagdo em um ou mais dos
cinco primeiros nucleotideos na extremidade 5'.

59. Método ou composicdo, de acordo com qualquer
uma das reivindicacdes 54 a 58, caracterizado pelo fato de que a pelo
menos uma modificagao inclui uma modificagdo em um ou mais dos
ultimos cinco nucleotideos na extremidade 3'.

60. Método ou composi¢cédo, de acordo com qualquer
uma das reivindicacdes 54 a 59, caracterizado pelo fato de que a pelo
menos uma modificagao inclui ligagbes PS entre os quatro primeiros
nucleotideos.

61. Método ou composicdo, de acordo com qualquer
uma das reivindicacdes 54 a 60, caracterizado pelo fato de que a pelo
menos uma modificagdo inclui ligagdes PS entre os ultimos quatro
nucleotideos.

62. Método ou composicdo, de acordo com qualquer
uma das reivindicacdes 54 a 61, caracterizado pelo fato de que a pelo
menos uma modificacdo inclui nucleotideos modificados em 2'-O-Me
nos trés primeiros nucleotideos na extremidade 5'.

63. Método ou composi¢cao, de acordo com qualquer
uma das reivindicagdes 54 a 62, caracterizado pelo fato de que a pelo

menos uma modificacdo inclui nucleotideos modificados em 2'-O-Me
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nos trés ultimos nucleotideos na extremidade 3'.

64. Método ou composi¢cdo, de acordo com qualquer
uma das reivindicacdes 54 a 63, caracterizado pelo fato de que o RNA
guia compreende os nucleotideos modificados da SEQ ID NO: 3.

65. Método ou composicdo, de acordo com qualquer
uma das reivindicacbes 1 a 64, caracterizado pelo fato de que a
composi¢cao compreende ainda um excipiente farmaceuticamente
aceitavel.

66. Método ou composi¢cdo, de acordo com qualquer
uma das reivindicacdes 1 a 65, caracterizado pelo fato de que o RNA
guia esta associado a uma nanoparticula lipidica (LNP).

67. Método ou composicdo, de acordo com a
reivindicacao 66, caracterizado pelo fato de que o LNP compreende um
lipideo CCD.

68. Método ou composicdo, de acordo com a
reivindicagdo 67, caracterizado pelo fato de que o lipideo CCD é o
Lipideo A ou o Lipideo B.

69. Método ou composi¢cdo, de acordo com qualquer
uma das reivindicacdes 66 a 68, caracterizado pelo fato de que o LNP
compreende um lipideo neutro.

70. Método ou composicdo, de acordo com a
reivindicacdo 69, caracterizado pelo fato de que o lipideo neutro é
DSPC.

71. Método ou composicdo, de acordo com qualquer
uma das reivindicag¢des 66 a 70, caracterizado pelo fato de que o LNP
compreende um lipideo auxiliar.

72. Método ou composicdo, de acordo com a
reivindicagdo 71, caracterizado pelo fato de que o lipideo auxiliar é o
colesterol.

73. Método ou composicdo, de acordo com qualquer
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uma das reivindicacdes 66 a 72, caracterizado pelo fato de que o LNP
compreende um lipideo furtivo.

74. Método ou composicdo, de acordo com a
reivindicacdo 73, caracterizado pelo fato de que o lipideo furtivo é
PEG2k-DMG.

75. Método ou composicdo, de acordo com qualquer
uma das reivindicagdes anteriores, caracterizado pelo fato de que a
composi¢ao compreende ainda um agente de ligagao a DNA guiado por
RNA.

76. Método ou composicdo, de acordo com qualquer
uma das reivindicacdes anteriores, caracterizado pelo fato de que a
composicdo compreende ainda um mRNA que codifica um agente de
ligacdo a DNA guiado por RNA.

77. Método ou composicdo, de acordo com a
reivindicagdo 75 ou 76, caracterizado pelo fato de que o agente de
ligacdo a DNA guiado por RNA é uma Cas clivase.

78. Método ou composicdo, de acordo com a
reivindicagao 77, caracterizado pelo fato de que o agente de ligacao a
DNA guiado por RNA é Cas9.

79. Método ou composicdo, de acordo com qualquer
uma das reivindicagdes 75 a 78, caracterizado pelo fato de que o agente
de ligacdo a DNA guiado por RNA é modificado.

80. Método ou composi¢do, de acordo com qualquer
uma das reivindicagdes 75 a 79, caracterizado pelo fato de que o agente
de ligacado a DNA guiado por RNA é uma nickase.

81. Método ou composicdo, de acordo com a
reivindicagdo 79 ou 80, caracterizado pelo fato de que o agente de
ligacdo ao DNA guiado por RNA modificado compreende um sinal de
localizagdo nuclear (NLS).

82. Método ou composicdo, de acordo com qualquer
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uma das reivindicag¢des 75 a 81, caracterizado pelo fato de que o agente
de ligacdo a DNA guiado por RNA € um Cas de um sistema CRISPR /
Cas Tipo Il

83. Método ou composi¢cdo, de acordo com qualquer
uma das reivindicacdes anteriores, caracterizado pelo fato de que a
composicao € uma formulagdo farmacéutica e compreende ainda um
transportador farmaceuticamente aceitavel.

84. Método ou composicdo para uso, de acordo com
qualquer uma das reivindicagdes 1 a 5 ou 8 a 83, caracterizado pelo fato
de que a composigcao reduz ou previne amiloides ou fibrilas amiloides
compreendendo TTR.

85. Método ou composicédo para uso, de acordo com a
reivindicacao 84, caracterizado pelo fato de que os amiloides ou fibrilas
amiloides estdo nos nervos, coragao ou via gastrointestinal.

86. Método ou composicdo para uso, de acordo com
qualquer uma das reivindicagbes 1 a 5 ou 8 a 83, caracterizado pelo fato
de que a unido de extremidade ndo homodloga (NHEJ) leva a uma
mutagao durante o reparo de um DSB no gene TTR.

87. Método ou composicédo para uso, de acordo com a
reivindicacdo 86, caracterizado pelo fato de que a NHEJ leva a uma
exclusao ou inser¢cao de um nucleotideo(s) durante o reparo de um DSB
nogene TTR.

88. Método ou composicédo para uso, de acordo com a
reivindicacao 87, caracterizado pelo fato de que a exclusao ou insercéo
de um nucleotideo(s) induz uma mudang¢a de quadro ou mutagédo sem
sentido no gene TTR .

89. Método ou composicédo para uso, de acordo com a
reivindicagdo 87, caracterizado pelo fato de que uma mudanca de
quadro ou mutagao sem sentido € induzida no gene TTR de pelo menos

50% das células hepaticas.
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90. Método ou composi¢ao para uso, de acordo com a
reivindicacdo 89, caracterizado pelo fato de que uma mudanca de
quadro ou mutagédo sem sentido é induzida no gene TTR de 50% a 60%,
60% a 70%, 70% ou 80%, 80% a 90%, 90 a 95%, 95% a 99% ou 99%
a 100% das células do figado.

91. Método ou composicdo para uso, de acordo com
qualquer uma das reivindicagdes 87 a 90, caracterizado pelo fato de que
uma exclusdo ou inser¢ao de um nucleotideo(s) ocorre no gene TTR
pelo menos 50 vezes ou mais do que em sitios fora do alvo.

92. Método ou composicédo para uso, de acordo com a
reivindicacao 91, caracterizado pelo fato de que a exclusao ou insergao
de um nucleotideo ocorre no gene TTR de 50 a 150 vezes, 150 a 500
vezes, 500 a 1.500 vezes, 1.500 a 5.000 vezes, 5.000 a 15.000 vezes,
15.000 a 30.000 vezes ou 30.000 a 60.000 vezes mais do que em sitios
fora do alvo.

93. Método ou composigdo para uso, de acordo com
qualquer uma das reivindicagdes 87 a 92, caracterizado pelo fato de que
a exclusdo ou inser¢do de um nucleotideo ocorre em menor ou igual a
3, 2, 1 ou O sitio(s) fora do alvo em hepatdcitos humanos primarios,
opcionalmente em que o(s) sitio(s) fora do alvo(s) ndo ocorre(m) em
uma regido de codificacdo de proteinas no genoma dos hepatdcitos
humanos primarios.

94. Método ou composicédo para uso, de acordo com a
reivindicacado 93, caracterizado pelo fato de que a exclusao ou insercéo
de um nucleotideo(s) ocorre em varios sitios fora do alvo nos
hepatdcitos humanos primarios que € menor que o numero de sitios fora
do alvo nos quais uma exclusao ou a inser¢do de um nucleotideo(s)
ocorre em células superexpressando Cas9, opcionalmente em que o(s)
sitio(s) alvo(s) ndo ocorre(m) em uma regido de codificagdo de proteinas

no genoma dos hepatoécitos humanos primarios.
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95. Método ou composi¢ao para uso, de acordo com a
reivindicacdo 94, caracterizado pelo fato de que as células
superexpressando Cas9 sdo células HEK293 que expressam
estavelmente Cas9.

96. Método ou composicdo para uso, de acordo com
qualquer uma das reivindicagdes 93 a 95, caracterizado pelo fato de que
o numero de sitios fora do alvo nos hepatdcitos humanos primarios &
determinado pela analise do DNA gendmico de hepatdcitos humanos
primarios transfectados in vitro com mRNA de Cas9 e o RNA guia,
opcionalmente em que o(s) sitio(s) alvo(s) n&o ocorre(m) em uma regiao
de codificacdo de proteinas no genoma dos hepatdcitos humanos
primarios.

97. Método ou composicdo para uso, de acordo com
qualquer uma das reivindicacdes 93 a 95, caracterizado pelo fato de que
o numero de sitios fora do alvo nos hepatécitos humanos primarios &
determinado por um ensaio de insergcdo de oligonucleotideo que
compreende a analise de DNA genbmico de hepatdcitos humanos
primarios transfectados in vitro com mRNA de Cas9, RNA guia, e um
oligonucleotideo doador, opcionalmente em que o(s) sitio(s) alvo(s) ndo
ocorre(m) em uma regido de codificagdo de proteinas no genoma dos
hepatdcitos humanos primarios.

98. Método ou composicdo, de acordo com qualquer
uma das reivindicagdes 1 a 43 ou 47 a 97, caracterizado pelo fato de
que a sequéncia do RNA guia é:

a) SEQ ID NO: 92 ou 104;

b) SEQ ID NO: 87, 89, 96 ou 113;

c) SEQ ID NO: 100, 102, 106, 111 ou 112; ou

d) SEQ ID NO: 88, 90, 91, 93, 94, 95, 97, 101, 103, 108 ou
109,

opcionalmente, em que o RNA guia ndo produz indels em
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sitios fora do alvo que ocorrem em uma regido de codificagdo de
proteinas no genoma de hepatocitos humanos primarios.

99. Método ou composi¢cao para uso de qualquer uma
das reivindicagcbes 1 a 5 ou 8 a 98, caracterizado pelo fato de que a
administracdo da composigao reduz os niveis de TTR no sujeito.

100. Método ou composi¢ao para uso, de acordo com a
reivindicacao 99, caracterizado pelo fato de que os niveis de TTR séo
reduzidos em pelo menos 50%.

101. Método ou composig¢ao para uso, de acordo com a
reivindicacdo 100, caracterizado pelo fato de que os niveis de TTR séo
reduzidos em 50% a 60%, 60% a 70%, 70% ou 80%, 80% a 90%, 90 a
95%, 95% a 99% ou 99% a 100%.

102. Método ou composicao para uso, de acordo com a
reivindicagdo 100 ou 101, caracterizado pelo fato de que os niveis de
TTR s&o medidos no soro, plasma, sangue, fluido espinhal cerebral ou
escarro.

103. Método ou composicao para uso, de acordo com a
reivindicagdo 100 ou 101, caracterizado pelo fato de que os niveis de
TTR sdo medidos no figado, plexo coroide e/ou retina.

104. Método ou composicao para uso, de acordo com
qualquer uma das reivindica¢des 99 a 103, caracterizado pelo fato de
que os niveis de TTR sdo medidos por meio de ensaio de
imunoabsorcao ligado a enzima (ELISA).

105. Método ou composicdo para uso, de acordo qualquer
uma das reivindicagbdes 1 a 5 ou 8 a 104, caracterizado pelo fato de que
o sujeito tem ATTR.

106. Método ou composicao para uso, de acordo com
qualquer uma das reivindicagdes 1 a 5 ou 8 a 105, caracterizado pelo
fato de que o sujeito é humano.

107. Método ou composicdo para uso, de acordo com a
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reivindicagdo 105 ou 106, caracterizado pelo fato de que o sujeito tem
ATTRwt.

108. Método ou composicao para uso, de acordo com a
reivindicacdo 105 ou 106, caracterizado pelo fato de que o sujeito tem
ATTR hereditario.

109. Método ou composi¢cao para uso, de acordo com
qualquer uma das reivindicagdes 1 a 5, 8 a 106 ou 108, caracterizado
pelo fato de que o sujeito tem uma histérico familiar de ATTR.

110. Método ou composi¢cao para uso, de acordo com
qualquer uma das reivindicacbes 1 a 5, 8 a 106 ou 108 a 109,
caracterizado pelo fato de que o sujeito tem polineuropatia amiloide
familiar.

111. Método ou composicao para uso, de acordo com
qualquer uma das reivindicagdes 1 a 5 ou 8 a 110, caracterizado pelo
fato de que o sujeito tem apenas ou predominantemente sintomas
nervosos de ATTR.

112. Método ou composicao para uso, de acordo com
qualquer uma das reivindicagbes 1 a 5 ou 8 a 110, caracterizado pelo
fato de que o sujeito tem cardiomiopatia amiloide familiar.

113. Método ou composicao para uso, de acordo com
qualquer uma das reivindicagdes 1 a 5, 8 a 109 ou 112, caracterizado
pelo fato de que o sujeito tem apenas ou predominantemente sintomas
cardiacos de ATTR.

114. Método ou composicao para uso, de acordo com
qualquer uma das reivindicagdes 1 a 5 ou 8 a 113, caracterizado pelo
fato de que o sujeito expressa TTR com uma mutagéo V30.

115. Método ou composicao para uso, de acordo com a
reivindicagdo 114, caracterizado pelo fato de que a mutagcdo V30 é
V30A, V30G, V30L ou V30M.

116. Método ou composicao para uso, de acordo com
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qualquer uma das reivindicacdes 1 a 5 ou 8 a 113, caracterizado pelo
fato de que o sujeito expressa TTR com uma mutacio T60.

117. Método ou composicao para uso, de acordo com a
reivindicacdo 116, caracterizado pelo fato de que a mutagcdo T60 é
T60A.

118. Método ou composi¢cao para uso, de acordo com
qualquer uma das reivindicagdes 1 a 5 ou 8 a 113, caracterizado pelo
fato de que o sujeito expressa TTR com uma mutagdo V122.

119. Método ou composicao para uso, de acordo com a
reivindicacdo 118, caracterizado pelo fato de que a mutacdo V122 ¢é
V122A, V1221 ou V122 (-).

120. Método ou composicdo para uso, de acordo com
qualquer uma das reivindicagdes 1 a 5 ou 8 a 119, caracterizado pelo
fato de que o sujeito expressa TTR de tipo selvagem.

121. Método ou composicao para uso, de acordo com
qualquer uma das reivindicagdes 1 a 5, 8 a 107 ou 120, caracterizado
pelo fato de que o sujeito ndo expressa TTR com uma mutagdo V30,
T60 ou V122.

122. Método ou composicao para uso, de acordo com
qualquer uma das reivindicagdes 1 a 5, 8 a 107 ou 120 a 121,
caracterizado pelo fato de que o sujeito ndo expressa TTR com uma
mutagdo patoldgica.

123. Método ou composig¢ao para uso, de acordo com a
reivindicagdo 121, caracterizado pelo fato de que o sujeito € homozigoto
para TTR de tipo selvagem.

124. Método ou composicao para uso, de acordo com
qualquer uma das reivindicagdes 1 a 5 ou 8 a 123, caracterizado pelo
fato de que apds a administracdo o sujeito apresenta uma melhora,
estabilizacdo ou lentiddo da alteracdo nos sintomas da neuropatia

sensorio-motora.
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125. Método ou composicdo para uso, de acordo com a
reivindicacdo 124, caracterizado pelo fato de que a melhora,
estabilizacédo ou lentiddo da mudanca na neuropatia sensorial € medida
usando eletromiograma, testes de conducdo nervosa ou resultados
relatados pelo paciente.

126. Método ou composicao para uso, de acordo com
qualquer uma das reivindicagdes 1 a 5 ou 8 a 125, caracterizado pelo
fato de que o sujeito tem uma melhora, estabilizagdo ou lentiddo da
mudanga nos sintomas de insuficiéncia cardiaca congestiva.

127. Método ou composicao para uso, de acordo com a
reivindicacdo 126, caracterizado pelo fato de que a melhora,
estabilizacdo ou lentiddo da mudanca na insuficiéncia cardiaca
congestiva € medida usando testes de biomarcadores cardiacos, testes
de funcao pulmonar, radiografias de térax ou eletrocardiografia.

128. Método ou composicao para uso, de acordo com
qualquer uma das reivindicagbes 1 a 5 ou 8 a 127, caracterizado pelo
fato de que a composigao ou formulacdo farmacéutica € administrada
via um vetor viral.

129. Método ou composicao para uso, de acordo com
qualquer uma das reivindicacdes 1 a 5 ou 8 127, caracterizado pelo fato
de que a composicdo ou formulagado farmacéutica € administrada via
nanoparticulas lipidicas.

130. Método ou composi¢cdo para uso, de acordo com
qualquer uma das reivindicagdes 1 a 5 ou 8 a 129, caracterizado pelo
fato de que o sujeito é testado para mutacdes especificas no gene TTR
antes de administrar a composicédo ou formulacéao.

131. Método ou composig¢ao, de acordo com qualquer
uma das reivindicagbes 1 a 130, caracterizado pelo fato de que a
sequéncia selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 ¢ SEQ ID NO: 5.

132. Método ou composicdo, de acordo com qualquer
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uma das reivindicacbes 1 a 130, caracterizado pelo fato de que a
sequéncia selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 ¢ SEQ ID NO: 6.

133. Método ou composicdo, de acordo com qualquer
uma das reivindicagbes 1 a 130, caracterizado pelo fato de que a
sequéncia selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 é SEQ ID NO: 7.

134. Método ou composicao, de acordo com qualquer
uma das reivindicagbes 1 a 130, caracterizado pelo fato de que a
sequéncia selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 é SEQ ID NO: 8.

135. Método ou composig¢ao, de acordo com qualquer
uma das reivindicacbes 1 a 130, caracterizado pelo fato de que a
sequéncia selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 é SEQ ID NO: 9.

136. Método ou composicao, de acordo com qualquer
uma das reivindicacbes 1 a 130, caracterizado pelo fato de que a
sequéncia selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 ¢ SEQ ID NO: 10.

137. Método ou composicao, de acordo com qualquer
uma das reivindicagbées 1 a 130, caracterizado pelo fato de que a
sequéncia selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 ¢ SEQ ID NO: 11.

138. Meétodo ou composigdo, de acordo com qualquer
uma das reivindicacbes 1 a 130, caracterizado pelo fato de que a
sequéncia selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 ¢ SEQ ID NO: 12.

139. Método ou composig¢ao, de acordo com qualquer
uma das reivindicacbes 1 a 130, caracterizado pelo fato de que a
sequéncia selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 € SEQ ID NO: 13.

140. Método ou composicao, de acordo com qualquer
uma das reivindicagbes 1 a 130, caracterizado pelo fato de que a
sequéncia selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 ¢ SEQ ID NO: 14.

141. Método ou composig¢ao, de acordo com qualquer
uma das reivindicagbes 1 a 130, caracterizado pelo fato de que a
sequéncia selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 ¢ SEQ ID NO: 15.

142. Método ou composicdo, de acordo com qualquer

Peticdo 870200059104, de 13/05/2020, pag. 81/405



21/27

uma das reivindicacbes 1 a 130, caracterizado pelo fato de que a
sequéncia selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 ¢ SEQ ID NO: 16.

143. Método ou composicdo, de acordo com qualquer
uma das reivindicagbes 1 a 130, caracterizado pelo fato de que a
sequéncia selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 ¢ SEQ ID NO: 17.

144. Método ou composicao, de acordo com qualquer
uma das reivindicagbes 1 a 130, caracterizado pelo fato de que a
sequéncia selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 ¢ SEQ ID NO: 18.

145. Método ou composig¢ao, de acordo com qualquer
uma das reivindicacbes 1 a 130, caracterizado pelo fato de que a
sequéncia selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 ¢ SEQ ID NO: 19.

146. Método ou composicao, de acordo com qualquer
uma das reivindicacbes 1 a 130, caracterizado pelo fato de que a
sequéncia selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 ¢ SEQ ID NO: 20.

147. Método ou composicao, de acordo com qualquer
uma das reivindicagbées 1 a 130, caracterizado pelo fato de que a
sequéncia selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 ¢ SEQ ID NO: 21.

148. Meétodo ou composigdo, de acordo com qualquer
uma das reivindicacbes 1 a 130, caracterizado pelo fato de que a
sequéncia selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 ¢ SEQ ID NO: 22.

149. Método ou composig¢ao, de acordo com qualquer
uma das reivindicacbes 1 a 130, caracterizado pelo fato de que a
sequéncia selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 € SEQ ID NO: 23.

150. Método ou composig¢ao, de acordo com qualquer
uma das reivindicagbes 1 a 130, caracterizado pelo fato de que a
sequéncia selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 ¢ SEQ ID NO: 24.

151. Método ou composig¢ao, de acordo com qualquer
uma das reivindicagbes 1 a 130, caracterizado pelo fato de que a
sequéncia selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 ¢ SEQ ID NO: 25.

152. Método ou composicdo, de acordo com qualquer
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uma das reivindicacbes 1 a 130, caracterizado pelo fato de que a
sequéncia selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 € SEQ ID NO: 26.

153. Método ou composicdo, de acordo com qualquer
uma das reivindicagbes 1 a 130, caracterizado pelo fato de que a
sequéncia selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 é SEQ ID NO: 27.

154. Método ou composicao, de acordo com qualquer
uma das reivindicagbes 1 a 130, caracterizado pelo fato de que a
sequéncia selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 ¢ SEQ ID NO: 28.

155. Método ou composig¢ao, de acordo com qualquer
uma das reivindicacbes 1 a 130, caracterizado pelo fato de que a
sequéncia selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 ¢ SEQ ID NO: 29.

156. Método ou composicao, de acordo com qualquer
uma das reivindicacbes 1 a 130, caracterizado pelo fato de que a
sequéncia selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 ¢ SEQ ID NO: 30.

157. Método ou composicao, de acordo com qualquer
uma das reivindicagbées 1 a 130, caracterizado pelo fato de que a
sequéncia selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 ¢ SEQ ID NO: 31.

1568. Meétodo ou composigdo, de acordo com qualquer
uma das reivindicacbes 1 a 130, caracterizado pelo fato de que a
sequéncia selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 ¢ SEQ ID NO: 32.

159. Método ou composig¢ao, de acordo com qualquer
uma das reivindicacbes 1 a 130, caracterizado pelo fato de que a
sequéncia selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 € SEQ ID NO: 33.

160. Método ou composicao, de acordo com qualquer
uma das reivindicagbes 1 a 130, caracterizado pelo fato de que a
sequéncia selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 ¢ SEQ ID NO: 34.

161. Método ou composig¢ao, de acordo com qualquer
uma das reivindicagbes 1 a 130, caracterizado pelo fato de que a
sequéncia selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 ¢ SEQ ID NO: 35.

162. Método ou composicdo, de acordo com qualquer
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uma das reivindicacbes 1 a 130, caracterizado pelo fato de que a
sequéncia selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 ¢ SEQ ID NO: 36.

163. Método ou composicdo, de acordo com qualquer
uma das reivindicagbes 1 a 130, caracterizado pelo fato de que a
sequéncia selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 ¢ SEQ ID NO: 37.

164. Método ou composicao, de acordo com qualquer
uma das reivindicagbes 1 a 130, caracterizado pelo fato de que a
sequéncia selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 ¢ SEQ ID NO: 38.

165. Método ou composig¢ao, de acordo com qualquer
uma das reivindicacbes 1 a 130, caracterizado pelo fato de que a
sequéncia selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 ¢ SEQ ID NO: 39.

166. Método ou composicao, de acordo com qualquer
uma das reivindicacbes 1 a 130, caracterizado pelo fato de que a
sequéncia selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 é SEQ ID NO: 40.

167. Método ou composicao, de acordo com qualquer
uma das reivindicagbes 1 a 130, caracterizado pelo fato de que a
sequéncia selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 ¢ SEQ ID NO: 41.

168. Meétodo ou composigdo, de acordo com qualquer
uma das reivindicacbes 1 a 130, caracterizado pelo fato de que a
sequéncia selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 ¢ SEQ ID NO: 42.

169. Método ou composig¢ao, de acordo com qualquer
uma das reivindicacbes 1 a 130, caracterizado pelo fato de que a
sequéncia selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 € SEQ ID NO: 43.

170. Método ou composicao, de acordo com qualquer
uma das reivindicagbes 1 a 130, caracterizado pelo fato de que a
sequéncia selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 ¢ SEQ ID NO: 44.

171. Método ou composi¢ao, de acordo com qualquer
uma das reivindicagbes 1 a 130, caracterizado pelo fato de que a
sequéncia selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 ¢ SEQ ID NO: 45.

172. Método ou composicdo, de acordo com qualquer

Peticéo 870200059104, de 13/05/2020, pag. 84/405



24/27

uma das reivindicacbes 1 a 130, caracterizado pelo fato de que a
sequéncia selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 € SEQ ID NO: 46.

173. Método ou composicdo, de acordo com qualquer
uma das reivindicagbes 1 a 130, caracterizado pelo fato de que a
sequéncia selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 ¢ SEQ ID NO: 47.

174. Método ou composicao, de acordo com qualquer
uma das reivindicagbes 1 a 130, caracterizado pelo fato de que a
sequéncia selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 ¢ SEQ ID NO: 48.

175. Método ou composig¢ao, de acordo com qualquer
uma das reivindicacbes 1 a 130, caracterizado pelo fato de que a
sequéncia selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 ¢ SEQ ID NO: 49.

176. Método ou composicao, de acordo com qualquer
uma das reivindicacbes 1 a 130, caracterizado pelo fato de que a
sequéncia selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 ¢ SEQ ID NO: 50.

177. Método ou composicao, de acordo com qualquer
uma das reivindicagbées 1 a 130, caracterizado pelo fato de que a
sequéncia selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 ¢ SEQ ID NO: 51.

178. Meétodo ou composigdo, de acordo com qualquer
uma das reivindicacbes 1 a 130, caracterizado pelo fato de que a
sequéncia selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 ¢ SEQ ID NO: 52.

179. Método ou composig¢ao, de acordo com qualquer
uma das reivindicacbes 1 a 130, caracterizado pelo fato de que a
sequéncia selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 € SEQ ID NO: 53.

180. Método ou composig¢ao, de acordo com qualquer
uma das reivindicagbes 1 a 130, caracterizado pelo fato de que a
sequéncia selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 € SEQ ID NO: 54.

181. Método ou composicao, de acordo com qualquer
uma das reivindicagbes 1 a 130, caracterizado pelo fato de que a
sequéncia selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 ¢ SEQ ID NO: 55.

182. Método ou composicdo, de acordo com qualquer
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uma das reivindicacbes 1 a 130, caracterizado pelo fato de que a
sequéncia selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 ¢ SEQ ID NO: 56.

183. Método ou composicdo, de acordo com qualquer
uma das reivindicagbes 1 a 130, caracterizado pelo fato de que a
sequéncia selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 ¢ SEQ ID NO: 57.

184. Método ou composicao, de acordo com qualquer
uma das reivindicagbes 1 a 130, caracterizado pelo fato de que a
sequéncia selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 ¢ SEQ ID NO: 58.

185. Método ou composig¢ao, de acordo com qualquer
uma das reivindicacbes 1 a 130, caracterizado pelo fato de que a
sequéncia selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 ¢ SEQ ID NO: 59.

186. Método ou composicao, de acordo com qualquer
uma das reivindicacbes 1 a 130, caracterizado pelo fato de que a
sequéncia selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 ¢ SEQ ID NO: 60.

187. Método ou composicao, de acordo com qualquer
uma das reivindicagbées 1 a 130, caracterizado pelo fato de que a
sequéncia selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 ¢ SEQ ID NO: 61.

188. Meétodo ou composigdo, de acordo com qualquer
uma das reivindicacbes 1 a 130, caracterizado pelo fato de que a
sequéncia selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 ¢ SEQ ID NO: 62.

189. Método ou composig¢ao, de acordo com qualquer
uma das reivindicacbes 1 a 130, caracterizado pelo fato de que a
sequéncia selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 € SEQ ID NO: 63.

190. Método ou composig¢ao, de acordo com qualquer
uma das reivindicagbes 1 a 130, caracterizado pelo fato de que a
sequéncia selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 ¢ SEQ ID NO: 64.

191. Método ou composic¢ao, de acordo com qualquer
uma das reivindicagbes 1 a 130, caracterizado pelo fato de que a
sequéncia selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 ¢ SEQ ID NO: 65.

192. Método ou composicdo, de acordo com qualquer
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uma das reivindicacbes 1 a 130, caracterizado pelo fato de que a
sequéncia selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 ¢ SEQ ID NO: 66.

193. Método ou composicdo, de acordo com qualquer
uma das reivindicagbes 1 a 130, caracterizado pelo fato de que a
sequéncia selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 ¢ SEQ ID NO: 67.

194. Método ou composicao, de acordo com qualquer
uma das reivindicagbes 1 a 130, caracterizado pelo fato de que a
sequéncia selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 ¢ SEQ ID NO: 68.

195. Método ou composig¢ao, de acordo com qualquer
uma das reivindicacbes 1 a 130, caracterizado pelo fato de que a
sequéncia selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 é SEQ ID NO: 69.

196. Método ou composicao, de acordo com qualquer
uma das reivindicacbes 1 a 130, caracterizado pelo fato de que a
sequéncia selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 ¢ SEQ ID NO: 70.

197. Método ou composicao, de acordo com qualquer
uma das reivindicagbées 1 a 130, caracterizado pelo fato de que a
sequéncia selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 ¢ SEQ ID NO: 71.

198. Meétodo ou composigdo, de acordo com qualquer
uma das reivindicacbes 1 a 130, caracterizado pelo fato de que a
sequéncia selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 ¢ SEQ ID NO: 72.

199. Método ou composig¢ao, de acordo com qualquer
uma das reivindicacbes 1 a 130, caracterizado pelo fato de que a
sequéncia selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 € SEQ ID NO: 73.

200. Método ou composicdo, de acordo com qualquer
uma das reivindicagbées 1 a 130, caracterizado pelo fato de que a
sequéncia selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 ¢ SEQ ID NO: 74.

201. Método ou composicdo, de acordo com qualquer
uma das reivindicagbes 1 a 130, caracterizado pelo fato de que a
sequéncia selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 ¢ SEQ ID NO: 75.

202. Método ou composicdo, de acordo com qualquer

Peticdo 870200059104, de 13/05/2020, pag. 87/405



27127

uma das reivindicacbes 1 a 130, caracterizado pelo fato de que a
sequéncia selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 ¢ SEQ ID NO: 76.

203. Método ou composicdo, de acordo com qualquer
uma das reivindicagbes 1 a 130, caracterizado pelo fato de que a
sequéncia selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 ¢ SEQ ID NO: 77.

204. Meétodo ou composicdo, de acordo com qualquer
uma das reivindicagbes 1 a 130, caracterizado pelo fato de que a
sequéncia selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 ¢ SEQ ID NO: 78.

205. Método ou composicdo, de acordo com qualquer
uma das reivindicacbes 1 a 130, caracterizado pelo fato de que a
sequéncia selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 ¢ SEQ ID NO: 79.

206. Método ou composicdo, de acordo com qualquer
uma das reivindicacbes 1 a 130, caracterizado pelo fato de que a
sequéncia selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 ¢ SEQ ID NO: 80.

207. Método ou composicdo, de acordo com qualquer
uma das reivindicagbées 1 a 130, caracterizado pelo fato de que a
sequéncia selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 ¢ SEQ ID NO: 81.

208. Meétodo ou composi¢cdo, de acordo com qualquer
uma das reivindicacbes 1 a 130, caracterizado pelo fato de que a
sequéncia selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 ¢ SEQ ID NO: 82.

209. Uso de uma composicdo ou formulagdo, como
definida em qualquer uma das reivindicagdes 6 a 208, caracterizado
pelo fato de que é para preparar um medicamento para tratamento de

um sujeito humano que tem ATTR.
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RESUMO
Patente de Invencdo: “COMPOSIGCOES E METODOS PARA EDICAO
DE GENE TTR E TRATAR AMILOIDOSE ATTR”.
A presente invencio refere-se a composicdes e métodos
para edicdo, por exemplo, introducdo de quebras de fita dupla, dentro
do gene TTR. Séo fornecidas composicbes e métodos para tratar

sujeitos tendo amiloidose associada a transtirretina (ATTR).
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Este anexo apresenta o codigo de controle da listagem de sequéncias
bioldgicas.

Cédigo de Controle

Campo 1

4 FB 6 32AFB99 6FS5B4&

Campo 2

CO0OC7C329 6E4482E?2

Outras Informacées:

- Nome do Arquivo: Listagem de sequéncia - P246062. TXT
- Data de Geracao do Cédigo: 17/03/2020
- Hora de Geracéo do Cdédigo: 15:42:59
- Cédigo de Controle:
- Campo 1: 4FB632AFB996F5B4
- Campo 2: COC7C3296E4482E2
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