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"COMPOSIÇÕES E MÉTODOS PARA EDIÇÃO DE GENE 

TTR E TRATAMENTO DE AMILOIDOSE ATTR". 

[0001] Este pedido reivindica o benefício de prioridade do Pedido 

Provisório dos Estados Unidos 62/556.236, que foi depositado em 29 de 

setembro de 2017, e ao Pedido Provisório dos Estados Unidos 

62/671.902, que foi depositado em 15 de maio de 2018 e que são 

incorporados por referência na sua totalidade. 

[0002] O presente pedido contém uma Listagem de Sequência, que 

foi submetida eletronicamente no formato ASCII e está incorporada por 

meio deste a título de referência em sua totalidade. A referida cópia 

ASCII, criada em 27 de setembro de 2018, é denominada 2018-09-

27_01155-0013-PCT_ST25.txt e tem 417.471 bytes de tamanho. 

[0003] A Transtirretina (TTR) é uma proteína produzida pelo gene 

TTR que normalmente funciona para transportar retinol e tiroxina por 

todo o corpo. A TTR é predominantemente sintetizada no fígado, com 

pequenas frações sendo produzidas no plexo coroide e na retina. A TTR 

normalmente circula como uma proteína tetramérica solúvel no sangue. 

[0004] Variantes patogênicas da TTR, que podem prejudicar a 

estabilidade do tetrâmero, 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 

proteína TTR dobrada incorretamente). Em alguns casos, variantes 

patogênicas da TTR podem levar à amiloidose ou doença resultante do 

acúmulo de amiloides. Por exemplo, monômeros de TTR dobrada 

incorretamente podem polimerizar em fibrilas amiloides nos tecidos, 

como nervos periféricos, coração 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 deposição de TTR do tipo 

selvagem também foram observados em homens com 60 anos ou mais 
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e estão associados a problemas de ritmo cardíaco, insuficiência 

cardíaca e túnel carpal.  

[0006] A amiloidose caracterizada pela deposição de TTR pode ser 

referida como "ATTR", "amiloidose relacionada à TTR", "amiloidose 

TTR" ou "amiloidose ATTR" ou "amiloidose ATTR", "amiloidose familiar 

ATTR" (quando associada a uma mutação genética em uma família), ou 

“ATTRwt” ou “ATTR do tipo selvagem” (quando surgir de dobramento 

incorreto e deposição de TTR do tipo selvagem).  

[0007] A ATTR pode apresentar um amplo espectro de sintomas e 

pacientes com diferentes classes de ATTR podem ter características e 

prognósticos 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 

insuficiência cardíaca congestiva. A FAP e a FAC estão geralmente 

associadas a uma mutação genética no gene TTR, e mais de 100 

mutações diferentes no gene TTR foram associadas à ATTR. Em 

contraste, a amiloidose wt-TTR está associada ao envelhecimento e não 

a uma mutação 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 mutações em TTR estão associadas 

à ATTR, certas mutações foram mais intimamente associadas à 

neuropatia e/ou cardiomiopatia. Por exemplo, mutações em T60 de TTR 

estão associadas a cardiomiopatia e neuropatia; mutações em V30 

estão mais associadas à neuropatia; e mutações em V122 estão mais 

associadas à cardiomiopatia.  

[0009] Uma variedade de abordagens de tratamento foi estudada 

para o tratamento de ATTR, mas não existem medicamentos aprovados 
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que parem a progressão da doença e melhorem a qualidade de vida. 

Embora o transplante de fígado tenha sido estudado para o tratamento 

de ATTR, seu uso está diminuindo, pois envolve risco significativo e a 

progressão da doença às vezes continua após o transplante. Os 

estabilizadores de moléculas pequenas, como diflunisal e tafamidis, 

parecem retardar a progressão de ATTR, mas esses agentes não 

interrompem a progressão da doença.  

[0010] Atualmente, estão sendo investigadas abordagens usando 

knockdown de RNA interferente pequeno (siRNA), knockout 

antissentido ou um anticorpo monoclonal direcionado para fibrilas 

amiloides para destruição, mas enquanto os resultados da supressão 

de curto prazo da expressão de TTR mostram dados preliminares 

encorajadores, existe uma necessidade de tratamentos que pode 

produzir supressão duradoura de TTR.  

[0011] Por conseguinte, são fornecidas as seguintes modalidades. 

Em algumas modalidades, a presente invenção fornece composições e 

métodos usando um RNA guia com um agente de ligação a DNA guiado 

por RNA, como o sistema CRISPR/Cas, para reduzir substancialmente 

ou eliminar a expressão do gene TTR, desse modo reduzindo ou 

eliminando substancialmente a produção de proteína TTR associada à 

ATTR. A redução ou eliminação substancial da produção de proteína 

TTR associada à ATTR através da alteração do gene TTR pode ser uma 

redução ou eliminação a longo prazo. 

SUMÁRIO 

[0012] A Modalidade 1 é um método para induzir uma quebra de fita 

dupla (DSB) dentro do gene TTR, compreendendo distribuir uma 

composição a uma célula, em que a composição compreende 

a. um RNA guia compreendendo uma sequência guia selecionada de 

SEQ ID NOs: 5-82; 

b. um RNA guia compreendendo pelo menos 17, 18, 19 ou 20 
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nucleotídeos contíguos de uma sequência selecionada de SEQ ID NOs: 

5-82; ou 

c. um RNA guia compreendendo uma sequência guia que é pelo menos 

99%, 98%, 97%, 96%, 95%, 94%, 93%, 92%, 91% ou 90% idêntica a 

uma sequência selecionada de SEQ ID NOs : 5-82.  

[0013] A Modalidade 2 é um método para modificar o gene TTR 

compreendendo distribuir uma composição a uma célula, em que a 

composição compreende (i) um agente de ligação a DNA guiado por 

RNA ou um ácido nucleico que codifica um agente de ligação a DNA 

guiado por RNA e (ii) um RNA guia compreendendo:  

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

b. pelo menos 17, 18, 19 ou 20 nucleotídeos contíguos de uma 

sequência selecionada de SEQ ID NOs: 5-82; ou 

c. uma sequência guia que é pelo menos 99%, 98%, 97%, 96%, 95%, 

94%, 93%, 92%, 91% ou 90% idêntica a uma sequência 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 composição 

a um sujeito em necessidade do mesmo, em que a composição 

compreende (i) um agente de ligação a DNA guiado por RNA ou um 

ácido nucleico que codifica um agente de ligação a DNA guiado por RNA 

e (ii) um RNA guia compreendendo:  

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

b. pelo menos 17, 18, 19 ou 20 nucleotídeos contíguos de uma 

sequência selecionada de SEQ ID NOs: 5-82; ou 

c. uma sequência guia que é pelo menos 99%, 98%, 97%, 96%, 95%, 

94%, 93%, 92%, 91% ou 90% idêntica a uma sequência selecionada de 

SEQ ID NOs : 5-82, 

tratando assim ATTR.  

[0015] A Modalidade 4 é um método para reduzir a concentração 
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sérica de TTR, compreendendo administrar uma composição a um 

sujeito em necessidade do mesmo, em que a composição compreende 

(i) um agente de ligação a DNA guiado por RNA ou um ácido nucleico 

que codifica um agente de ligação a DNA guiado por RNA e (ii) um RNA 

guia compreendendo: 

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

b. pelo menos 17, 18, 19 ou 20 nucleotídeos contíguos de uma 

sequência selecionada de SEQ ID NOs: 5-82; ou 

c. uma sequência guia que é pelo menos 99%, 98%, 97%, 96%, 95%, 

94%, 93%, 92%, 91% ou 90% idêntica a uma sequência selecionada de 

SEQ ID NOs : 5-82,  

reduzindo assim a concentração sérica de TTR.   

[0016] A Modalidade 5 é um método para reduzir ou impedir o 

acúmulo de amiloides ou fibrilas amiloides compreendendo TTR em um 

sujeito, compreendendo administrar uma composição a um sujeito em 

necessidade do mesmo, em que a composição compreende (i) um 

agente de ligação a DNA guiado por RNA ou um ácido nucleico que 

codifica um agente de ligação a DNA guiado por RNA e (ii) um RNA guia 

compreendendo: 

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

b. pelo menos 17, 18, 19 ou 20 nucleotídeos contíguos de uma 

sequência selecionada de SEQ ID NOs: 5-82; ou 

c. uma sequência guia que é pelo menos 99%, 98%, 97%, 96%, 95%, 

94%, 93%, 92%, 91% ou 90% idêntica a uma sequência selecionada de 

SEQ ID NOs : 5-82,  

reduzindo assim a acumulação de amiloides ou fibrilas amiloides.  

[0017] A Modalidade 6 é uma composição compreendendo um RNA 

guia compreendendo:  

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

b. pelo menos 17, 18, 19 ou 20 nucleotídeos contíguos de uma 
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sequência selecionada de SEQ ID NOs: 5-82; ou 

c. uma sequência guia que é pelo menos 99%, 98%, 97%, 96%, 95%, 

94%, 93%, 92%, 91% ou 90% idêntica a uma sequência selecionada de 

SEQ ID NOs : 5-82,  

[0018] A Modalidade 7 é uma composição compreendendo vetor 

que codifica um RNA guia, em que o RNA guia compreende: 

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

b. pelo menos 17, 18, 19 ou 20 nucleotídeos contíguos de uma 

sequência selecionada de SEQ ID NOs: 5-82; ou 

c. uma sequência guia que é pelo menos 99%, 98%, 97%, 96%, 95%, 

94%, 93%, 92%, 91% ou 90% idêntica a uma sequência selecionada de 

SEQ ID NOs : 5-82,  

[0019] A Modalidade 8 é a composição da modalidade 6 ou 7 para 

uso na indução de uma quebra de fita dupla (DSB) dentro do gene TTR 

em uma célula ou sujeito. 

[0020] A Modalidade 9 é a composição da modalidade 6 ou 7, para 

uso na modificação do gene TTR em uma célula ou sujeito. 

[0021] A Modalidade 10 é a composição da modalidade 6 ou 7, para 

uso no tratamento de amiloidose associada a TTR (ATTR) em um 

sujeito. 

[0022] A Modalidade 11 é a composição da modalidade 6 ou 7, para 

uso na redução da concentração sérica de TTR em um sujeito. 

[0023] A Modalidade 12 é a composição da modalidade 6 ou 7, para 

uso na redução ou prevenção do acúmulo 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 composição para uso de qualquer uma das 

modalidades 8 a 12 a composição reduz os níveis séricos de TTR. 

[0025] A Modalidade 14 é o método ou a composição para uso da 

modalidade 13, em que os níveis séricos de TTR são reduzidos em pelo 
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menos 50% em comparação com os níveis séricos de TTR antes da 

administração da composição. 

[0026] A Modalidade 15 é o método ou a composição para uso da 

modalidade 13, em que os níveis séricos de TTR são reduzidos em 50-

60%, 60-70%, 70-80%, 80-90%, 90-95%, 95-98%, 98- 99% ou 99-100% 

em comparação com os níveis séricos de TTR antes da administração 

da composição. 

[0027] A Modalidade 16 é o método ou a composição para uso de 

qualquer uma das modalidades 1 a 5 ou 8 a 15, em que a composição 

resulta na edição do gene TTR. 

[0028] A Modalidade 17 é o método ou a composição para uso da 

modalidade 16, em que a edição é calculada como uma porcentagem 

da população que é editada (porcentagem de edição). 

[0029] A Modalidade 18 é o método ou a composição para uso da 

modalidade 17, em que a porcentagem de edição está entre 30 e 99% 

da população. 

[0030] A Modalidade 19 é o método ou a composição para uso da 

modalidade 17, em que a porcentagem de edição está 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 população. 

[0031] A Modalidade 20 é o método de qualquer uma das 

modalidades 1 a 5 ou a composição para uso de qualquer uma das 

modalidades 8 a 19, em que a composição reduz a deposição de 

amiloide em pelo menos um tecido. 

[0032] A Modalidade 21 é o método ou a composição para uso da 

modalidade 20, em que pelo menos um tecido compreende um ou mais 

de estômago, cólon, nervo ciático ou gânglio da raiz dorsal. 

[0033] A Modalidade 22 é o método ou a composição para uso da 

modalidade 20 ou 21, em que a deposição de amiloide é medida 8 
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semanas após a administração da composição. 

[0034] A Modalidade 23 é o método ou a composição para uso de 

qualquer uma das modalidades 20 a 22, em que a deposição de 

amiloide é comparada a um controle negativo ou a um nível medido 

antes da administração da composição. 

[0035] A Modalidade 24 é o método ou a composição para uso de 

qualquer uma das modalidades 20 a 23, em que a deposição de 

amiloide é medida em uma amostra de biópsia e/ou por imunocoloração. 

[0036] A Modalidade 25 é o método ou a composição para uso de 

qualquer uma das modalidades 20 a 24, em que a deposição 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 deposição de amiloide vista de 

forma negativa ao controle. 

[0037] A Modalidade 26 é o método ou a composição para uso de 

qualquer uma das modalidades 20 a 25, em que a deposição 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 deposição de amiloide observada 

antes da administração da composição. 

[0038] A Modalidade 27 é o método ou a composição para uso de 

qualquer uma das modalidades 1 a 5 ou 8 a 26, em que a composição 

é administrada ou distribuída pelo menos duas vezes. 

[0039] A Modalidade 28 é o método ou a composição para uso da 

modalidade 27, em que a composição é administrada ou distribuída pelo 

menos três vezes. 

[0040] A Modalidade 29 é o método ou a composição para uso da 

modalidade 27, em que a composição é administrada ou distribuída pelo 

menos quatro vezes. 

[0041] A Modalidade 30 é o método ou a composição para uso da 
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modalidade 27, em que a composição é administrada ou distribuída até 

cinco, seis, sete, oito, nove ou dez vezes. 

[0042] A Modalidade 31 é o método ou a composição para uso de 

qualquer uma das modalidades 27 a 30, em que a administração ou a 

distribuição ocorre em um intervalo de 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 

13, 14 ou 15 dias. 

[0043] A Modalidade 32 é o método ou a composição para uso de 

qualquer uma das modalidades 27 a 30, em que a administração ou a 

distribuição ocorre em um intervalo de 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 

13, 14 ou 15 semanas. 

[0044] A Modalidade 33 é o método ou a composição para uso de 

qualquer uma das modalidades 27 a 30, em que a administração ou a 

distribuição ocorre em um intervalo de 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 

13, 14 ou 15 meses. 

[0045] A Modalidade 34 é o método ou a composição de qualquer 

uma das modalidades anteriores, em que a sequência guia é 

selecionada de SEQ ID NOs: 5-82.  

[0046] A Modalidade 35 é o método ou a composição de qualquer 

uma das modalidades anteriores, em que o RNA guia é pelo menos 

parcialmente complementar a uma sequência alvo presente no gene 

TTR humano. 

[0047] A Modalidade 36 é o método ou a composição da 

modalidade 35, em que  a sequência alvo está no éxon 1, 2, 3 ou 4 do 

gene TTR humano.  

[0048] A Modalidade 37 é o método ou composição da modalidade 

35, em que a sequência alvo está no éxon 1 do gene TTR humano.  

[0049] A Modalidade 38 é o método ou a composição da 

modalidade 35, em que a sequência alvo está no éxon 2 do gene TTR 

humano.  

[0050] A Modalidade 39 é o método ou composição da modalidade 
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35, em que a sequência alvo está no éxon 3 do gene TTR humano.  

[0051] A Modalidade 40 é o método ou composição da modalidade 

35, em que a sequência alvo está no éxon 4 do gene TTR humano.  

[0052] A Modalidade 41 é o método ou a composição de qualquer 

uma das modalidades 1 a 40, em que a sequência guia é complementar 

a uma sequência alvo na fita positiva de TTR.  

[0053] A Modalidade 42 é o método ou a composição de qualquer 

uma das modalidades 1 a 40, em que a sequência guia é complementar 

a uma sequência alvo na fita negativa de TTR.  

[0054] A Modalidade 43 é o método ou a composição de qualquer 

uma das modalidades 1 a 40, em que a primeira sequência guia é 

complementar a uma primeira sequência alvo na fita positiva do gene 

TTR e em que a composição compreende ainda uma segunda 

sequência guia que é complementar a uma segunda sequência alvo na 

fita negativa do gene TTR. 

[0055] A Modalidade 44 é o método ou a composição de qualquer 

uma das modalidades anteriores, em que  o RNA guia compreende um 

crRNA que compreende a sequência guia e compreende ainda uma 

sequência nucleotídica da SEQ ID NO: 126, em que os nucleotídeos da 

SEQ ID NO: 126 seguem a sequência guia na sua extremidade 3'. 

[0056] A Modalidade 45 é o método ou a composição de qualquer 

uma das modalidades anteriores, em que  o RNA guia é um guia duplo 

(dgRNA). 

[0057] A Modalidade 46 é o método ou a composição da 

modalidade 45, em que  o RNA guia duplo compreende um crRNA 

compreendendo uma sequência nucleotídica da SEQ ID NO: 126, em 

que os nucleotídeos da SEQ ID NO: 126 seguem a sequência guia na 

sua extremidade 3' e um trRNA. 

[0058] A Modalidade 47 é o método ou a composição de qualquer 

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

[0059] A Modalidade 48 é o método ou composição da modalidade 

47, em que o sgRNA compreende uma sequência guia que tem o 

padrão da SEQ ID NO: 3. 

[0060] A Modalidade 49 é o método ou a composição da 

modalidade 47, em que o sgRNA compreende a sequência da SEQ ID 

NO: 3. 

[0061] A Modalidade 50 é o método ou a composição da 

modalidade 48 ou 49, em que cada N na SEQ ID NO: 3 é qualquer 

nucleotídeo natural ou não natural, em que os N formam a sequência 

guia e a sequência guia direciona Cas9 ao gene TTR.  

[0062] A Modalidade 51 é o método ou a composição de qualquer 

uma das modalidades 47 a 50, em que o sgRNA compreende qualquer 

uma das sequências guia das SEQ ID NOs: 5-82 e os nucleotídeos da 

SEQ ID NO: 126.  

[0063] A Modalidade 52 é o método ou a composição de qualquer 

uma das modalidades 47 a 51, em que o sgRNA compreende uma 

sequência guia que é pelo menos 99%, 98%, 97%, 96%, 95%, 94%, 

93%, 92%, 91% ou 90% idêntica a uma sequência selecionada de SEQ 

ID Nos: 87-124. 

[0064] A Modalidade 53 é o método ou a composição da 

modalidade 47, em que o sgRNA compreende uma sequência 

selecionada de SEQ ID Nos: 87-124. 

[0065] A Modalidade 54 é o método ou a composição de qualquer 

uma das modalidades anteriores, em que o RNA guia compreende pelo 

menos uma modificação.  

[0066] A Modalidade 55 é o método ou a composição da 

modalidade 54, em que  a pelo menos uma modificação inclui um 

nucleotídeo modificado em 2'-O-metil (2'-O-Me).  

[0067] A Modalidade 56 é o método ou a composição da 
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modalidade 54 ou 55, em que  a pelo menos uma modificação inclui 

uma ligação de fosforotioato (PS) entre nucleotídeos. 

[0068] A Modalidade 57 é o método ou a composição de qualquer 

uma das modalidades 54 a 56, em que  a pelo menos uma modificação 

inclui um nucleotídeo modificado em 2'-fluoro (2'-F). 

[0069] A Modalidade 58 é o método ou a composição de qualquer 

uma das modalidades 54 a 57, em que  a pelo menos uma modificação 

inclui uma modificação em um ou mais dos cinco primeiros nucleotídeos 

na extremidade 5'. 

[0070] A Modalidade 59 é o método ou a composição de qualquer 

uma das modalidades 54 a 58, em que  a pelo menos uma modificação 

inclui uma modificação em um ou mais dos últimos cinco nucleotídeos 

na extremidade 3'. 

[0071] A Modalidade 60 é o método ou a composição de qualquer 

uma das modalidades 54 a 59, em que a pelo menos uma modificação 

inclui ligações PS entre os quatro primeiros nucleotídeos. 

[0072] A Modalidade 61 é o método ou a composição de qualquer 

uma das modalidades 54 a 60, em que a pelo menos uma modificação 

inclui ligações PS entre os últimos quatro nucleotídeos. 

[0073] A Modalidade 62 é o método ou a composição de qualquer 

uma das modalidades 54 a 61, em que  a pelo menos uma modificação 

inclui nucleotídeos modificados em 2'-O-Me nos três primeiros 

nucleotídeos na extremidade 5'. 

[0074] A Modalidade 63 é o método ou a composição de qualquer 

uma das modalidades 54 a 62, em que a pelo menos uma modificação 

inclui nucleotídeos modificados em 2'-O-Me nos três últimos 

nucleotídeos na extremidade 3'. 

[0075] A Modalidade 64 é o método ou a composição de qualquer 

uma das modalidades 54 a 63, em que  o RNA guia compreende os 

nucleotídeos modificados da SEQ ID NO: 3. 
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[0076] A Modalidade 65 é o método ou a composição de qualquer 

uma das modalidades 1 a 64, em que a composição compreende ainda 

um excipiente farmaceuticamente aceitável. 

[0077] A Modalidade 66 é o método ou a composição de qualquer 

uma das modalidades 1 a 65, em que o RNA guia está associado a uma 

nanopartícula lipídica (LNP). 

[0078] A Modalidade 67 é o método ou composição da modalidade 

66, em que o LNP compreende um lipídeo CCD. 

[0079] A Modalidade 68 é o método ou a composição da 

modalidade 67, em que o lipídeo CCD é o lipídeo a ou o lipídeo B. 

[0080] A Modalidade 69 é o método ou a composição da 

modalidade 66 a 68, em que o LNP compreende um lipídeo neutro.  

[0081] A Modalidade 70 é o método ou composição da modalidade 

69, em que o lipídeo neutro é DSPC 

[0082] A Modalidade 71 é o método ou a composição de qualquer 

uma das modalidades 66  70, em que o LNP compreende um lipídeo 

auxiliar. 

[0083] A Modalidade 72 é o método ou a composição da 

modalidade 71, em que o lipídeo auxiliar é o colesterol. 

[0084] A Modalidade 73 é o método ou composição de qualquer 

uma das modalidades 66 a 72, em que o LNP compreende um lipídeo 

furtivo.  

[0085] A Modalidade 74 é o método ou composição da modalidade 

73, em que o lipídeo furtivo é PEG2k-DMG.   

[0086] A Modalidade 75 é o método ou a composição de qualquer 

uma das modalidades anteriores, em que a composição compreende 

ainda um agente de ligação a DNA guiado por RNA. 

[0087] A Modalidade 76 é o método ou a composição de qualquer 

uma das modalidades anteriores, em que a composição compreende 

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

[0088] A Modalidade 77 é o método ou a composição da 

modalidade 75 ou 76, em que o agente de ligação a DNA guiado por 

RNA é uma Cas clivase. 

[0089] A Modalidade 78 é o método ou composição da modalidade 

77, em que o agente de ligação ao DNA guiado por RNA é Cas9. 

[0090] A Modalidade 79 é o método ou a composição de qualquer 

uma das modalidades 75 a 78, em que o agente de ligação a DNA 

guiado por RNA é modificado. 

[0091] A Modalidade 80 é o método ou a composição de qualquer 

uma das modalidades 75 a 79, em que o agente de ligação a DNA 

guiado por RNA é uma nickase. 

[0092] A Modalidade 81 é o método ou composição da modalidade 

79 ou 80, em que o agente de ligação ao DNA guiado por RNA 

modificado compreende um sinal de localização nuclear (NLS). 

[0093] A Modalidade 82 é o método ou a composição de qualquer 

uma das modalidades 75 a 81, em que o agente de ligação a DNA 

guiado por RNA é um Cas de um sistema CRISPR/Cas Tipo II. 

[0094] A Modalidade 83 é o método ou a composição de qualquer 

uma das modalidades anteriores, em que a composição é uma 

formulação farmacêutica e compreende ainda um transportador 

farmaceuticamente aceitável.  

[0095] A Modalidade 84 é o método ou a composição para uso de 

qualquer uma das modalidades 1 a 5 ou 8 a 83, em que a composição 

reduz ou previne amiloides ou fibrilas amiloides compreendendo TTR. 

[0096] A Modalidade 85 é o método ou a composição para uso da 

modalidade 84, em que os amiloides ou fibrilas amiloides estão nos 

nervos, coração ou via gastrointestinal. 

[0097] A Modalidade 86 é o método ou a composição para uso de 

qualquer uma modalidades 1 a 5 ou 8 a 83, em que a união de 
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extremidade não homóloga (NHEJ) leva a uma mutação durante o 

reparo de um DSB no gene TTR. 

[0098] A Modalidade 87 é o método ou a composição para uso da 

modalidade 86, em que a NHEJ leva a uma exclusão ou inserção de um 

nucleotídeo(s) durante o reparo de um DSB no gene TTR. 

[0099] A Modalidade 88 é o método ou a composição para uso da 

modalidade 87, em que a exclusão ou inserção de um nucleotídeo(s) 

induz uma mudança de quadro ou mutação sem sentido no gene TTR.  

[00100] A Modalidade 89 é o método ou a composição para uso da 

modalidade 87, em que uma mudança de quadro ou mutação sem 

sentido é induzida no gene TTR de pelo menos 50% das células 

hepáticas. 

[00101] A Modalidade 90 é o método ou a composição para uso da 

modalidade 89, em que uma mudança de quadro ou mutação 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 fígado. 

[00102] A Modalidade 91 é o método ou a composição para uso de 

qualquer uma das modalidades 87 a 90, em que uma exclusão ou 

inserção de um nucleotídeo(s) ocorre no gene TTR pelo menos 50 

vezes ou mais do que em sítios fora do alvo.  

[00103] A Modalidade 92 é o método ou a composição para uso da 

modalidade 91, em que a exclusão ou inserção de um nucleotídeo 

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 sítios fora do alvo. 

[00104] A Modalidade 93 é o método ou a composição para uso de 

qualquer uma das modalidades 87 a 92, em que a exclusão ou inserção 

de um nucleotídeo ocorre em menor ou igual a 3, 2, 1 ou 0 sítio(s) fora 

do alvo em hepatócitos primários humanos, opcionalmente em que o(s) 

sítio(s) fora do alvo(s) não ocorre(m) em uma região de codificação de 
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proteínas no genoma dos hepatócitos primários humanos. 

[00105] A Modalidade 94 é o método ou a composição para uso da 

modalidade 93, em que a exclusão ou inserção de um nucleotídeo(s) 

ocorre em vários sítios fora do alvo nos hepatócitos primários humanos 

que é menor que o número de sítios fora do alvo nos quais uma exclusão 

ou a inserção de um nucleotídeo(s) ocorre em células superexpressoras 

de Cas9, opcionalmente em que o(s) sítio(s) alvo(s) não ocorre(m) em 

uma região de codificação de proteínas no genoma dos hepatócitos 

primários humanos. 

[00106] A Modalidade 95 é o método ou a composição para uso da 

modalidade 94, em que as células superexpressoras de Cas9 são 

células HEK293 que expressam estavelmente Cas9. 

[00107] A Modalidade 96 é o método ou a composição para uso de 

qualquer uma das modalidades 93 a 95, em que o número de sítios fora 

do alvo nos hepatócitos primários humanos é determinado pela análise 

do DNA genômico de hepatócitos primários humanos transfectados in 

vitro com mRNA de Cas9 e o RNA guia, opcionalmente em que o(s) 

sítio(s) alvo(s) não ocorre(m) em uma região de codificação de proteínas 

no genoma dos hepatócitos primários humanos. 

[00108] A Modalidade 97 é o método ou a composição para uso de 

qualquer uma das modalidades 93 a 95, em que o número de sítios fora 

do alvo nos hepatócitos primários humanos é determinado por um 

ensaio de inserção de oligonucleotídeo que compreende a análise de 

DNA genômico de hepatócitos primários humanos transfectados in vitro 

com mRNA de Cas9, RNA guia, e um oligonucleotídeo doador, 

opcionalmente em que o(s) sítio(s) alvo(s) não ocorre(m) em uma região 

de codificação de proteínas no genoma dos hepatócitos primários 

humanos. 

[00109] A Modalidade 98 é o método ou a composição de qualquer 

uma das modalidades 1-43 ou 47-97, em que a sequência do RNA guia 
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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 não produz indels em sítios fora do 

alvo que ocorrem em uma região de codificação de proteínas no 

genoma de hepatócitos primários humanos. 

[00110] A Modalidade 99 é o método ou a composição para uso de 

qualquer uma das modalidades 1 a 5 ou 8 a 98, em que a administração 

da composição reduz os níveis de TTR no sujeito. 

[00111] A Modalidade 100 é o método ou a composição para uso da 

modalidade 99, em que os níveis de TTR são reduzidos em pelo menos 

50%. 

[00112] A Modalidade 101 é o método ou a composição para uso da 

modalidade 100, em que os níveis de TTR são reduzidos em 50%-60%, 

60%-70%, 70% ou 80%, 80%-90%, 90-95%, 95%- 99% ou 99%-100%. 

[00113] A Modalidade 102 é o método ou a composição para uso da 

modalidade 100 ou 101, em que os níveis de TTR são medidos no soro, 

plasma, sangue, fluido espinhal cerebral ou escarro. 

[00114] A Modalidade 103 é o método ou a composição para uso da 

modalidade 100 ou 101, em que os níveis de TTR são medidos no 

fígado, plexo coroide e/ou retina. 

[00115] A Modalidade 104 é o método ou a composição para uso de 

qualquer uma das modalidades 99 a 103, em que os níveis de TTR são 

medidos por meio de ensaio de imunoabsorção ligado à enzima 

(ELISA). 

[00116] A Modalidade 105 é o método ou a composição 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 é o método ou a composição para uso de 

qualquer uma das modalidades 1 a 5 ou 8 a 105, em que o sujeito é 

humano. 

[00118] A Modalidade 107 é o método ou composição para uso da 

modalidade 105 ou 106, em que o sujeito tem ATTRwt. 

[00119] A Modalidade 108 é o método ou composição para uso da 

modalidade 105 ou 106, em que o sujeito tem ATTR hereditária.  

[00120] A Modalidade 109 é o método ou a composição para uso de 

qualquer uma das modalidades 1 a 5, 8 a 106 ou 108, em que o sujeito 

tem uma histórico familiar de ATTR. 

[00121] A Modalidade 110 é o método ou a composição 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 composição 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 é o método ou a composição 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 é o método ou a composição para uso de 

qualquer uma das modalidades 1 a 5, 8 a 109 ou 112, em que  o sujeito 

tem apenas ou predominantemente sintomas cardíacos de ATTR. 

[00125] A Modalidade 114 é o método ou a composição para uso de 

qualquer uma das modalidades 1 a 5 ou 8 a 113, em que  o sujeito 

expressa TTR com uma mutação V30. 

[00126] A Modalidade 115 é o método ou a composição para uso da 

modalidade 114, em que  a mutação V30 é V30A, V30G, V30L ou V30M. 

[00127] A Modalidade 116 é o método ou a composição para uso da 

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

[00128] A Modalidade 117 é o método ou a composição para uso da 

modalidade 116, em que a mutação T60 é T60A. 

[00129] A Modalidade 118 é o método ou a composição para uso da 

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

mutação V122.  

[00130] A Modalidade 119 é o método ou a composição para uso da 

modalidade 188, em que  a mutação V122 é V122A, V122I ou V122(-). 

[00131] A Modalidade 120 é o método ou a composição para uso de 

qualquer uma das modalidades 1 a 5 ou 8 a 119, em que  o sujeito 

expressa TTR de tipo selvagem. 

[00132] A Modalidade 121 é o método ou a composição para uso de 

qualquer uma das modalidades 1 a 5, 8 a 107 ou 120, em que  o sujeito 

não expressa TTR com uma mutação V30, T60 ou V122. 

[00133] A Modalidade 122 é o método ou a composição para uso de 

qualquer uma das modalidades 1 a 5, 8 a 107 ou 120 a 121, em que  o 

sujeito não expressa TTR com uma mutação patológica. 

[00134] A Modalidade 123 é o método ou a composição para uso da 

modalidade 121, em que o sujeito é homozigoto para TTR do tipo 

selvagem. 

[00135] A Modalidade 124 é o método ou a composição para uso de 

qualquer uma das modalidades 1 a 5 ou 8 a 123, em que após a 

administração o sujeito apresenta uma melhora, estabilização ou 

lentidão da alteração nos sintomas da neuropatia sensorial-motora.. 

[00136] A Modalidade 125 é o método ou a composição para uso da 

modalidade 124, em que a melhora, estabilização ou lentidão da 

mudança na neuropatia sensorial é medida usando eletromiograma, 

testes de condução nervosa ou resultados relatados pelo paciente. 

[00137] A Modalidade 126 é o método ou a composição 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, estabilização ou lentidão da mudança nos sintomas de 

insuficiência cardíaca congestiva. 

[00138] A Modalidade 127 é o método ou a composição para uso da 

modalidade 126, em que a melhora, estabilização ou lentidão da 

mudança na insuficiência cardíaca congestiva é medida usando testes 

de biomarcadores cardíacos, testes de função pulmonar, radiografias 

de tórax ou eletrocardiografia. 

[00139] A Modalidade 128 é o método ou a composição para uso de 

qualquer uma das modalidades 1 a 5 ou 8 a 127, em que a composição 

ou formulação farmacêutica é administrada via um vetor viral.  

[00140] A Modalidade 129 é o método ou a composição para uso de 

qualquer uma das modalidades 1 a 5 ou 8 a 127, em que a composição 

ou formulação farmacêutica é administrada via nanopartículas lipídicas.  

[00141] A Modalidade 130 é o método ou a composição para uso de 

qualquer uma das modalidades 1 a 5 ou 8 a 129, em que o sujeito é 

testado para mutações específicas no gene TTR antes de administrar a 

composição ou formulação. 

[00142] A Modalidade 131 é o método ou a composição para uso de 

qualquer uma das modalidades 1 a 130, em que a sequência 

selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 é SEQ ID NO: 5. 

[00143] A Modalidade 132 é o método ou a composição para uso de 

qualquer uma das modalidades 1 a 130, em que a sequência 

selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 é SEQ ID NO: 6. 

[00144] A Modalidade 133 é o método ou a composição para uso de 

qualquer uma das modalidades 1 a 130, em que a sequência 

selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 é SEQ ID NO: 7. 

[00145] A Modalidade 134 é o método ou a composição para uso de 

qualquer uma das modalidades 1 a 130, em que a sequência 

selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 é SEQ ID NO: 8. 

[00146] A Modalidade 135 é o método ou a composição para uso de 
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qualquer uma das modalidades 1 a 130, em que a sequência 

selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 é SEQ ID NO: 9. 

[00147] A Modalidade 136 é o método ou a composição para uso de 

qualquer uma das modalidades 1 a 130, em que a sequência 

selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 é SEQ ID NO: 10. 

[00148] A Modalidade 137 é o método ou a composição para uso de 

qualquer uma das modalidades 1 a 130, em que a sequência 

selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 é SEQ ID NO: 11. 

[00149] A Modalidade 138 é o método ou a composição para uso de 

qualquer uma das modalidades 1 a 130, em que a sequência 

selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 é SEQ ID NO: 12. 

[00150] A Modalidade 139 é o método ou a composição para uso de 

qualquer uma das modalidades 1 a 130, em que a sequência 

selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 é SEQ ID NO: 13. 

[00151] A Modalidade 140 é o método ou a composição para uso de 

qualquer uma das modalidades 1 a 130, em que a sequência 

selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 é SEQ ID NO: 14. 

[00152] A Modalidade 141 é o método ou a composição para uso de 

qualquer uma das modalidades 1 a 130, em que a sequência 

selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 é SEQ ID NO: 15. 

[00153] A Modalidade 142 é o método ou a composição para uso de 

qualquer uma das modalidades 1 a 130, em que a sequência 

selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 é SEQ ID NO: 16. 

[00154] A Modalidade 143 é o método ou a composição para uso de 

qualquer uma das modalidades 1 a 130, em que a sequência 

selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 é SEQ ID NO: 17. 

[00155] A Modalidade 144 é o método ou a composição para uso de 

qualquer uma das modalidades 1 a 130, em que a sequência 

selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 é SEQ ID NO: 18. 

[00156] A Modalidade 145 é o método ou a composição para uso de 
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qualquer uma das modalidades 1 a 130, em que a sequência 

selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 é SEQ ID NO: 19. 

[00157] A Modalidade 146 é o método ou a composição para uso de 

qualquer uma das modalidades 1 a 130, em que a sequência 

selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 é SEQ ID NO: 20. 

[00158] A Modalidade 147 é o método ou a composição para uso de 

qualquer uma das modalidades 1 a 130, em que a sequência 

selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 é SEQ ID NO: 21. 

[00159] A Modalidade 148 é o método ou a composição para uso de 

qualquer uma das modalidades 1 a 130, em que a sequência 

selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 é SEQ ID NO: 22. 

[00160] A Modalidade 149 é o método ou a composição para uso de 

qualquer uma das modalidades 1 a 130, em que a sequência 

selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 é SEQ ID NO: 23. 

[00161] A Modalidade 150 é o método ou a composição para uso de 

qualquer uma das modalidades 1 a 130, em que a sequência 

selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 é SEQ ID NO: 24. 

[00162] A Modalidade 151 é o método ou a composição para uso de 

qualquer uma das modalidades 1 a 130, em que a sequência 

selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 é SEQ ID NO: 25. 

[00163] A Modalidade 152 é o método ou a composição para uso de 

qualquer uma das modalidades 1 a 130, em que a sequência 

selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 é SEQ ID NO: 26. 

[00164] A Modalidade 153 é o método ou a composição para uso de 

qualquer uma das modalidades 1 a 130, em que a sequência 

selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 é SEQ ID NO: 27. 

[00165] A Modalidade 154 é o método ou a composição para uso de 

qualquer uma das modalidades 1 a 130, em que a sequência 

selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 é SEQ ID NO: 28. 

[00166] A Modalidade 155 é o método ou a composição para uso de 
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qualquer uma das modalidades 1 a 130, em que a sequência 

selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 é SEQ ID NO: 29. 

[00167] A Modalidade 156 é o método ou a composição para uso de 

qualquer uma das modalidades 1 a 130, em que a sequência 

selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 é SEQ ID NO: 30. 

[00168] A Modalidade 157 é o método ou a composição para uso de 

qualquer uma das modalidades 1 a 130, em que a sequência 

selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 é SEQ ID NO: 31. 

[00169] A Modalidade 158 é o método ou a composição para uso de 

qualquer uma das modalidades 1 a 130, em que a sequência 

selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 é SEQ ID NO: 32. 

[00170] A Modalidade 159 é o método ou a composição para uso de 

qualquer uma das modalidades 1 a 130, em que a sequência 

selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 é SEQ ID NO: 33. 

[00171] A Modalidade 160 é o método ou a composição para uso de 

qualquer uma das modalidades 1 a 130, em que a sequência 

selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 é SEQ ID NO: 34. 

[00172] A Modalidade 161 é o método ou a composição para uso de 

qualquer uma das modalidades 1 a 130, em que a sequência 

selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 é SEQ ID NO: 35. 

[00173] A Modalidade 162 é o método ou a composição para uso de 

qualquer uma das modalidades 1 a 130, em que a sequência 

selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 é SEQ ID NO: 36. 

[00174] A Modalidade 163 é o método ou a composição para uso de 

qualquer uma das modalidades 1 a 130, em que a sequência 

selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 é SEQ ID NO: 37. 

[00175] A Modalidade 164 é o método ou a composição para uso de 

qualquer uma das modalidades 1 a 130, em que a sequência 

selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 é SEQ ID NO: 38. 

[00176] A Modalidade 165 é o método ou a composição para uso de 
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qualquer uma das modalidades 1 a 130, em que a sequência 

selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 é SEQ ID NO: 39. 

[00177] A Modalidade 166 é o método ou a composição para uso de 

qualquer uma das modalidades 1 a 130, em que a sequência 

selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 é SEQ ID NO: 40. 

[00178] A Modalidade 167 é o método ou a composição para uso de 

qualquer uma das modalidades 1 a 130, em que a sequência 

selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 é SEQ ID NO: 41. 

[00179] A Modalidade 168 é o método ou a composição para uso de 

qualquer uma das modalidades 1 a 130, em que a sequência 

selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 é SEQ ID NO: 42. 

[00180] A Modalidade 169 é o método ou a composição para uso de 

qualquer uma das modalidades 1 a 130, em que a sequência 

selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 é SEQ ID NO: 43. 

[00181] A Modalidade 170 é o método ou a composição para uso de 

qualquer uma das modalidades 1 a 130, em que a sequência 

selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 é SEQ ID NO: 44. 

[00182] A Modalidade 171 é o método ou a composição para uso de 

qualquer uma das modalidades 1 a 130, em que a sequência 

selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 é SEQ ID NO: 45. 

[00183] A Modalidade 172 é o método ou a composição para uso de 

qualquer uma das modalidades 1 a 130, em que a sequência 

selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 é SEQ ID NO: 46. 

[00184] A Modalidade 173 é o método ou a composição para uso de 

qualquer uma das modalidades 1 a 130, em que a sequência 

selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 é SEQ ID NO: 47. 

[00185] A Modalidade 174 é o método ou a composição para uso de 

qualquer uma das modalidades 1 a 130, em que a sequência 

selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 é SEQ ID NO: 48. 

[00186] A Modalidade 175 é o método ou a composição para uso de 
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qualquer uma das modalidades 1 a 130, em que a sequência 

selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 é SEQ ID NO: 49. 

[00187] A Modalidade 176 é o método ou a composição para uso de 

qualquer uma das modalidades 1 a 130, em que a sequência 

selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 é SEQ ID NO: 50. 

[00188] A Modalidade 177 é o método ou a composição para uso de 

qualquer uma das modalidades 1 a 130, em que a sequência 

selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 é SEQ ID NO: 51. 

[00189] A Modalidade 178 é o método ou a composição para uso de 

qualquer uma das modalidades 1 a 130, em que a sequência 

selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 é SEQ ID NO: 52. 

[00190] A Modalidade 179 é o método ou a composição para uso de 

qualquer uma das modalidades 1 a 130, em que a sequência 

selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 é SEQ ID NO: 53. 

[00191] A Modalidade 180 é o método ou a composição para uso de 

qualquer uma das modalidades 1 a 130, em que a sequência 

selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 é SEQ ID NO: 54. 

[00192] A Modalidade 181 é o método ou a composição para uso de 

qualquer uma das modalidades 1 a 130, em que a sequência 

selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 é SEQ ID NO: 55. 

[00193] A Modalidade 182 é o método ou a composição para uso de 

qualquer uma das modalidades 1 a 130, em que a sequência 

selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 é SEQ ID NO: 56. 

[00194] A Modalidade 183 é o método ou a composição para uso de 

qualquer uma das modalidades 1 a 130, em que a sequência 

selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 é SEQ ID NO: 57. 

[00195] A Modalidade 184 é o método ou a composição para uso de 

qualquer uma das modalidades 1 a 130, em que a sequência 

selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 é SEQ ID NO: 58. 

[00196] A Modalidade 185 é o método ou a composição para uso de 
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qualquer uma das modalidades 1 a 130, em que a sequência 

selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 é SEQ ID NO: 59. 

[00197] A Modalidade 186 é o método ou a composição para uso de 

qualquer uma das modalidades 1 a 130, em que a sequência 

selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 é SEQ ID NO: 60. 

[00198] A Modalidade 187 é o método ou a composição para uso de 

qualquer uma das modalidades 1 a 130, em que a sequência 

selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 é SEQ ID NO: 61. 

[00199] A Modalidade 188 é o método ou a composição para uso de 

qualquer uma das modalidades 1 a 130, em que a sequência 

selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 é SEQ ID NO: 62. 

[00200] A Modalidade 189 é o método ou a composição para uso de 

qualquer uma das modalidades 1 a 130, em que a sequência 

selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 é SEQ ID NO: 63. 

[00201] A Modalidade 190 é o método ou a composição para uso de 

qualquer uma das modalidades 1 a 130, em que a sequência 

selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 é SEQ ID NO: 64. 

[00202] A Modalidade 191 é o método ou a composição para uso de 

qualquer uma das modalidades 1 a 130, em que a sequência 

selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 é SEQ ID NO: 65. 

[00203] A Modalidade 192 é o método ou a composição para uso de 

qualquer uma das modalidades 1 a 130, em que a sequência 

selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 é SEQ ID NO: 66. 

[00204] A Modalidade 193 é o método ou a composição para uso de 

qualquer uma das modalidades 1 a 130, em que a sequência 

selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 é SEQ ID NO: 67. 

[00205] A Modalidade 194 é o método ou a composição para uso de 

qualquer uma das modalidades 1 a 130, em que a sequência 

selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 é SEQ ID NO: 68. 

[00206] A Modalidade 195 é o método ou a composição para uso de 
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qualquer uma das modalidades 1 a 130, em que a sequência 

selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 é SEQ ID NO: 69. 

[00207] A Modalidade 196 é o método ou a composição para uso de 

qualquer uma das modalidades 1 a 130, em que a sequência 

selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 é SEQ ID NO: 70. 

[00208] A Modalidade 197 é o método ou a composição para uso de 

qualquer uma das modalidades 1 a 130, em que a sequência 

selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 é SEQ ID NO: 71. 

[00209] A Modalidade 198 é o método ou a composição para uso de 

qualquer uma das modalidades 1 a 130, em que a sequência 

selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 é SEQ ID NO: 72. 

[00210] A Modalidade 199 é o método ou a composição para uso de 

qualquer uma das modalidades 1 a 130, em que a sequência 

selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 é SEQ ID NO: 73. 

[00211] A Modalidade 200 é o método ou a composição para uso de 

qualquer uma das modalidades 1 a 130, em que a sequência 

selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 é SEQ ID NO: 74. 

[00212] A Modalidade 201 é o método ou a composição para uso de 

qualquer uma das modalidades 1 a 130, em que a sequência 

selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 é SEQ ID NO: 75. 

[00213] A Modalidade 202 é o método ou a composição para uso de 

qualquer uma das modalidades 1 a 130, em que a sequência 

selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 é SEQ ID NO: 76. 

[00214] A Modalidade 203 é o método ou a composição para uso de 

qualquer uma das modalidades 1 a 130, em que a sequência 

selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 é SEQ ID NO: 77. 

[00215] A Modalidade 204 é o método ou a composição para uso de 

qualquer uma das modalidades 1 a 130, em que a sequência 

selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 é SEQ ID NO: 78. 

[00216] A Modalidade 205 é o método ou a composição para uso de 
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qualquer uma das modalidades 1 a 130, em que a sequência 

selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 é SEQ ID NO: 79. 

[00217] A Modalidade 206 é o método ou a composição para uso de 

qualquer uma das modalidades 1 a 130, em que a sequência 

selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 é SEQ ID NO: 80. 

[00218] A Modalidade 207 é o método ou a composição para uso de 

qualquer uma das modalidades 1 a 130, em que a sequência 

selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 é SEQ ID NO: 81. 

[00219] A Modalidade 208 é o método ou a composição para uso de 

qualquer uma das modalidades 1 a 130, em que a sequência 

selecionada de SEQ ID NOs: 5-82 é SEQ ID NO: 82. 

[00220] A Modalidade 209 é um uso de uma composição ou 

formulação de qualquer uma das modalidades 6 a 208 para preparar um 

medicamento para tratamento de um sujeito humano que tem ATTR. 

[00221] Também divulgada é a utilização de uma composição ou 

formulação de qualquer uma das modalidades anteriores para a 

preparação de um medicamento para o tratamento de um sujeito 

humano com ATTR. Também são divulgadas quaisquer das 

composições ou formulações anteriores para uso no tratamento de 

ATTR ou para modificação (por exemplo, formação de um indel ou 

formação de uma mutação de quadro ou mutação sem sentido) de um 

gene TTR. 

BREVE DESCRIÇÃO DOS DESENHOS 

[00222] A FIG. 1 mostra um esquema do cromossomo 18 com as 

regiões do gene TTR que são direcionadas pelas sequências guia 

fornecidas na Tabela 1. 

[00223] A FIG. 2 mostra a análise fora do alvo nas células 

HEK293_Cas9 de certos RNAs de guia duplo direcionados à TTR.  O 

sítio no alvo é designado por um quadrado preenchido para cada RNA 

guia duplo testado, enquanto os círculos fechados representam um 
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potencial sítio fora do alvo. 

[00224] A FIG. 3 mostra a análise fora do alvo nas células HEK_Cas9 

de certos RNAs guia único direcionados à TTR.  O sítio no alvo é 

designado por um quadrado preenchido para cada RNA guia duplo 

testado, enquanto os círculos abertos representam um potencial sítio 

fora do alvo. 

[00225] A FIG. 4 mostra curvas de resposta à dose de sgRNAs 

específicos de TTR humana formulados por nanopartículas lipídicas em 

hepatócitos primários humanos. 

[00226] A FIG. 5 mostra curvas de resposta à dose de sgRNAs 

específicos de TTR humana formulados por nanopartículas lipídicas em 

hepatócitos primários cyno. 

[00227] A FIG. 6 mostra curvas de resposta à dose de sgRNAs 

específicos de TTR cyno formulados por nanopartículas lipídicas em 

hepatócitos primários cyno. 

[00228] A FIG. 7 mostra a porcentagem de edição (% de edição) de 

TTR e redução da TTR segregada após a administração do guia nas 

sequências de células HUH7 fornecidas no eixo x.  Os valores são 

normalizados para a quantidade de proteína alfa-1-antitripsina (AAT). 

[00229] A FIG. 8 mostra a análise de western blot da TTR intracelular 

após a administração de guias direcionados (listados na Tabela 1) em 

células HUH7. 

[00230] A FIG. 9 mostra a porcentagem de edição hepática de TTR 

observada após a administração de formulações de LNP a 

camundongos com TTR humanizada (G481-G499) ou murina (G282).  

Nota: os três primeiros 0 em cada ID do guia são omitidos na figura, por 

exemplo, “G481” é “G000481” nas Tabelas 2 e 3. 

[00231] As FIGS. 10A-B mostram os níveis séricos de TTR 

observados após os regimes de dosagem indicados no eixo horizontal 

como µg/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 níveis séricos de TTR observados 

após 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 única de 2 mg/kg estão incluídos na coluna da direita em 

ambos os painéis. 

[00233] As FIGS. 12A-B mostram a porcentagem de edição do fígado 

observada após 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 edição hepática observada após uma 

dose única de 0,5, 1 ou 2 mg/kg. 

[00234] A FIG. 13 mostra a porcentagem de edição do fígado 

observada após a administração de formulações de LNP a 

camundongos humanizados em relação ao gene TTR. Nota: os três 

primeiros 0 em cada ID do guia são omitidos na figura, por exemplo, 

“G481” é “G000481” nas Tabelas 2 e 3. 

[00235] As FIGS. 14A-B mostram que existe correlação entre a 

edição do fígado (FIG. 14A) e os níveis séricos de TTR humana (FIG. 

14B) após a administração de formulações de LNP a camundongos 

humanizados em relação ao gene TTR.  Nota: os três primeiros 0 em 

cada ID do guia são omitidos na figura, por exemplo, “G481” é 

“G000481” nas Tabelas 2 e 3. 

[00236] As FIGS. 15A-B mostram que há uma resposta à dose em 

relação à porcentagem de edição (FIG. 15A) e níveis séricos de TTR 

(FIG. 15B) em camundongos do tipo selvagem após a administração de 

formulações de LNP compreendendo o guia G502, que é homólogo 

cruzado entre camundongo e cyno.  

[00237] A FIG. 16 mostra curvas de resposta à dose de sgRNAs 

específicos de TTR humana formulados por nanopartículas lipídicas em 

hepatócitos primários cyno. 

Petição 870200059104, de 13/05/2020, pág. 123/405



31/319 

[00238] A FIG. 17 mostra curvas de resposta à dose de sgRNAs 

específicos de TTR cyno formulados por nanopartículas lipídicas em 

hepatócitos primários humanos. 

[00239] A FIG. 18 mostra curvas de resposta à dose de sgRNAs 

específicos de TTR cyno formulados por nanopartículas lipídicas em 

hepatócitos primários cyno. 

[00240] As FIGS. 19A-D mostra TTR no soro (% TSS; FIG. 19A e 

19C) e resultados de edição após dosagem de formulações de LNP nas 

razões e quantidades indicadas (FIGs. 19B e 19D). 

[00241] A FIG. 20 mostra a análise fora do alvo de certos RNAs de 

guia único em hepatócitos primários humanos (PHH) direcionado à TTR. 

No gráfico, os quadrados preenchidos representam a identificação do 

sítio de corte no alvo, enquanto os círculos abertos representam a 

identificação de possíveis sítios fora do alvo. 

[00242] As FIGS. 21A-B mostram a porcentagem de edição no alvo 

(ONT, FIG. 21A) e em dois sítios fora do alvo (OT2 e OT4) em 

hepatócitos primários humanos após administração da nanopartícula 

lipídica formulada G000480. A FIG. 21B é uma versão redimensionada 

dos dados de OT2, OT4 e controle negativo (Neg Cont) na FIG. 21A. 

[00243] As FIGS. 22A-B mostram a porcentagem de edição no alvo 

(ONT, FIG. 22A) e em um sítio fora do alvo (OT4) em hepatócitos 

primários humanos após a administração de nanopartículas lipídicas 

formuladas G000486. A FIG. 22B é uma versão redimensionada dos 

dados de OT4 e controle negativo (Neg Cont) na FIG. 22A. 

[00244] As FIGS. 23A-B mostram a porcentagem de edição (FIG. 

23A) e o número de eventos de inserção e exclusão no local TTR (FIG. 

23B). A FIG. 23A mostra a porcentagem de edição no locus TTR nos 

grupos de controle e tratamento (dosados com sgRNA específico para 

TTR formulada por nanopartículas lipídicas). A FIG. 23B mostra o 

número de eventos de inserção e exclusão no local TTR quando a 
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edição foi observada no grupo de tratamento da FIG. 23A.  

[00245] As FIGS. 24A-B mostram níveis de TTR no soro circulante 

(FIG. 24A) e líquido cefalorraquidiano (CSF) (FIG. 24B), 

respectivamente, em µg/mL para controle e tratamento (dosado com 

sgRNA específico para TTR formulada por nanopartículas lipídicas). O 

tratamento resultou em nocaute > 99% dos níveis de TTR no soro. 

[00246] As FIGS. 25A-D mostram imagens de imuno-histoquímica 

com coloração para TTR no estômago (FIG. 25A), cólon (FIG. 25B), 

nervo ciático (FIG. 25C) e gânglio da raiz dorsal (DRG) (FIG. 25D) de 

camundongos de controle e tratamento (dosados com  sgRNA 

específico para TTR formulada por nanopartículas lipídicas). À direita, 

os gráficos de barras mostram redução na coloração de TTR 8 semanas 

após o tratamento nos camundongos tratados, conforme medido pela 

porcentagem de área ocupada para cada tipo de tecido.  

[00247] As FIGS. 26A-C mostram edição de TTR no fígado (FIG. 

26A) e resultados de TTR no soro (em µg/mL (FIG. 26B) e como 

porcentagem de controle tratado com TSS (FIG. 26C)), 

respectivamente, de camundongos TTR humanizados dosados com 

formulações LNP em uma variedade de doses com os guias G000480, 

G000488, G000489 e G000502 e contendo mRNA de Cas9 (SEQ ID 

NO: 1) na razão de 1:1 em peso para o guia. 

[00248] As FIGS. 27A-C mostram edição de TTR no fígado (FIG. 

27A) e resultados de TTR no soro (em µg/mL (FIG. 27B) e como 

porcentagem de controle tratado com TSS (FIG. 27C)), 

respectivamente, de camundongos TTR humanizados dosados com 

formulações LNP em uma variedade de doses com os guias G000481, 

G000482, G000486 e G000499 e contendo mRNA de Cas9 (SEQ ID 

NO: 1) na razão de 1:1 em peso para o guia. 

[00249] As FIGS. 28A-C mostram edição de TTR no fígado (FIG. 

28A) e resultados de TTR no soro (em µg/mL (FIG. 28B) e como 
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porcentagem de controle tratado com TSS (FIG. 28C)), 

respectivamente, de camundongos TTR humanizados dosados com 

formulações LNP em uma variedade de doses com os guias  G000480, 

G000481, G000486, G000499 e G000502 e contendo mRNA de Cas9 

(SEQ ID NO: 1) na razão de 1:2 em peso para o guia. 

[00250] A FIG. 29 mostra a expressão relativa de mRNA de TTR em 

hepatócitos primários humanos (PHH) após tratamento com LNPs 

compreendendo mRNA de Cas9 e um gRNA como indicado, em 

comparação com controles negativos (não tratados). 

[00251] A FIG. 30 mostra a expressão relativa de mRNA de TTR em 

hepatócitos primários humanos (PHH) após tratamento com LNPs 

compreendendo mRNA de Cas9 e um gRNA como indicado, em 

comparação com controles negativos (não tratados). 

DESCRIÇÃO DETALHADA 

[00252] Será feita agora referência com detalhes de certas 

modalidades da invenção, cujos exemplos são ilustrados nos desenhos 

que acompanham.  Enquanto a invenção será descrita em conjunto com 

as modalidades ilustradas, será entendido que não se destina a limitar 

a invenção às modalidades.  Pelo contrário, a invenção destina-se a 

abranger todas as alternativas, modificações e equivalentes, que podem 

ser incluídas dentro da invenção como definido pelas reivindicações 

anexas. 

[00253] Antes de descrever os presentes ensinamentos em detalhes, 

deve-se entender que a divulgação não se limita a composições 

específicas ou etapas do processo, pois podem variar.  Deve-se notar 

que, tal como é usado aqui neste relatório descritivo, as formas 

singulares "um", "uma" e "o", "a" incluem referências plurais a menos 

que o contexto dite claramente o contrário.  Assim, por exemplo, a 

referência a "um conjugado" inclui uma pluralidade de conjugados e a 

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

[00254] Os intervalos numéricos são inclusivos dos números que 

definem a faixa. Os valores medidos e mensuráveis são entendidos 

como aproximados, levando em consideração dígitos significativos e o 

erro associado à medição.  Além disso, o uso de "compreende", 

"compreendem", "compreendendo", "contém", "contêm", "contendo", 

"inclui", "incluem" e "incluindo" não se destina a ser limitativo. Deve ser 

entendido que a descrição geral anterior e a descrição detalhada são 

exemplificativas e explicativas apenas e não são restritivas dos 

ensinamentos.  

[00255] A menos que especificamente indicado no relatório descritivo 

acima, modalidades no relatório descritivo que recitam 

"compreendendo" vários componentes também são contempladas 

como "consistindo em" ou "consistindo essencialmente em" os 

componentes recitados; modalidades no relatório descritivo que recitam 

"consistindo em" vários componentes também são contempladas como 

"compreendendo" ou "consistindo essencialmente em" os componentes 

recitados; e modalidades no relatório descritivo que recitam "consistindo 

essencialmente em" vários componentes também são contempladas 

como "consistindo em" ou "compreendendo" os componentes recitados 

(essa intercambiabilidade não se aplica ao uso desses termos nas 

reivindicações). O termo "ou" é usado em um sentido inclusivo, ou seja, 

equivalente a "e/ou", a menos que o contexto indique claramente o 

contrário. 

[00256] Os títulos de seção aqui utilizados são apenas para fins 

organizacionais e não devem ser interpretados como limitando a matéria 

desejada de qualquer forma.  No caso de qualquer material incorporado 

por referência contradizer qualquer termo definido neste relatório 

descritivo ou qualquer outro conteúdo expresso deste relatório 

descritivo, este relatório descritivo controla.  Embora os presentes 
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ensinamentos sejam descritos em conjunto com várias modalidades, 

não se pretende que os presentes ensinamentos sejam limitados a tais 

modalidades. Pelo contrário, os presentes ensinamentos abrangem 

várias alternativas, modificações e equivalentes, como será apreciado 

pelos versados na técnica. 

I. Definições 

[00257] Salvo indicação em contrário, os seguintes termos e frases 

como aqui utilizado, destinam-se a ter os seguintes significados: 

[00258] "Polinucleotídeo" e "ácido nucleico" são usados aqui para se 

referir a um composto multimérico compreendendo nucleosídeos ou 

análogos de nucleosídeos que possuem bases heterocíclicas 

nitrogenadas ou análogos de bases ligados entre si ao longo de uma 

espinha dorsal, incluindo RNA convencional, DNA, RNA-DNA misto e 

polímeros que são análogos dos mesmos.  Uma "espinha dorsal" de 

ácido nucleico pode ser constituída por uma variedade de ligações, 

incluindo uma ou mais ligações de açúcar-fosfodiéster, ligações 

peptídeo-ácido nucleico ("ácidos nucleicos peptídicos" ou PNA; PCT 

WO 95/32305), ligações fosforotioato, ligações metilfosfonato ou 

combinações das mesmas.  As frações de açúcar de um ácido nucleico 

podem ser ribose, desoxirribose ou compostos semelhantes com 

substituições, por exemplo, substituições 2' metoxi ou 2' haleto.  As 

bases nitrogenadas podem ser bases convencionais (A, G, C, T, U), 

análogos dos mesmos (por exemplo, uridinas modificadas, como 5-

metoxiuridina, pseudouridina ou N1-metilpseudouridina, ou outras); 

inosina; derivados de purinas ou pirimidinas (por exemplo,  N4-metil 

desoxiganosina, deaza ou aza-purinas, deaza ou aza-pirimidinas, bases 

de pirimidina com grupos substituintes na posição 5ou 6 (por exemplo, 

5-metilcitosina), bases de purinas com uma substituinte nas posições 2, 

6 ou 8, 2-amino-6-metilaminopurina, O6-metilguanina, 4-tio-pirimidinas, 

4-amino-pirimidinas, 4-dimetil-hidrazina-pirimidinas e  O4-alquil-
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pirimidinas; Patente US 5.378.825 e PCT WO 93/13121).  Para 

discussão geral, ver The Biochemistry of the Nucleic Acids 5-36, Adams 

et al., ed., 11th ed., 1992). Os ácidos nucleicos podem incluir um ou mais 

resíduos "abásicos", onde a espinha dorsal não inclui base nitrogenada 

para a(s) posição(ões) do polímero (Patente US 5.585.481).  Um ácido 

nucleico pode compreender apenas açúcares, bases e ligações de RNA 

ou DNA convencionais, ou pode incluir componentes e substituições 

convencionais (por exemplo, bases convencionais com ligações 2' 

metoxi ou polímeros contendo ambas as bases convencionais e um ou 

mais análogos de bases).  O ácido nucleico inclui "ácido nucleico 

bloqueado" (LNA), um análogo contendo um ou mais monômeros de 

nucleotídeo LNA com uma unidade de furanose bicíclica bloqueada em 

um RNA que imita a conformação do açúcar, o que aumenta a afinidade 

da hibridação em relação a sequências complementares de RNA e DNA 

(Vester e Wengel, 2004 Biochemistry 43(42):13233-41).  O RNA e o 

DNA têm diferentes frações de açúcar e podem diferir pela presença de 

uracil ou análogos no RNA e timina ou análogos no DNA.  

[00259] "RNA guia", "gRNA" e "guia" são usados aqui de forma 

intercambiável para se referir a um crRNA (também conhecido como 

RNA CRISPR) ou à combinação de um crRNA e um trRNA (também 

conhecido como tracrRNA). O crRNA e o trRNA podem ser associados 

como uma única molécula de RNA (RNA guia único, 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 sequência 

de ocorrência natural ou uma sequência de trRNA com modificações ou 

variações em comparação com as sequências de ocorrência natural. 

[00260] Como utilizado neste documento, uma "sequência guia" 

refere-se a uma sequência dentro de um RNA guia que é complementar 

a uma sequência alvo e funciona para direcionar um RNA guia para uma 

sequência alvo para ligação ou modificação (por exemplo, clivagem) por 
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um agente de ligação de DNA guiado por RNA.  Uma "sequência guia" 

também pode ser referida como "sequência alvo" ou "sequência 

espaçadora". Uma sequência guia pode ter 20 pares de bases de 

comprimento, por exemplo, no caso de Streptococcus pyogenes (por 

exemplo, Spy Cas9) e homólogos/ortólogos de Cas9 relacionados.  

Sequências mais curtas ou mais longas também podem ser usadas 

como guias, por exemplo, 15, 16, 17, 18, 19, 21, 22, 23, 24 ou 25 

nucleotídeos de comprimento.  Por exemplo, em algumas modalidades, 

a sequência guia compreende pelo menos 17, 18, 19 ou 20 nucleotídeos 

contíguos de uma sequência selecionada de SEQ ID NOs: 5-82. Em 

algumas modalidades, a sequência alvo está em um gene ou em um 

cromossomo, por exemplo, e é complementar à sequência guia. Em 

algumas modalidades, o grau de complementaridade ou identidade 

entre uma sequência guia e sua sequência 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 sequência guia 

compreende uma sequência 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 nucleotídeos contíguos de uma sequência selecionada de 

SEQ ID NOs: 5-82. Em algumas modalidades, a sequência guia e a 

região alvo podem ser 100% complementares ou idênticas. Em outras 

modalidades, a sequência guia e a região alvo podem conter pelo 

menos uma incompatibilidade. Por exemplo, a sequência guia e a 

sequência alvo podem conter 1, 2, 3 ou 4 incompatibilidades, em que o 

comprimento total da sequência alvo é pelo menos 17, 18, 19, 20 ou 

mais pares de bases. Em algumas modalidades, a sequência guia e a 

região alvo podem conter 1-4 incompatibilidades, onde a sequência guia 

compreende pelo menos 17, 18, 19, 20 ou mais nucleotídeos. Em 

algumas modalidades, a sequência guia e a região alvo podem conter 

1, 2, 3 ou 4 incompatibilidades, onde a sequência guia compreende 20 
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nucleotídeos. 

[00261] As sequências alvo das proteínas Cas incluem as cadeias 

positivas e negativas do DNA genômico (isto é, a sequência fornecida e 

o complemento inverso da sequência), pois um substrato de ácido 

nucleico para uma proteína Cas é um ácido nucleico de fita dupla.  Por 

conseguinte, quando se diz que uma sequência guia é “complementar 

a uma sequência alvo”, deve ser entendido que a sequência guia pode 

direcionar um RNA guia para se ligar ao complemento reverso de uma 

sequência alvo. Assim, em algumas modalidades, onde a sequência 

guia liga o complemento reverso de uma sequência alvo, a sequência 

guia é idêntica a certos nucleotídeos da sequência alvo (por exemplo, a 

sequência alvo que não inclui o PAM), exceto a substituição de U por T 

na sequência guia. 

[00262] Como utilizado neste documento, um "agente de ligação a 

DNA guiado por RNA" significa um polipeptídeo ou complexo de 

polipeptídeos com atividade de ligação a RNA e DNA, ou uma 

subunidade de ligação a DNA desse complexo, em que a atividade de 

ligação a DNA é específica da sequência e depende da sequência do 

RNA. Agentes de ligação a DNA guiados por RNA exemplificativos 

incluem Cas cleavases/nickases e formas inativadas dos mesmos 

("agentes de ligação ao DNA de dCas"). "Nuclease de Cas", também 

chamada de "proteína Cas", como aqui utilizada, abrange agentes de 

ligação ao DNA de Cas clivases, Cas nickases, e dCas DNA  Os agentes 

de ligação ao DNA de Cas cleavases/nickases incluem um complexo 

Csm ou Cmr de um sistema CRISPR tipo III, a subunidade Cas10, Csm1 

ou Cmr2, um complexo em cascata de um sistema CRISPR tipo I, a 

subunidade Cas3 do mesmo e as Cas nucleases Classe 2. Como 

utilizado neste documento, uma "Cas nuclease Classe 2" é um 

polipeptídeo de cadeia única com atividade de ligação 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 N863A), que 

possuem ainda clivases de DNA guiadas por RNA ou atividade de 

nickase e agentes de ligação 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 modificações das mesmas. A 

proteína Cpf1, Zetsche et al., Cell, 163:1-13 (2015), é homóloga a Cas9 

e contém um domínio de nuclease semelhante a RuvC. As sequências 

Cpf1 de Zetsche são incorporadas por referência 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 

nucleosídeo diferente da timidina com os mesmos aceitadores de 

ligação de hidrogênio que a uridina e uma ou mais diferenças estruturais 

da uridina. Em algumas modalidades, uma uridina modificada é uma 

uridina substituída, isto é, uma uridina na qual um ou mais substituintes 

não prótons (por exemplo, alcoxi, como metoxi) tomam o lugar de um 

próton. Em algumas modalidades, uma uridina modificada é 

pseudouridina. Em algumas modalidades, uma uridina modificada é 

uma pseudouridina substituída, ou seja, uma pseudouridina na qual um 

ou mais substituintes não prótons (por exemplo, alquil, como metil) 

tomam o lugar de um próton.  Em algumas modalidades, uma uridina 

modificada é uma uridina substituída, pseudouridina ou uma 

pseudouridina substituída. 
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[00264] "Posição da uridina", conforme utilizado neste documento, 

refere-se a uma posição em um polinucleotídeo ocupado por uma 

uridina ou uma uridina modificada. Assim, por exemplo, um 

polinucleotídeo no qual "100% das posições de uridina são uridinas 

modificadas" contém uma uridina modificada em todas as posições que 

seriam uridinas em um RNA convencional (onde todas as bases são 

padrão A, U, C ou G bases) da mesma sequência. A menos que 

indicado de outra forma, um U em uma sequência polinucleotídica de 

uma tabela de sequências ou listagem de sequências, ou que 

acompanha, esta divulgação pode ser uma uridina ou uma uridina 

modificada. 

[00265] Como utilizado neste documento, uma primeira sequência é 

considerada "compreendendo uma sequência com pelo menos X% de 

identidade para" uma segunda sequência se um alinhamento da 

primeira sequência com a segunda sequência mostrar que X% ou mais 

das posições da segunda sequência em sua totalidade é correspondida 

pela primeira sequência. Por exemplo, a sequência AAGA compreende 

uma sequência com 100% de identidade com a sequência AAG porque 

um alinhamento daria 100% de identidade, pois existem 

correspondências para todas as três posições da segunda sequência. 

As diferenças entre RNA e DNA (geralmente a troca de uridina por 

timidina ou vice-versa) e a presença de análogos de nucleosídeos, 

como uridinas modificadas, não contribuem para diferenças de 

identidade ou complementaridade entre polinucleotídeos, desde que os 

nucleotídeos relevantes (como timidina, uridina ou uridina modificada) 

tenham o mesmo complemento (por exemplo, adenosina para toda 

timidina, uridina ou uridina modificada; outro exemplo é a citosina e a 5-

metilcitosina, ambas com guanosina ou guanosina modificada como 

complemento). Assim, por exemplo, a sequência 5'-AXG em que X é 

qualquer uridina modificada, como pseudouridina, N1-metil 
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pseudouridina ou 5-metoxiuridina, é considerada 100% idêntica à AUG, 

pois ambas são perfeitamente complementares à mesma sequência (5'-

CAU). Exemplos de algoritmos de alinhamento são os algoritmos Smith-

Waterman e Needleman-Wunsch, que são bem conhecidos na técnica. 

Um versado na técnica entenderá qual escolha de algoritmo e 

configurações de parâmetro é apropriada para um determinado par de 

sequências a serem alinhadas; para sequências de comprimento e 

identidade geralmente semelhantes e esperadas > 50% para 

aminoácidos ou > 75% para nucleotídeos, o algoritmo Needleman-

Wunsch com configurações padrão da interface do algoritmo 

Needleman-Wunsch fornecida pelo EBI no www.ebi.ac.uk servidor web 

é geralmente apropriado. 

[00266] "mRNA" é usado aqui para se referir a um polinucleotídeo 

que não é DNA e compreende um quadro de leitura aberto que pode ser 

traduzido em um polipeptídeo (isto é, pode servir como um substrato 

para tradução por um ribossomo e tRNAs amino-acilados). O mRNA 

pode compreender uma espinha dorsal de fosfato-açúcar incluindo 

resíduos de ribose ou análogos dos mesmos, por exemplo, resíduos de 

2'-metoxi-ribose. Em algumas modalidades, os açúcares de uma 

espinha dorsal de mRNA fosfato-açúcar consistem essencialmente em 

resíduos de ribose, resíduos de 2'-metoxi-ribose ou uma combinação 

dos mesmos. Em geral, os mRNAs não contêm uma quantidade 

substancial de resíduos de timidina (por exemplo, 0 resíduos ou menos 

que 30, 20, 10, 5, 4, 3 ou 2 resíduos 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 posições de uridina. 

[00267] Como utilizado neste documento, o "teor mínimo de uridina" 

de um determinado quadro de leitura aberto (ORF) é o toer de uridina 

de um ORF que (a) usa um códon mínimo de uridina em todas as 
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posições e (b) codifica a mesma sequência de aminoácidos que o ORF 

fornecido. O(s) códon(s) mínimo(s) de uridina para um dado aminoácido 

é o(s) códon(s) com menos uridinas (geralmente 0 ou 1, exceto um 

códon para fenilalanina, onde o códon mínimo de uridina possui 2 

uridinas). Os resíduos de uridina modificados são considerados 

equivalentes às uridinas com o objetivo de avaliar o teor mínimo de 

uridina. 

[00268] Como utilizado neste documento, o "teor mínimo de 

dinucleotídeo de uridina" de um determinado quadro de leitura aberto 

(ORF) é o menor toer possível de dinucleotídeo de uridina (UU) de um 

ORF que (a) usa um códon mínimo de uridina (como discutido acima) 

em todas as posições e (b) codifica a mesma sequência de aminoácidos 

que o ORF fornecido. O teor de dinucleotídeo de uridina (UU) pode ser 

expresso em termos absolutos como a enumeração de dinucleotídeos 

de UU em um ORF ou em uma base de taxa como a porcentagem de 

posições ocupadas pelas uridinas de dinucleotídeos de uridina (por 

exemplo, AUUAU teria um teor de dinucleotídeo de uridina de 40% 

porque 2 de 5 posições são ocupadas pelas uridinas de um 

dinucleotídeo de uridina). Os resíduos de uridina modificados são 

considerados equivalentes às uridinas com o objetivo de avaliar o teor 

mínimo de dinucleotídeo de uridina. 

[00269] Como utilizado neste documento, "TTR" refere-se à 

transtirretina, que é o produto do gene de um gene TTR. 

[00270] Como utilizado neste documento, "amiloide" refere-se a 

agregados anormais de proteínas ou peptídeos que são normalmente 

solúveis. Os amiloides são insolúveis e podem criar depósitos proteicos 

em órgãos e tecidos. Proteínas ou peptídeos em amiloides podem ser 

dobrados incorretamente em uma forma que permita que muitas cópias 

da proteína se juntem para formar fibrilas. Embora algumas formas de 

amiloide possam ter funções normais no corpo humano, "amiloides", 
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conforme utilizado neste documento, refere-se a agregados anormais 

ou patológicos de proteína. Os amiloides podem compreender uma 

única proteína ou peptídeo, como TTR, ou podem compreender 

múltiplas proteínas ou peptídeos, como TTR e proteínas adicionais.  

[00271] Como utilizado neste documento, "fibrilas amiloides" refere-

se a fibras insolúveis de amiloide que são resistentes à degradação. As 

fibrilas amiloides podem produzir sintomas com base na proteína ou 

peptídeo específico e no tipo de tecido e célula em que foram 

agregados. 

[00272] Como utilizado neste documento, "amiloidose" refere-se a 

uma doença caracterizada por sintomas causados pela deposição de 

fibrilas amiloides ou amiloides. A amiloidose pode afetar vários órgãos, 

incluindo coração, rim, fígado, baço, sistema nervoso e aparelho 

digestivo.  

[00273] Conforme utilizado neste documento, "ATTR", "amiloidose 

relacionada à TTR", "amiloidose TTR", "amiloidose ATTR" ou 

"amiloidose associada à TTR" refere-se à amiloidose associada à 

deposição de TTR.  

[00274] Conforme utilizado neste documento, "cardiomiopatia 

amiloide familiar" ou "FAC" refere-se a uma amiloidose transtiretina 

hereditária (ATTR) caracterizada principalmente por cardiomiopatia 

restritiva. Insuficiência cardíaca congestiva é comum na FAC. A idade 

média de início é de aproximadamente 60 a 70 anos, com uma 

expectativa de vida estimada de 4-5 anos após o diagnóstico. 

[00275] Conforme utilizado neste documento, "polineuropatia 

amiloide familiar" ou "FAP" refere-se a uma amiloidose transtirretina 

hereditária (ATTR) caracterizada principalmente por neuropatia 

sensorial-motora.. A neuropatia autonômica é comum na FAP. Embora 

a neuropatia seja uma característica principal, os sintomas de FAP 

também podem incluir caquexia, insuficiência renal e doença cardíaca. 
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A idade média de início da FAP é de aproximadamente 30 a 50 anos, 

com expectativa de vida estimada de 5 a 15 anos após o diagnóstico. 

[00276] Conforme utilizado neste documento, "ATTR do tipo 

selvagem" e "ATTRwt" se referem à ATTR não associada a uma 

mutação patológica de TTR, como T60A, V30M, V30A, V30G, V30L, 

V122I, V122A ou V122(-). A ATTRwt também foi referida como 

amiloidose sistêmica senil. O início geralmente ocorre em homens com 

60 anos ou mais, com os sintomas mais comuns sendo insuficiência 

cardíaca congestiva e ritmo cardíaco anormal, como fibrilação atrial. Os 

sintomas adicionais incluem consequências do mau funcionamento do 

coração, como falta de ar, fadiga, tontura, inchaço (especialmente nas 

pernas), náusea, angina, sono interrompido e perda de peso. Uma 

história de síndrome do túnel carpal indica aumento do risco de ATTRwt 

e, em alguns casos, pode ser indicativa de doença em estágio inicial. A 

ATTRwt geralmente leva à diminuição da função cardíaca ao longo do 

tempo, mas pode ter um prognóstico melhor que a ATTR hereditária, 

porque os depósitos de TTR do tipo selvagem se acumulam mais 

lentamente. Os tratamentos existentes são semelhantes a outras 

formas de ATTR (exceto o transplante de fígado) e geralmente são 

direcionados para apoiar ou melhorar a função cardíaca, variando de 

diuréticos e ingestão limitada de líquidos e sal a anticoagulantes e, em 

casos graves, transplantes de coração. No entanto, como FAC, a 

ATTRwt pode resultar em morte por insuficiência cardíaca, às vezes 

dentro de 3-5 anos após o diagnóstico. 

[00277] As sequências guia úteis nas composições e métodos de 

RNA guia aqui descritos são mostradas na Tabela 1 e em todo o pedido.  

[00278] Conforme utilizado neste documento, "ATTR hereditária" 

refere-se à ATTR que está associada a uma mutação na sequência do 

gene TTR. As mutações conhecidas no gene TTR associado à ATTR 

incluem aquelas que resultam em TTR com substituições de T60A, 
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V30M, V30A, V30G, V30L, V122I, V122A ou V122(-).  

[00279] Conforme utilizado neste documento, "indels" refere-se a 

mutações de inserção/deleção que consistem em vários nucleotídeos 

que são inseridos ou excluídos no sítio de quebras de fita dupla (DSBs) 

em um ácido nucleico alvo. 

[00280] Conforme utilizado neste documento, "knockdown" refere-se 

a uma diminuição na expressão de um produto genético específico (por 

exemplo, proteína, mRNA ou ambos). O knockdown de uma proteína 

pode ser medido detectando a proteína secretada pelo tecido ou pela 

população de células (por exemplo, no soro ou no meio celular) ou 

detectando a quantidade celular total da proteína de uma população de 

tecidos ou células de interesse. Os métodos para medir o knockdown 

do mRNA são conhecidos e incluem o sequenciamento do mRNA 

isolado de uma população de tecidos ou células de interesse. Em 

algumas modalidades, "knockdown" pode se referir a alguma perda de 

expressão de um produto genético específico, por exemplo, uma 

diminuição na quantidade de mRNA transcrito ou uma diminuição na 

quantidade de proteína expressa ou secretada por uma população de 

células (incluindo populações in vivo como as encontradas nos tecidos).   

[00281] Conforme utilizado neste documento, "knockout" refere-se a 

uma perda de expressão de uma proteína específica em uma célula. O 

knockout pode ser medido detectando a quantidade de secreção de 

proteína de um tecido ou população de células (por exemplo, no soro 

ou no meio celular) ou detectando a quantidade celular total de uma 

proteína de um tecido ou de uma população de células. Em algumas 

modalidades, os métodos da divulgação "knockout" TTR em uma ou 

mais células (por exemplo, em uma população de células incluindo 

populações in vivo, como as encontradas nos tecidos). Em algumas 

modalidades, um knockout não é a formação da proteína TTR mutante, 

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

[00282] Conforme utilizado neste documento, "TTR mutante" refere-

se a um produto genético de TTR (isto é, a proteína TTR) com uma 

alteração na sequência de aminoácidos de TTR em comparação com a 

sequência de aminoácidos de tipo selvagem de TTR. A sequência TTR 

de tipo selvagem humana está disponível em NCBI Gene ID: 7276; 

Conjunto: Conjunto: ENSG00000118271. As formas mutantes de TTR 

associadas à 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 sequência TTR com uma alteração 

na sequência nucleotídica de TTR em comparação com a sequência de 

tipo selvagem (NCBI Gene ID: 7276; Conjunto: ENSG00000118271).  

[00284] Conforme utilizado neste documento, "ribonucleoproteína" 

(RNP) ou "complexo RNP" refere-se a um RNA guia junto com um 

agente de ligação a DNA guiado por RNA, como uma Cas nuclease, por 

exemplo, um agente de ligação a Cas cleavase, Cas nickase ou dCas 

(por exemplo, Cas9). Em algumas modalidades, o RNA guia guia o 

agente de ligação ao DNA guiado por RNA, como Cas9, a uma 

sequência alvo, e o RNA guia hibrida com e o agente se liga à sequência 

alvo; nos casos em que o agente é uma clivase ou uma nickase, a 

ligação pode ser seguida por clivagem ou corte.  

[00285] Conforme utilizado neste documento, uma "sequência alvo" 

refere-se a uma sequência de ácido nucleico em um gene alvo que 

possui complementaridade com a sequência guia do gRNA. A interação 

da sequência alvo e a sequência guia direciona um agente de ligação 

ao DNA guiado por RNA para se ligar e potencialmente cortar ou clivar 

(dependendo da atividade do agente), dentro da sequência alvo.  

[00286] Conforme utilizado neste documento, "tratamento" refere-se 

a qualquer administração ou aplicação de um terapêutico para doença 
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ou distúrbio em um sujeito e inclui inibir a doença, interromper seu 

desenvolvimento, aliviar um ou mais sintomas da doença, curar a 

doença ou impedir a recorrência de um ou mais sintomas da doença. 

Por exemplo, o tratamento de ATTR pode compreender aliviar os 

sintomas de ATTR. 

[00287] "Uridina modificada" é usado aqui para se referir a um 

nucleosídeo diferente da timidina com os mesmos aceitadores de 

ligação de hidrogênio que a uridina e uma ou mais diferenças estruturais 

da uridina. Em algumas modalidades, uma uridina modificada é uma 

uridina substituída, isto é, uma uridina na qual um ou mais substituintes 

não prótons (por exemplo, alcoxi, como metoxi) tomam o lugar de um 

próton. Em algumas modalidades, uma uridina modificada é 

pseudouridina. Em algumas modalidades, uma uridina modificada é 

uma pseudouridina substituída, ou seja, uma pseudouridina na qual um 

ou mais substituintes não prótons (por exemplo, alquil, como metil) 

tomam o lugar de um próton, por exemplo, N1-metil pseudouridina.  Em 

algumas modalidades, uma uridina modificada é uma uridina 

substituída, pseudouridina ou uma pseudouridina substituída. 

[00288] Como utilizado neste documento, uma primeira sequência é 

considerada "compreendendo uma sequência com pelo menos X% de 

identidade para" uma segunda sequência se um alinhamento da 

primeira sequência com a segunda sequência mostrar que X% ou mais 

das posições da segunda sequência em sua totalidade é correspondida 

pela primeira sequência. Por exemplo, a sequência AAGA compreende 

uma sequência com 100% de identidade com a sequência AAG porque 

um alinhamento daria 100% de identidade, pois existem 

correspondências para todas as três posições da segunda sequência. 

As diferenças entre RNA e DNA (geralmente a troca de uridina por 

timidina ou vice-versa) e a presença de análogos de nucleosídeos, 

como uridinas modificadas, não contribuem para diferenças de 
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identidade ou complementaridade entre polinucleotídeos, desde que os 

nucleotídeos relevantes (como timidina, uridina ou uridina modificada) 

tenham o mesmo complemento (por exemplo, adenosina para toda 

timidina, uridina ou uridina modificada; outro exemplo é a citosina e a 5-

metilcitosina, ambas com guanosina como complemento). Assim, por 

exemplo, a sequência 5'-AXG em que X é qualquer uridina modificada, 

como pseudouridina, N1-metil pseudouridina ou 5-metoxiuridina, é 

considerada 100% idêntica à AUG, pois ambas são perfeitamente 

complementares à mesma sequência (5'-CAU). Exemplos de algoritmos 

de alinhamento são os algoritmos Smith-Waterman e Needleman-

Wunsch, que são bem conhecidos na técnica. Um versado na técnica 

entenderá qual escolha de algoritmo e configurações de parâmetro é 

apropriada para um determinado par de sequências a serem alinhadas; 

para sequências de comprimento e identidade geralmente semelhantes 

e esperadas > 50% para aminoácidos ou > 75% para nucleotídeos, o 

algoritmo Needleman-Wunsch com configurações padrão 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 

aceitável para um determinado valor conforme determinado por aquele 

versado na técnica, que depende em parte de como o valor é medido 

ou determinado. 

II. Composições 

A. Composições compreendendo RNA guia (gRNAs) 

[00290] São fornecidas aqui composições úteis para editar o gene 

TTR, por exemplo, usando um RNA guia com um agente de ligação a 

DNA guiado por RNA (por exemplo, um sistema CRISPR/Cas). As 

composições podem ser administradas a indivíduos com sequências de 

genes TTR do tipo selvagem ou não selvagem, como, por exemplo, 

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

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

Tabela 1: Sequências guia direcionadas à TTR, nomenclatura, 

coordenadas cromossômicas e sequência. 

SEQ 
ID 
No. 

ID Guia Descri-
ção 

Espécie Localização 
cromossômi-
ca 

Sequências Guia * 

5 CR003335 TTR  
(Éxon 1) 

Humana chr18:3159191
7-31591937 

CUGCUCCUCCUCUGCCU
UGC 

6 CR003336 TTR  
(Éxon 1) 

Humana chr18:3159192
2-31591942 

CCUCCUCUGCCUUGCUG
GAC 

7 CR003337 TTR  
(Éxon 1) 

Humana chr18:3159192
5-31591945 

CCAGUCCAGCAAGGCAGA
GG 

8 CR003338 TTR  
(Éxon 1) 

Humana chr18:3159192
8-31591948 

AUACCAGUCCAGCAAGGC
AG 

9 CR003339 TTR  
(Éxon 1) 

Humana chr18:3159193
4-31591954 

ACACAAAUACCAGUCCAG
CA 

10 CR003340 TTR  
(Éxon 1) 

Humana chr18:3159193
7-31591957 

UGGACUGGUAUUUGUGU
CUG 

11 CR003341 TTR  
(Éxon 1) 

Humana chr18:3159194
1-31591961 

CUGGUAUUUGUGUCUGA
GGC 

12 CR003342 TTR  
(Éxon 2) 

Humana chr18:3159288
0-31592900 

CUUCUCUACACCCAGGGC
AC 

13 CR003343 TTR  
(Éxon 2) 

Humana chr18:3159290
2-31592922 

CAGAGGACACUUGGAUUC
AC 

14 CR003344 TTR  
(Éxon 2) 

Humana chr18:3159291
1-31592931 

UUUGACCAUCAGAGGACA
CU 

15 CR003345 TTR  
(Éxon 2) 

Humana chr18:3159291
9-31592939 

UCUAGAACUUUGACCAUC
AG 

16 CR003346 TTR  
(Éxon 2) 

Humana chr18:3159292
8-31592948 

AAAGUUCUAGAUGCUGUC
CG 

17 CR003347 TTR  
(Éxon 2) 

Humana chr18:3159294
8-31592968 

CAUUGAUGGCAGGACUG
CCU 

18 CR003348 TTR  
(Éxon 2) 

Humana chr18:3159294
8-31592968 

AGGCAGUCCUGCCAUCAA
UG 

19 CR003349 TTR  
(Éxon 2) 

Humana chr18:3159295
8-31592978 

UGCACGGCCACAUUGAUG
GC 

20 CR003350 TTR  
(Éxon 2) 

Humana chr18:3159296
2-31592982 

CACAUGCACGGCCACAUU
GA 

21 CR003351 TTR  
(Éxon 2) 

Humana chr18:3159297
4-31592994 

AGCCUUUCUGAACACAUG
CA 

22 CR003352 TTR  
(Éxon 2 
) 

Humana chr18:3159298
6-31593006 

GAAAGGCUGCUGAUGACA
CC 
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23 CR003353 TTR  
(Éxon 2) 

Humana chr18:3159298
7-31593007 

AAAGGCUGCUGAUGACAC
CU 

24 CR003354 TTR  
(Éxon 2) 

Humana chr18:3159300
3-31593023 

ACCUGGGAGCCAUUUGC
CUC 

25 CR003355 TTR  
(Éxon 2) 

Humana chr18:3159300
7-31593027 

CCCAGAGGCAAAUGGCUC
CC 

26 CR003356 TTR  
(Éxon 2) 

Humana chr18:3159301
5-31593035 

GCAACUUACCCAGAGGCA
AA 

27 CR003357 TTR  
(Éxon 2) 

Humana chr18:3159302
2-31593042 

UUCUUUGGCAACUUACCC
AG 

28 CR003358 TTR  
(Éxon 3) 

Humana chr18:3159512
7-31595147 

AUGCAGCUCUCCAGACUC
AC 

29 CR003359 TTR  
(Éxon 3) 

Humana chr18:3159512
6-31595146 

AGUGAGUCUGGAGAGCU
GCA 

30 CR003360 TTR  
(Éxon 3) 

Humana chr18:3159512
7-31595147 

GUGAGUCUGGAGAGCUG
CAU 

31 CR003361 TTR  
(Éxon 3) 

Humana chr18:3159514
0-31595160 

GCUGCAUGGGCUCACAAC
UG 

32 CR003362 TTR  
(Éxon 3) 

Humana chr18:3159514
3-31595163 

GCAUGGGCUCACAACUGA
GG 

33 CR003363 TTR  
(Éxon 3) 

Humana chr18:3159515
6-31595176 

ACUGAGGAGGAAUUUGUA
GA 

34 CR003364 TTR  
(Éxon 3) 

Humana chr18:3159515
7-31595177 

CUGAGGAGGAAUUUGUA
GAA 

35 CR003365 TTR  
(Éxon 3) 

Humana chr18:3159517
0-31595190 

UGUAGAAGGGAUAUACAA
AG 

36 CR003366 TTR  
(Éxon 3) 

Humana chr18:3159519
3-31595213 

AAAUAGACACCAAAUCUU
AC 

37 CR003367 TTR  
(Éxon 3) 

Humana chr18:3159519
7-31595217 

AGACACCAAAUCUUACUG
GA 

38 CR003368 TTR  
(Éxon 3) 

Humana chr18:3159520
5-31595225 

AAGUGCCUUCCAGUAAGA
UU 

39 CR003369 TTR  
(Éxon 3) 

Humana chr18:3159523
5-31595255 

CUCUGCAUGCUCAUGGAA
UG 

40 CR003370 TTR  
(Éxon 3) 

Humana chr18:3159523
6-31595256 

CCUCUGCAUGCUCAUGGA
AU 

41 CR003371 TTR  
(Éxon 3) 

Humana chr18:3159523
7-31595257 

ACCUCUGCAUGCUCAUGG
AA 

42 CR003372 TTR  
(Éxon 3) 

Humana chr18:3159524
2-31595262 

UACUCACCUCUGCAUGCU
CA 

43 CR003373 TTR  
(Éxon 4) 

Humana chr18:3159857
0-31598590 

GUAUUCACAGCCAACGAC
UC 

44 CR003374 TTR  
(Éxon 4) 

Humana chr18:3159858
3-31598603 

GCGGCGGGGGCCGGAGU
CGU 

45 CR003375 TTR  
(Éxon 4) 

Humana chr18:3159859
2-31598612 

AAUGGUGUAGCGGCGGG
GGC 
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46 CR003376 TTR  
(Éxon 4) 

Humana chr18:3159859
6-31598616 

CGGCAAUGGUGUAGCGG
CGG 

47 CR003377 TTR  
(Éxon 4) 

Humana chr18:3159859
7-31598617 

GCGGCAAUGGUGUAGCG
GCG 

48 CR003378 TTR  
(Éxon 4) 

Humana chr18:3159859
8-31598618 

GGCGGCAAUGGUGUAGC
GGC 

49 CR003379 TTR  
(Éxon 4) 

Humana chr18:3159859
9-31598619 

GGGCGGCAAUGGUGUAG
CGG 

50 CR003380 TTR  
(Éxon 4) 

Humana chr18:3159860
2-31598622 

GCAGGGCGGCAAUGGUG
UAG 

51 CR003381 TTR  
(Éxon 4) 

Humana chr18:3159861
0-31598630 

GGGGCUCAGCAGGGCGG
CAA 

52 CR003382 TTR  
(Éxon 4) 

Humana chr18:3159861
6-31598636 

GGAGUAGGGGCUCAGCA
GGG 

53 CR003383 TTR  
(Éxon 4) 

Humana chr18:3159861
9-31598639 

AUAGGAGUAGGGGCUCA
GCA 

54 CR003384 TTR  
(Éxon 4) 

Humana chr18:3159862
0-31598640 

AAUAGGAGUAGGGGCUCA
GC 

55 CR003385 TTR  
(Éxon 4) 

Humana chr18:3159862
6-31598646 

CCCCUACUCCUAUUCCAC
CA 

56 CR003386 TTR  
(Éxon 4) 

Humana chr18:3159862
9-31598649 

CCGUGGUGGAAUAGGAG
UAG 

57 CR003387 TTR  
(Éxon 4) 

Humana chr18:3159863
0-31598650 

GCCGUGGUGGAAUAGGA
GUA 

58 CR003388 TTR  
(Éxon 4) 

Humana chr18:3159863
7-31598657 

GACGACAGCCGUGGUGG
AAU 

59 CR003389 TTR  
(Éxon 4) 

Humana chr18:3159864
3-31598663 

AUUGGUGACGACAGCCG
UGG 

60 CR003390 TTR  
(Éxon 4) 

Humana chr18:3159864
6-31598666 

GGGAUUGGUGACGACAG
CCG 

61 CR003391 TTR  
(Éxon 4) 

Humana chr18:3159864
7-31598667 

GGCUGUCGUCACCAAUCC
CA 

62 CR003392 TTR  
(Éxon 4) 

Humana chr18:3159866
1-31598681 

AGUCCCUCAUUCCUUGG
GAU 

63 CR005298 TTR  
(Éxon 1) 

Humana chr18:3159188
3-31591903 

UCCACUCAUUCUUGGCAG
GA 

64 CR005299 TTR  
(Éxon 4) 

Humana chr18:3159863
1-31598651 

AGCCGUGGUGGAAUAGG
AGU 

65 CR005300 TTR  
(Éxon 1) 

Humana chr18:3159196
7-31591987 

UCACAGAAACACUCACCG
UA 

66 CR005301 TTR  
(Éxon 1) 

Humana chr18:3159196
8-31591988 

GUCACAGAAACACUCACC
GU 

67 CR005302 TTR  
(Éxon 2) 

Humana chr18:3159287
4-31592894 

ACGUGUCUUCUCUACACC
CA 

68 CR005303 TTR  
(Éxon 2) 

Humana chr18:3159290
3-31592923 

UGAAUCCAAGUGUCCUCU
GA 
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69 CR005304 TTR  
(Éxon 2) 

Humana chr18:3159296
9-31592989 

GGCCGUGCAUGUGUUCA
GAA 

70 CR005305 TTR  
(Éxon 3) 

Humana chr18:3159511
4-31595134 

UAUAGGAAAACCAGUGAG
UC 

71 CR005306 TTR  
(Éxon 3) 

Humana chr18:3159520
4-31595224 

AAAUCUUACUGGAAGGCA
CU 

72 CR005307 TTR  
(Éxon 4) 

Humana chr18:3159854
8-31598568 

UGUCUGUCUUCUCUCAUA
GG 

73 CR000689 TTR Cyno chr18:5068153
3-50681553 

ACACAAAUACCAGUCCAG
CG 

74 CR005364 TTR Cyno chr18:5068048
1-50680501 

AAAGGCUGCUGAUGAGAC
CU 

75 CR005365 TTR Cyno chr18:5068052
0-50680540 

CAUUGACAGCAGGACUGC
CU 

76 CR005366 TTR Cyno chr18:5068153
9-50681559 

AUACCAGUCCAGCGAGGC
AG 

77 CR005367 TTR Cyno chr18:5068154
2-50681562 

CCAGUCCAGCGAGGCAGA
GG 

78 CR005368 TTR Cyno chr18:5068154
5-50681565 

CCUCCUCUGCCUCGCUG
GAC 

79 CR005369 TTR Cyno chr18:5068054
0-50680560 

AAAGUUCUAGAUGCCGUC
CG 

80 CR005370 TTR Cyno chr18:5068059
4-50680614 

ACUUGUCUUCUCUAUACC
CA 

81 CR005371 TTR Cyno chr18:5067821
6-50678236 

AAGUGACUUCCAGUAAGA
UU 

82 CR005372 TTR Cyno chr18:5068048
2-50680502 

AAAAGGCUGCUGAUGAGA
CC 

[00291] Cada uma das sequências guia acima pode ainda 

compreender nucleotídeos adicionais para formar um crRNA, por 

exemplo, com a seguinte sequência nucleotídica exemplificativa após a 

sequência guia na extremidade 3': GUUUUAGAGCUAUGCUGUUUUG 

(SEQ ID NO: 126). No caso de um sgRNA, as Sequências Guia acima 

podem ainda compreender nucleotídeos adicionais para formar um 

sgRNA, por exemplo, com a seguinte sequência de nucleotídeos 

exemplificativa após a extremidade 3' da Sequência Guia: 

GUUUUAGAGCUAGAAAUAGCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUU

AUCAACUUGAAAAAGUGGCACCGAGUCGGUGCUUUU (SEQ ID 

NO: 125) na orientação 5’ a 3’. 

[00292] Em algumas modalidades, o sgRNA é modificado. Em 

algumas modalidades, o sgRNA compreende o padrão de modificação 
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mostrado abaixo na SEQ ID NO: 3, em que N é qualquer nucleotídeo 

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

sequência guia como descrito aqui e o sgRNA modificado compreende 

a seguinte sequência: 

mN*mN*mN*NNNNNNNNNNNNNNNNNGUUUUAGAmGmCmUmAm

GmAmAmAmUmAmGmCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCA

mAmCmUmUmGmAmAmAmAmAmGmUmGmGmCmAmCmCmGmA

mGmUmCmGmGmUmGmCmU*mU*mU*mU (SEQ ID NO: 3), onde "N" 

pode ser qualquer nucleotídeo natural ou não natural. Por exemplo, aqui 

incluída está a SEQ ID NO: 3, onde os Ns são substituídos por qualquer 

uma das sequências guia aqui divulgadas. As modificações 

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

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

do guia substituam os "Ns", os três primeiros nucleotídeos são 2'OMe 

modificados e existem ligações fosforotioato entre o primeiro e o 

segundo nucleotídeos, o segundo e o terceiro nucleotídeos e o terceiro 

e o quarto nucleotídeos. 

[00293] Em algumas modalidades, qualquer uma das sequências 

citadas na Tabela 2 é abrangida.  

Tabela 2: Sequências de sgRNA direcionadas à TTR 

SEQ 
ID No. 

ID Guia Alvo e 
Descrição 

Espécie Sequência 

87 G000480 Sequência 
modificada 
de sgRNA de 
TTR 

Humana mA*mA*mA*GGCUGCUGAUGACAC
CUGUUUUAGAmGmCmUmAmGmA
mAmAmUmAmGmCAAGUUAAAAUA
AGGCUAGUCCGUUAUCAmAmCmU
mUmGmAmAmAmAmAmGmUmGm
GmCmAmCmCmGmAmGmUmCmG
mGmUmGmCmU*mU*mU*mU 

88 G000481 Sequência 
modificada 
de sgRNA de 
TTR 

Humana mU*mC*mU*AGAACUUUGACCAUC
AGGUUUUAGAmGmCmUmAmGmA
mAmAmUmAmGmCAAGUUAAAAUA
AGGCUAGUCCGUUAUCAmAmCmU
mUmGmAmAmAmAmAmGmUmGm
GmCmAmCmCmGmAmGmUmCmG
mGmUmGmCmU*mU*mU*mU 
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89 G000482 Sequência 
modificada 
de sgRNA de 
TTR 

Humana mU*mG*mU*AGAAGGGAUAUACAA
AGGUUUUAGAmGmCmUmAmGmA
mAmAmUmAmGmCAAGUUAAAAUA
AGGCUAGUCCGUUAUCAmAmCmU
mUmGmAmAmAmAmAmGmUmGm
GmCmAmCmCmGmAmGmUmCmG
mGmUmGmCmU*mU*mU*mU 

90 G000483 Sequência 
modificada 
de sgRNA de 
TTR 

Humana mU*mC*mC*ACUCAUUCUUGGCAG
GAGUUUUAGAmGmCmUmAmGmA
mAmAmUmAmGmCAAGUUAAAAUA
AGGCUAGUCCGUUAUCAmAmCmU
mUmGmAmAmAmAmAmGmUmGm
GmCmAmCmCmGmAmGmUmCmG
mGmUmGmCmU*mU*mU*mU 

91 G000484 Sequência 
modificada 
de sgRNA de 
TTR 

Humana mA*mG*mA*CACCAAAUCUUACUG
GAGUUUUAGAmGmCmUmAmGmA
mAmAmUmAmGmCAAGUUAAAAUA
AGGCUAGUCCGUUAUCAmAmCmU
mUmGmAmAmAmAmAmGmUmGm
GmCmAmCmCmGmAmGmUmCmG
mGmUmGmCmU*mU*mU*mU 

92 G000485 Sequência 
modificada 
de sgRNA de 
TTR 

Humana mC*mC*mU*CCUCUGCCUUGCUGG
ACGUUUUAGAmGmCmUmAmGmA
mAmAmUmAmGmCAAGUUAAAAUA
AGGCUAGUCCGUUAUCAmAmCmU
mUmGmAmAmAmAmAmGmUmGm
GmCmAmCmCmGmAmGmUmCmG
mGmUmGmCmU*mU*mU*mU 

93 G000486 Sequência 
modificada 
de sgRNA de 
TTR 

Humana mA*mC*mA*CAAAUACCAGUCCAG
CAGUUUUAGAmGmCmUmAmGmA
mAmAmUmAmGmCAAGUUAAAAUA
AGGCUAGUCCGUUAUCAmAmCmU
mUmGmAmAmAmAmAmGmUmGm
GmCmAmCmCmGmAmGmUmCmG
mGmUmGmCmU*mU*mU*mU 

94 G000487 Sequência 
modificada 
de sgRNA de 
TTR 

Humana mU*mU*mC*UUUGGCAACUUACCC
AGGUUUUAGAmGmCmUmAmGmA
mAmAmUmAmGmCAAGUUAAAAUA
AGGCUAGUCCGUUAUCAmAmCmU
mUmGmAmAmAmAmAmGmUmGm
GmCmAmCmCmGmAmGmUmCmG
mGmUmGmCmU*mU*mU*mU 

95 G000488 Sequência 
modificada 
de sgRNA de 
TTR 

Humana mA*mA*mA*GUUCUAGAUGCUGUC
CGGUUUUAGAmGmCmUmAmGmA
mAmAmUmAmGmCAAGUUAAAAUA
AGGCUAGUCCGUUAUCAmAmCmU
mUmGmAmAmAmAmAmGmUmGm
GmCmAmCmCmGmAmGmUmCmG
mGmUmGmCmU*mU*mU*mU 

96 G000489 Sequência 
modificada 
de sgRNA de 
TTR 

Humana mU*mU*mU*GACCAUCAGAGGACA
CUGUUUUAGAmGmCmUmAmGmA
mAmAmUmAmGmCAAGUUAAAAUA
AGGCUAGUCCGUUAUCAmAmCmU
mUmGmAmAmAmAmAmGmUmGm
GmCmAmCmCmGmAmGmUmCmG
mGmUmGmCmU*mU*mU*mU 
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97 G000490 Sequência 
modificada 
de sgRNA de 
TTR 

Humana mA*mA*mA*UAGACACCAAAUCUUA
CGUUUUAGAmGmCmUmAmGmAm
AmAmUmAmGmCAAGUUAAAAUAA
GGCUAGUCCGUUAUCAmAmCmU
mUmGmAmAmAmAmAmGmUmGm
GmCmAmCmCmGmAmGmUmCmG
mGmUmGmCmU*mU*mU*mU 

98 G000491 Sequência 
modificada 
de sgRNA de 
TTR 

Humana mA*mU*mA*CCAGUCCAGCAAGGC
AGGUUUUAGAmGmCmUmAmGmA
mAmAmUmAmGmCAAGUUAAAAUA
AGGCUAGUCCGUUAUCAmAmCmU
mUmGmAmAmAmAmAmGmUmGm
GmCmAmCmCmGmAmGmUmCmG
mGmUmGmCmU*mU*mU*mU 

99 G000492 Sequência 
modificada 
de sgRNA de 
TTR 

Humana mC*mU*mU*CUCUACACCCAGGGC
ACGUUUUAGAmGmCmUmAmGmA
mAmAmUmAmGmCAAGUUAAAAUA
AGGCUAGUCCGUUAUCAmAmCmU
mUmGmAmAmAmAmAmGmUmGm
GmCmAmCmCmGmAmGmUmCmG
mGmUmGmCmU*mU*mU*mU 

100 G000493 Sequência 
modificada 
de sgRNA de 
TTR 

Humana mA*mA*mG*UGCCUUCCAGUAAGA
UUGUUUUAGAmGmCmUmAmGmA
mAmAmUmAmGmCAAGUUAAAAUA
AGGCUAGUCCGUUAUCAmAmCmU
mUmGmAmAmAmAmAmGmUmGm
GmCmAmCmCmGmAmGmUmCmG
mGmUmGmCmU*mU*mU*mU 

101 G000494 Sequência 
modificada 
de sgRNA de 
TTR 

Humana mG*mU*mG*AGUCUGGAGAGCUGC
AUGUUUUAGAmGmCmUmAmGmA
mAmAmUmAmGmCAAGUUAAAAUA
AGGCUAGUCCGUUAUCAmAmCmU
mUmGmAmAmAmAmAmGmUmGm
GmCmAmCmCmGmAmGmUmCmG
mGmUmGmCmU*mU*mU*mU 

102 G000495 Sequência 
modificada 
de sgRNA de 
TTR 

Humana mC*mA*mG*AGGACACUUGGAUUC
ACGUUUUAGAmGmCmUmAmGmA
mAmAmUmAmGmCAAGUUAAAAUA
AGGCUAGUCCGUUAUCAmAmCmU
mUmGmAmAmAmAmAmGmUmGm
GmCmAmCmCmGmAmGmUmCmG
mGmUmGmCmU*mU*mU*mU 

103 G000496 Sequência 
modificada 
de sgRNA de 
TTR 

Humana mG*mG*mC*CGUGCAUGUGUUCAG
AAGUUUUAGAmGmCmUmAmGmA
mAmAmUmAmGmCAAGUUAAAAUA
AGGCUAGUCCGUUAUCAmAmCmU
mUmGmAmAmAmAmAmGmUmGm
GmCmAmCmCmGmAmGmUmCmG
mGmUmGmCmU*mU*mU*mU 

104 G000497 Sequência 
modificada 
de sgRNA de 
TTR 

Humana mC*mU*mG*CUCCUCCUCUGCCUU
GCGUUUUAGAmGmCmUmAmGmA
mAmAmUmAmGmCAAGUUAAAAUA
AGGCUAGUCCGUUAUCAmAmCmU
mUmGmAmAmAmAmAmGmUmGm
GmCmAmCmCmGmAmGmUmCmG
mGmUmGmCmU*mU*mU*mU 
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105 G000498 Sequência 
modificada 
de sgRNA de 
TTR 

Humana mA*mG*mU*GAGUCUGGAGAGCUG
CAGUUUUAGAmGmCmUmAmGmA
mAmAmUmAmGmCAAGUUAAAAUA
AGGCUAGUCCGUUAUCAmAmCmU
mUmGmAmAmAmAmAmGmUmGm
GmCmAmCmCmGmAmGmUmCmG
mGmUmGmCmU*mU*mU*mU 

106 G000499 Sequência 
modificada 
de sgRNA de 
TTR 

Humana mU*mG*mA*AUCCAAGUGUCCUCU
GAGUUUUAGAmGmCmUmAmGmA
mAmAmUmAmGmCAAGUUAAAAUA
AGGCUAGUCCGUUAUCAmAmCmU
mUmGmAmAmAmAmAmGmUmGm
GmCmAmCmCmGmAmGmUmCmG
mGmUmGmCmU*mU*mU*mU 

107 G000500 Sequência 
modificada 
de sgRNA de 
TTR 

Humana mC*mC*mA*GUCCAGCAAGGCAGA
GGGUUUUAGAmGmCmUmAmGmA
mAmAmUmAmGmCAAGUUAAAAUA
AGGCUAGUCCGUUAUCAmAmCmU
mUmGmAmAmAmAmAmGmUmGm
GmCmAmCmCmGmAmGmUmCmG
mGmUmGmCmU*mU*mU*mU 

108 G000501 Sequência 
modificada 
de sgRNA de 
TTR 

Humana mU*mC*mA*CAGAAACACUCACCG
UAGUUUUAGAmGmCmUmAmGmA
mAmAmUmAmGmCAAGUUAAAAUA
AGGCUAGUCCGUUAUCAmAmCmU
mUmGmAmAmAmAmAmGmUmGm
GmCmAmCmCmGmAmGmUmCmG
mGmUmGmCmU*mU*mU*mU 

109 G000567 Sequência 
modificada 
de sgRNA de 
TTR 

Humana mG*mA*mA*AGGCUGCUGAUGACA
CCGUUUUAGAmGmCmUmAmGmA
mAmAmUmAmGmCAAGUUAAAAUA
AGGCUAGUCCGUUAUCAmAmCmU
mUmGmAmAmAmAmAmGmUmGm
GmCmAmCmCmGmAmGmUmCmG
mGmUmGmCmU*mU*mU*mU 

110 G000568 Sequência 
modificada 
de sgRNA de 
TTR 

Humana mG*mG*mC*UGUCGUCACCAAUCC
CAGUUUUAGAmGmCmUmAmGmA
mAmAmUmAmGmCAAGUUAAAAUA
AGGCUAGUCCGUUAUCAmAmCmU
mUmGmAmAmAmAmAmGmUmGm
GmCmAmCmCmGmAmGmUmCmG
mGmUmGmCmU*mU*mU*mU 

111 G000570 Sequência 
modificada 
de sgRNA de 
TTR 

Humana mC*mA*mU*UGAUGGCAGGACUGC
CUGUUUUAGAmGmCmUmAmGmA
mAmAmUmAmGmCAAGUUAAAAUA
AGGCUAGUCCGUUAUCAmAmCmU
mUmGmAmAmAmAmAmGmUmGm
GmCmAmCmCmGmAmGmUmCmG
mGmUmGmCmU*mU*mU*mU 

112 G000571 Sequência 
modificada 
de sgRNA de 
TTR 

Humana mG*mU*mC*ACAGAAACACUCACC
GUGUUUUAGAmGmCmUmAmGmA
mAmAmUmAmGmCAAGUUAAAAUA
AGGCUAGUCCGUUAUCAmAmCmU
mUmGmAmAmAmAmAmGmUmGm
GmCmAmCmCmGmAmGmUmCmG
mGmUmGmCmU*mU*mU*mU 
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113 G000572 Sequência 
modificada 
de sgRNA de 
TTR 

Humana mC*mC*mC*CUACUCCUAUUCCAC
CAGUUUUAGAmGmCmUmAmGmA
mAmAmUmAmGmCAAGUUAAAAUA
AGGCUAGUCCGUUAUCAmAmCmU
mUmGmAmAmAmAmAmGmUmGm
GmCmAmCmCmGmAmGmUmCmG
mGmUmGmCmU*mU*mU*mU 

114 G000502 Sequência 
modificada 
de sgRNA 
específica 
para TTR 
Cyno 

Cyno mA*mC*mA*CAAAUACCAGUCCAG
CGGUUUUAGAmGmCmUmAmGmA
mAmAmUmAmGmCAAGUUAAAAUA
AGGCUAGUCCGUUAUCAmAmCmU
mUmGmAmAmAmAmAmGmUmGm
GmCmAmCmCmGmAmGmUmCmG
mGmUmGmCmU*mU*mU*mU 

115 G000503 Sequência 
modificada 
de sgRNA 
específica 
para TTR 
Cyno 

Cyno mA*mA*mA*AGGCUGCUGAUGAGA
CCGUUUUAGAmGmCmUmAmGmA
mAmAmUmAmGmCAAGUUAAAAUA
AGGCUAGUCCGUUAUCAmAmCmU
mUmGmAmAmAmAmAmGmUmGm
GmCmAmCmCmGmAmGmUmCmG
mGmUmGmCmU*mU*mU*mU 

116 G000504 Sequência 
modificada 
de sgRNA 
específica 
para TTR 
Cyno 

Cyno mA*mA*mA*GGCUGCUGAUGAGAC
CUGUUUUAGAmGmCmUmAmGmA
mAmAmUmAmGmCAAGUUAAAAUA
AGGCUAGUCCGUUAUCAmAmCmU
mUmGmAmAmAmAmAmGmUmGm
GmCmAmCmCmGmAmGmUmCmG
mGmUmGmCmU*mU*mU*mU 

117 G000505 Sequência 
modificada 
de sgRNA 
específica 
para TTR 
Cyno 

Cyno mC*mA*mU*UGACAGCAGGACUGC
CUGUUUUAGAmGmCmUmAmGmA
mAmAmUmAmGmCAAGUUAAAAUA
AGGCUAGUCCGUUAUCAmAmCmU
mUmGmAmAmAmAmAmGmUmGm
GmCmAmCmCmGmAmGmUmCmG
mGmUmGmCmU*mU*mU*mU 

118 G000506 Sequência 
modificada 
de sgRNA 
específica 
para TTR 
Cyno 

Cyno mA*mU*mA*CCAGUCCAGCGAGGC
AGGUUUUAGAmGmCmUmAmGmA
mAmAmUmAmGmCAAGUUAAAAUA
AGGCUAGUCCGUUAUCAmAmCmU
mUmGmAmAmAmAmAmGmUmGm
GmCmAmCmCmGmAmGmUmCmG
mGmUmGmCmU*mU*mU*mU 

119 G000507 Sequência 
modificada 
de sgRNA 
específica 
para TTR 
Cyno 

Cyno mC*mC*mA*GUCCAGCGAGGCAGA
GGGUUUUAGAmGmCmUmAmGmA
mAmAmUmAmGmCAAGUUAAAAUA
AGGCUAGUCCGUUAUCAmAmCmU
mUmGmAmAmAmAmAmGmUmGm
GmCmAmCmCmGmAmGmUmCmG
mGmUmGmCmU*mU*mU*mU 

120 G000508 Sequência 
modificada 
de sgRNA 
específica 
para TTR 
Cyno 

Cyno mC*mC*mU*CCUCUGCCUCGCUGG
ACGUUUUAGAmGmCmUmAmGmA
mAmAmUmAmGmCAAGUUAAAAUA
AGGCUAGUCCGUUAUCAmAmCmU
mUmGmAmAmAmAmAmGmUmGm
GmCmAmCmCmGmAmGmUmCmG
mGmUmGmCmU*mU*mU*mU 

Petição 870200059104, de 13/05/2020, pág. 150/405



58/319 

121 G000509 Sequência 
modificada 
de sgRNA 
específica 
para TTR 
Cyno 

Cyno mA*mA*mA*GUUCUAGAUGCCGUC
CGGUUUUAGAmGmCmUmAmGmA
mAmAmUmAmGmCAAGUUAAAAUA
AGGCUAGUCCGUUAUCAmAmCmU
mUmGmAmAmAmAmAmGmUmGm
GmCmAmCmCmGmAmGmUmCmG
mGmUmGmCmU*mU*mU*mU 

122 G000510 Sequência 
modificada 
de sgRNA 
específica 
para TTR 
Cyno 

Cyno mA*mC*mU*UGUCUUCUCUAUACC
CAGUUUUAGAmGmCmUmAmGmA
mAmAmUmAmGmCAAGUUAAAAUA
AGGCUAGUCCGUUAUCAmAmCmU
mUmGmAmAmAmAmAmGmUmGm
GmCmAmCmCmGmAmGmUmCmG
mGmUmGmCmU*mU*mU*mU 

123 G000511 Sequência 
modificada 
de sgRNA 
específica 
para TTR 
Cyno 

Cyno mA*mA*mG*UGACUUCCAGUAAGA
UUGUUUUAGAmGmCmUmAmGmA
mAmAmUmAmGmCAAGUUAAAAUA
AGGCUAGUCCGUUAUCAmAmCmU
mUmGmAmAmAmAmAmGmUmGm
GmCmAmCmCmGmAmGmUmCmG
mGmUmGmCmU*mU*mU*mU 

124 G000282 TTR Camun-
dongo 

mU*mU*mA*CAGCCACGUCUACAG
CAGUUUUAGAmGmCmUmAmGmA
mAmAmUmAmGmCAAGUUAAAAUA
AGGCUAGUCCGUUAUCAmAmCmU
mUmGmAmAmAmAmAmGmUmGm
GmCmAmCmCmGmAmGmUmCmG
mGmUmGmCmU*mU*mU*mU 
 

* = PS ligação; 'm' = nucleotídeo 2'-O-Me 

[00294] Um mapeamento de alinhamento dos IDs Guia com os IDs 

de sgRNA correspondentes, bem como homologia com o genoma do 

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

Tabela 3: Mapeamento de ID de sequência guia direcionada à TTR 

e Homologia Cyno 

Descrição ID Guia 
duplo 

humano 

ID Guia 
único 

humano 

Incompa-
tibilidade 

de 
números 

com o 
genoma 

Cyno 

ID de 
dgRNA 
corres-

pondente 
a cyno 

ID de 
sgRNA 
corres-

pondente 
a 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 CR003355 
 

1 
  

TTR CR003356 
 

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 CR003376 
 

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 CR005305 
 

0 
  

TTR CR005306 
 

1 
  

TTR CR005307 
 

0 
  

 

[00295] Em algumas modalidades, a invenção fornece uma 

composição compreendendo um ou mais RNA guia (gRNA) 

compreendendo sequências guia que direcionam um agente de ligação 

a DNA guiado por RNA, que pode ser uma nuclease (por exemplo, uma 

nuclease Cas como Cas9), para uma sequência de DNA alvo em TTR. 

O gRNA pode compreender um crRNA compreendendo uma sequência 

guia mostrada na Tabela 1. O gRNA pode compreender um crRNA 

compreendendo 17, 18, 19 ou 20 nucleotídeos contíguos de uma 

sequência guia mostrada na Tabela 1. Em algumas modalidades, o 
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gRNA compreende um crRNA compreendendo uma sequência com 

cerca de 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% ou 100% 

de identidade com pelo menos 17, 18, 19 ou 20 nucleotídeos contíguos 

de uma sequência guia mostrada na Tabela 1. Em algumas 

modalidades, o gRNA compreende um crRNA compreendendo uma 

sequência com cerca de 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 

99% ou 100% de identidade para uma sequência guia mostrada na 

Tabela 1. O gRNA pode ainda compreender um trRNA. Em cada 

composição e modalidade de método aqui descrita, o crRNA e o trRNA 

podem estar associados como um único 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 ligação fosfodiéster ou outra ligação 

covalente. 

[00296] Em cada uma das modalidades de composição, uso e 

método aqui descritas, o 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 sequência guia mostrada na Tabela 

1, e uma segunda molécula de RNA compreendendo um trRNA. A 

primeira e a segunda moléculas de RNA podem não estar ligadas 

covalentemente, mas podem formar um duplex de RNA por meio do 

emparelhamento de bases entre porções do crRNA e do trRNA. 

[00297] Em cada uma das modalidades de composição, uso e 

método aqui descritas, o RNA guia pode compreender uma única 

molécula de RNA como um "RNA guia único" ou "sgRNA". O sgRNA 

pode compreender um crRNA (ou uma porção do mesmo) 

compreendendo uma sequência guia mostrada na Tabela 1 

covalentemente ligada a um trRNA. O gRNA pode compreender 17, 18, 

19 ou 20 nucleotídeos contíguos de uma sequência guia mostrada na 
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Tabela 1. Em algumas modalidades, o crRNA e o trRNA são ligados 

covalentemente por meio de um ligante. Em algumas modalidades, o 

sgRNA forma uma estrutura de haste-alça através do emparelhamento 

de base entre porções do crRNA e do trRNA. Em algumas modalidades, 

o crRNA e o trRNA são ligados covalentemente por meio de uma ou 

mais ligações que não são uma ligação fosfodiéster. 

[00298] Em algumas modalidades, o trRNA pode compreender toda 

ou uma porção de uma sequência de trRNA derivada de um sistema 

CRISPR/Cas de ocorrência 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 nucleotídeos. Em algumas modalidades, o 

trRNA pode compreender certas estruturas secundárias, 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 invenção fornece uma 

composição compreendendo um ou mais RNAs guia compreendendo 

uma sequência guia de qualquer uma das SEQ ID NOs: 5-82.  

[00300] Em um aspecto, a invenção fornece uma composição 

compreendendo um gRNA que compreende uma sequência guia que é 

pelo menos 99%, 98%, 97%, 96%, 95%, 94%, 93%, 92%, 91% ou 90 % 

idêntica a qualquer um dos ácidos nucleicos das SEQ ID NOs: 5-82.  

[00301] Em outras modalidades, a composição compreende pelo 

menos um, por exemplo, pelo menos dois gRNAs compreendendo 

sequências guia selecionadas de qualquer duas ou mais das 

sequências guia das SEQ ID NOs: 5-82. Em algumas modalidades, a 

composição compreende pelo menos dois gRNAs, cada um 

compreendendo uma sequência guia de pelo menos 99%, 98%, 97%, 
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96%, 95%, 94%, 93%, 92%, 91% ou 90% idêntica a qualquer um dos 

ácidos nucleicos das SEQ ID NOs: 5-82. 

[00302] Em algumas modalidades, o gRNA é um sgRNA 

compreendendo qualquer uma das sequências mostradas na Tabela 2 

(SEQ ID Nos. 87-124). Em algumas modalidades, o gRNA é um sgRNA 

compreendendo qualquer uma das sequências mostradas na Tabela 2 

(SEQ ID Nos. 87-124, mas sem as modificações mostradas (isto é, SEQ 

ID Nos. 87-124 não modificadas)). Em algumas modalidades, o sgRNA 

compreende uma sequência que é pelo menos 99%, 98%, 97%, 96%, 

95%, 94%, 93%, 92%, 91% ou 90% idêntica a qualquer um dos ácidos 

nucleicos das SEQ ID Nos. 87-124. Em algumas modalidades, o sgRNA 

compreende uma sequência que é pelo menos 99%, 98%, 97%, 96%, 

95%, 94%, 93%, 92%, 91% ou 90% idêntica a qualquer um dos ácidos 

nucleicos das SEQ ID Nos. 87-124, mas sem as modificações 

mostradas (isto é, SEQ ID Nos. 87-124 não modificadas). Em algumas 

modalidades, o sgRNA compreende qualquer uma das sequências guia 

mostradas na Tabela 1 no lugar das sequências guia mostradas nas 

sequências sgRNA da Tabela 2 nas SEQ ID Nos: 87-124, com ou sem 

as modificações. 

[00303] As composições de RNA guia da presente invenção são 

projetadas para reconhecer (por exemplo, hibridizar com) uma 

sequência alvo no gene TTR. Por exemplo, a sequência alvo de TTR 

pode ser reconhecida e clivada por uma Cas clivase fornecida 

compreendendo um RNA guia. Em algumas modalidades, um agente 

de ligação a DNA guiado por RNA, como uma Cas cleavase, pode ser 

direcionado por um RNA guia para uma sequência alvo do gene TTR, 

em que a sequência guia do RNA guia hibrida com a sequência alvo e 

o agente de ligação ao DNA guiado por RNA, como uma Cas clivase, 

cliva a sequência alvo.  

[00304] Em algumas modalidades, a seleção de um ou mais RNAs 
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guia é determinada com base nas sequências alvo dentro do gene TTR.  

[00305] Sem estar vinculado a nenhuma teoria em particular, 

mutações (por exemplo, mutações de deslocamento de quadro 

resultantes de indels que ocorrem como resultado de um DSB mediado 

por nuclease) em certas regiões do gene podem ser menos toleráveis 

do que mutações em outras regiões do gene, portanto, a localização de 

um DSB é um fator importante na quantidade ou tipo de knockdown de 

proteína que pode resultar. Em algumas modalidades, um gRNA 

complementar ou com complementaridade com uma sequência alvo 

dentro de TTR é usado para direcionar o agente de ligação ao DNA 

guiado por RNA para um local específico no gene TTR. Em algumas 

modalidades, os gRNAs são projetados para ter sequências guia que 

são complementares ou têm complementaridade para sequências alvo 

no éxon 1, éxon 2, éxon 3 ou éxon 4 de TTR.  

[00306] Em algumas modalidades, a sequência guia é pelo menos 

99%, 98%, 97%, 96%, 95%, 94%, 93%, 92%, 91% ou 90% idêntica a 

uma sequência alvo presente no geneTTR humano.  Em algumas 

modalidades, a sequência alvo pode ser complementar à sequência 

guia do RNA guia. Em algumas modalidades, o grau de 

complementaridade ou identidade entre uma sequência guia de um 

RNA guia e sua sequência alvo correspondente pode ser de pelo menos 

80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, ou 100%. Em algumas 

modalidades, a sequência alvo e a sequência guia do gRNA podem ser 

100% complementares ou idênticas. Em outras modalidades, a 

sequência alvo e a sequência guia do gRNA podem conter pelo menos 

uma incompatibilidade. Por exemplo, a sequência alvo e a sequência 

guia do gRNA podem conter 1, 2, 3 ou 4 incompatibilidades, em que o 

comprimento total da sequência guia é 20. Em algumas modalidades, a 

sequência alvo e a sequência guia do gRNA podem conter 1-4 

incompatibilidades, onde a sequência guia é de 20 nucleotídeos.  
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[00307] Em algumas modalidades, uma composição ou formulação 

aqui divulgada compreende um mRNA compreendendo um quadro de 

leitura aberto (ORF) que codifica um agente de ligação 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 ligação a DNA guiado por RNA, como uma Cas nuclease, é 

fornecido, usado ou administrado. 

[00308] Em algumas modalidades, o agente de ligação ao DNA 

guiado por RNA é uma Cas nuclease Classe 2. Em algumas 

modalidades, o agente de ligação 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 

ligação 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 II, V ou VI). As Cas nucleases Classe 2 incluem, por 

exemplo, proteínas Cas9, Cpf1, C2c1, C2c2 e C2c3 e modificações das 

mesmas. Exemplos de nucleases Cas9 incluem aquelas dos sistemas 

CRISPR do tipo II de S. pyogenes, S. aureus e outros procariontes (ver, 

por exemplo, a lista no próximo parágrafo) e versões 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 III ou a subunidade Cas10, Csm1 ou Cmr2 do mesmo; e um 

complexo Cascade de um sistema CRISPR do tipo I 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 discussão 

de vários 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 não 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 é a Cas9 nuclease de Streptococcus thermophilus. Em 

algumas modalidades, a Cas nuclease é 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 é 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 domínios de nuclease: 

RuvC e HNH. O domínio RuvC cliva a fita de DNA não alvo, e o domínio 

HNH cliva a fita alvo de DNA. Em algumas modalidades, a Cas9 

nuclease compreende mais de um domínio RuvC e/ou mais de um 

domínio HNH. Em algumas modalidades, a nuclease Cas9 é 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 

não ter atividade de clivase ou nickase de DNA. Uma sequência de 

aminoácidos Cas9 exemplificativa é fornecida como SEQ ID NO: 203. 

Uma sequência ORF de mRNA de Cas9 exemplificativa, que inclui 

códons de início e parada, é fornecida como SEQ ID NO: 204. Uma 

sequência de codificação de mRNA de Cas9 exemplificativa, adequada 
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para inclusão em uma proteína de fusão, é fornecida como SEQ ID NO: 

210. 

[00312] Em algumas modalidades, são utilizadas Cas nucleases 

quiméricas, em que um domínio ou região da proteína é substituído por 

uma porção de uma proteína diferente. Em algumas modalidades, um 

domínio de Cas nuclease pode ser substituído por um domínio 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 proteína Cas3. Em algumas modalidades, a Cas nuclease 

pode ser de um sistema CRISPR/Cas de Tipo III. Em algumas 

modalidades, a Cas nuclease pode ter uma atividade de clivagem de 

RNA. 

[00314] Em algumas modalidades, o agente de ligação ao DNA 

guiado por RNA possui atividade de nickase de fita única, isto é, pode 

cortar uma fita de DNA para produzir uma quebra de fita única, também 

conhecida como "corte". Em algumas modalidades, o agente de ligação 

ao DNA guiado por RNA compreende uma Cas nickase. Uma nickase é 

uma enzima que cria um corte no dsDNA, isto é, corta uma fita, mas não 

a outra da dupla hélice do DNA. Em algumas modalidades, uma Cas 

nickase é uma versão de uma Cas nuclease (por exemplo, uma Cas 

nuclease discutida acima) na qual um sítio ativo endonucleolítico é 

inativado, por exemplo, por uma ou mais alterações (por exemplo, 

mutações pontuais) em um domínio catalítico. Ver, por exemplo, 

Patente US 8.889.356 para discussão de Cas nickases e alterações 

exemplificativas no domínio catalítico. Em algumas modalidades, uma 

Cas nickase como uma Cas9 nickase tem um domínio RuvC ou HNH 
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inativado. Uma sequência de aminoácidos Cas9 nickase exemplificativa 

é fornecida como SEQ ID NO: 206. Uma sequência ORF de mRNA de 

Cas9 nickase exemplificativa, que inclui códons de início e parada, é 

fornecida como SEQ ID NO: 207. Uma sequência de codificação de 

mRNA de Cas9 nickase exemplificativa, adequada para inclusão em 

uma proteína de fusão, é fornecida como SEQ ID NO: 211.  

[00315] Em algumas modalidades, o agente de ligação ao DNA 

guiado por RNA é modificado para conter apenas um domínio de 

nuclease funcional. Por exemplo, a proteína do agente pode ser 

modificada de modo que um dos domínios da nuclease seja mutado ou 

completamente ou parcialmente excluído para reduzir sua atividade de 

clivagem de ácido nucleico. Em algumas modalidades, uma nickase é 

usada tendo um domínio RuvC com atividade reduzida. Em algumas 

modalidades, uma nickase é usada tendo um domínio RuvC inativo. Em 

algumas modalidades, uma nickase é usada tendo um domínio HNH 

com atividade reduzida. Em algumas modalidades, uma nickase é 

usada tendo um domínio HNH inativo.  

[00316] Em algumas modalidades, um aminoácido conservado 

dentro de um domínio de nuclease da proteína Cas é substituído para 

reduzir ou alterar a atividade da nuclease. Em algumas modalidades, 

uma Cas nuclease pode compreender uma substituição de aminoácidos 

no domínio da RuvC nuclease ou semelhante a RuvC. Substituições de 

aminoácidos exemplificativas no domínio da RuvC nuclease ou 

semelhante a RuvC incluem D10A (com base na proteína 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 substituição de aminoácidos no domínio da HNH nuclease ou 

semelhante a HNH. Substituições de aminoácidos exemplificativos no 

domínio da HNH nuclease ou semelhante a HNH incluem E762A, 

H840A, N863A, H983A e D986A (com base na proteína Cas9 de S. 
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pyogenes). Ver, por exemplo, Zetsche et al. (2015). Outras substituições 

de aminoácidos exemplificativas incluem D917A, E1006A e D1255A 

(com base na sequência de Francisella novicida U112 Cpf1 (FnCpf1) 

(UniProtKB - A0Q7Q2 (CPF1_FRATN)).   

[00317] Em algumas modalidades, um mRNA que codifica uma 

nickase é fornecido em combinação com um par de RNAs guia que são 

complementares às fitas de sentido e antissentido da sequência alvo, 

respectivamente. Nesta modalidade, os RNAs guia direcionam a 

nickase para uma sequência alvo e introduzem um DSB gerando um 

nick em fitas opostas da sequência 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 é 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 são selecionados para 

estarem próximos para produzir um corte duplo no DNA alvo.  

[00318] Em algumas modalidades, o agente de ligação ao DNA 

guiado por RNA carece de atividade de clivase e nickase. Em algumas 

modalidades, o agente de ligação ao DNA guiado por RNA compreende 

um polipeptídeo de ligação ao DNA de dCas. Um polipeptídeo dCas 

possui atividade de ligação ao DNA, enquanto essencialmente carece 

de atividade catalítica (clivase/nickase). Em algumas modalidades, o 

polipeptídeo dCas é um polipeptídeo dCas9. Em algumas modalidades, 

o agente de ligação ao DNA guiado por RNA sem atividade de clivase e 

nickase ou o polipeptídeo de ligação a dCas é uma versão de uma 

nuclease Cas (por exemplo, uma nuclease Cas discutida acima) na qual 

seus sítios ativos endonucleolíticos são inativados, por exemplo, por 

uma ou mais alterações (por exemplo, mutações pontuais) em seus 

domínios catalíticos. Ver, por exemplo, US 2014/0186958 A1; US 
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2015/0166980 A1. Uma sequência de aminoácidos dCas9 

exemplificativa é fornecida como SEQ ID NO: 208. Uma sequência ORF 

de mRNA de dCas9 exemplificativa, que inclui códons de início e 

parada, é fornecida como SEQ ID NO: 209. Uma sequência de 

codificação de mRNA de dCas9 exemplificativa, adequada para 

inclusão em uma proteína de fusão, é fornecida como SEQ ID NO: 212. 

[00319] Em algumas modalidades, o agente de ligação ao DNA 

guiado por RNA compreende um ou mais domínios funcionais 

heterólogos (por exemplo, é ou compreende um polipeptídeo de fusão).  

[00320] Em algumas modalidades, o domínio funcional heterólogo 

pode facilitar o transporte do agente de ligação ao DNA guiado por RNA 

para o núcleo de uma célula.  Por exemplo, o domínio funcional 

heterólogo pode ser um sinal de localização nuclear (NLS).  Em algumas 

modalidades, o agente de ligação ao DNA guiado por RNA pode ser 

fundido com 1-10 NLS(s).  Em algumas modalidades, o agente de 

ligação ao DNA guiado por RNA pode ser fundido com 1-5 NLS(s).  Em 

algumas modalidades, o agente de ligação ao DNA guiado por RNA 

pode ser fundido com um NLS.  Quando um NLS é usado, o NLS pode 

ser ligado no N-terminal ou no C-terminal da sequência do agente de 

ligação ao DNA guiada por RNA.  Também pode ser inserido na 

sequência do agente de ligação ao DNA guiado por RNA. Em outras 

modalidades, o agente de ligação ao DNA guiado por RNA pode ser 

fundido com mais de um NLS.  Em algumas modalidades, o agente de 

ligação ao DNA guiado por RNA pode ser fundido com 2, 3, 4 ou 5 NLSs.  

Em algumas modalidades, o agente de ligação ao DNA guiado por RNA 

pode ser fundido com dois NLSs.  Em certas circunstâncias, os dois 

NLSs podem ser os mesmos (por exemplo, dois SV40 NLSs) ou 

diferentes. Em algumas modalidades, o agente de ligação ao DNA 

guiado por RNA é fundido a duas sequências SV40 NLS ligadas no 

terminal carboxi. Em algumas modalidades, o agente de ligação 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 

ligação ao DNA guiado por RNA pode ser fundido com 3 NLSs.  Em 

algumas modalidades, o agente de ligação ao DNA guiado por RNA 

pode ser fundido com nenhum NLS.  Em algumas modalidades, o NLS 

pode ser uma sequência 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 sequência bipartida, como 

o NLS da nucleoplasmina, KRPAATKKAGQAKKKK (SEQ ID NO: 276).  

Numa modalidade específica, um único PKKKRKV (SEQ ID NO: 274) 

NLS pode ser ligado no C-terminal do agente de ligação ao DNA guiado 

por RNA.  Um ou mais ligantes são opcionalmente incluídos no sítio de 

fusão. 

[00321] Em algumas modalidades, o domínio funcional heterólogo 

pode ser capaz de modificar a meia-vida intracelular do agente de 

ligação ao DNA guiado por RNA.  Em algumas modalidades, a meia-

vida do agente de ligação ao DNA guiado por RNA pode ser aumentada.  

Em algumas modalidades, a meia-vida do agente de ligação ao DNA 

guiado por RNA pode ser reduzida.  Em algumas modalidades, o 

domínio funcional heterólogo pode ser capaz de aumentar a 

estabilidade do agente de ligação ao DNA guiado por RNA.  Em 

algumas modalidades, o domínio funcional heterólogo pode ser capaz 

de reduzir a estabilidade do agente de ligação ao DNA guiado por RNA.  

Em algumas modalidades, o domínio funcional heterólogo pode atuar 

como um peptídeo sinal para degradação de proteínas.  Em algumas 

modalidades, a degradação de proteínas pode ser mediada por enzimas 

proteolíticas, como, por exemplo, proteassomas, proteases 

lisossômicas ou proteases de calpaína.  Em algumas modalidades, o 

domínio funcional heterólogo pode compreender uma sequência PEST.  

Em algumas modalidades, o agente de ligação ao DNA guiado por RNA 
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pode ser modificado pela adição de ubiquitina ou uma cadeia de 

polubiquitina.  Em algumas modalidades, a ubiquitina pode ser uma 

proteína do tipo ubiquitina (UBL).  Exemplos não limitativos de proteínas 

do tipo ubiquitina incluem modificador pequeno do tipo ubiquitina 

(SUMO), proteína reativa cruzada da ubiquitina (UCRP, também 

conhecida como gene 15 estimulado por interferon-15 (ISG15)), 

modificador-1 relacionado à ubiquitina (URM1), proteína-8 desregulada 

no desenvolvimento expressa em células precursoras dos neurônios 

(NEDD8, também chamada Rub1 em S. cerevisiae), associada ao 

antígeno leucocitário humano F (FAT10), autofagia-8 (ATG8) e -12 

(ATG12), proteína semelhante a Fau ubiquitina (FUB1), UBL ancorado 

na membrana (MUB), modificador de dobra de ubiquitina-1 (UFM1) e 

proteína-5 semelhante à ubiquitina (UBL5).   

[00322] Em algumas modalidades, o domínio funcional heterólogo 

pode ser um domínio marcador.  Exemplos não limitativos de domínios 

marcadores incluem proteínas fluorescentes, marcadores de 

purificação, marcadores de epítopos e sequências de genes repórteres.  

Em algumas modalidades, o domínio marcador pode ser uma proteína 

fluorescente. Exemplos não limitativos de proteínas fluorescentes 

adequadas incluem proteínas fluorescentes verdes (por exemplo, GFP, 

GFP-2, tagGFP, turboGFP, sfGFP, EGFP, Esmeralda, Verde Azami, 

Verde Azami Monomérico, CopGFP, AceGFP, ZsGreen1), proteínas 

fluorescentes amarelas (por exemplo, YFP, EYFP, Citrina, Vênus, YPet, 

PhiYFP, ZsYellow1), proteínas fluorescentes azuis (por exemplo, EBFP, 

EBFP2, Azurita, mKalamal, GFPuv, Safira, Safira-T), proteínas 

fluorescentes cianas (por exemplo, ECFP, cerúleo, CyPet, AmCyan1, 

Midoriishi-Cyan), proteínas fluorescentes vermelhas (por exemplo, 

mKate, mKate2, mPlum, monômero DsRed, mCherry, mRFP1, DsRed-

Express, DsRed2, DsRed-monômero, HcRed-Tandem, HcRed1, 

AsRed2, eRedberry2, mStrawberry, Jred) e proteínas fluorescentes 
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laranjas (mOrange, mKO, Kusabira-Orange, Komabira-Monomérica-

Orange, mTangerina, tdTomato) ou qualquer outra proteína 

fluorescente adequada.  Em outras modalidades, o domínio marcador 

pode ser uma etiqueta de purificação e/ou uma etiqueta de epítopo.  

Etiquetas exemplificativas não limitativas incluem glutationa-S-

transferase (GST), proteína de ligação à quitina (CBP), proteína de 

ligação à maltose (MBP), tioredoxina (TRX), poli (NANP), etiqueta de 

purificação por afinidade em tandem (TAP), myc, AcV5, AU1, AU5, E, 

ECS, E2, FLAG, HA, nus, Softag 1, Softag 3, Strep, SBP, Glu-Glu, HSV, 

KT3, S, S1, T7, V5, VSV-G, 6xHis, 8xHis, proteína transportadora de 

biotina carboxil (BCCP), poli-His e calmodulina.  Genes repórter 

exemplificativos não limitativos incluem glutationa-S-transferase (GST), 

peroxidase de rábano silvestre (HRP), cloranfenicol acetiltransferase 

(CAT), beta-galactosidase, beta-glucuronidase, luciferase ou proteínas 

fluorescentes. 

[00323] Em modalidades adicionais, o domínio funcional heterólogo 

pode direcionar o agente de ligação ao DNA guiado por RNA para uma 

organela, tipo de célula, tecido ou órgão específico.  Em algumas 

modalidades, o domínio funcional heterólogo pode direcionar o agente 

de ligação ao DNA guiado por RNA para mitocôndrias. 

[00324] Em outras modalidades, o domínio funcional heterólogo 

pode ser um domínio efetor. Quando o agente de ligação ao DNA guiado 

por RNA é direcionado para sua sequência alvo, por exemplo, quando 

uma Cas nuclease é direcionada para uma sequência alvo por um 

gRNA, o domínio efetor pode modificar ou afetar a sequência alvo.  Em 

algumas modalidades, o domínio efetor pode ser escolhido a partir de 

um domínio de ligação de ácido nucleico, um domínio nuclease (por 

exemplo, um domínio nuclease não Cas), um domínio de modificação 

epigenética, um domínio de ativação transcricional ou um domínio 

repressor transcricional.  Em algumas modalidades, o domínio funcional 
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heterólogo é uma nuclease, como uma nuclease FokI. Ver, por exemplo, 

Patente US 9.023.649. Em algumas modalidades, o domínio funcional 

heterólogo é um ativador ou repressor da transcrição. 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 ligação ao DNA guiado por RNA torna-se 

essencialmente um fator de transcrição que pode ser direcionado para 

ligar uma sequência 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 nucleosídeos ou 

nucleotídeos modificados é chamado de gRNA "modificado" ou gRNA 

"quimicamente modificado" para descrever a presença de um ou mais 

componentes ou configurações de ocorrência natural e não natural que 

são usados em vez de ou em além dos resíduos canônicos A, G, C e U.  

Em algumas modalidades, um gRNA modificado é sintetizado com um 

nucleosídeo ou nucleotídeo não canônico, é aqui chamado de 

"modificado". Os nucleosídeos e nucleotídeos modificados podem 

incluir um ou mais de: (i) alteração, por exemplo, substituição, de um ou 

de ambos os oxigênios de fosfato não ligados e/ou de um ou mais dos 

oxigênios de fosfato de ligação na ligação da espinha dorsal fosfodiéster 

(uma modificação de espinha dorsal exemplificativa); (ii) alteração, por 

exemplo, substituição, de um constituinte do açúcar ribose, por 

exemplo, do 2' hidroxila no açúcar ribose (uma modificação exemplar no 
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açúcar); (iii) substituição por atacado da fração fosfato por ligantes 

"desfosfo" (uma modificação exemplificativa da espinha dorsal); (iv) 

modificação ou substituição de uma nucleobase de ocorrência natural, 

incluindo uma nucleobase não canônica (uma modificação de base 

exemplificativa); (v) substituição ou modificação da espinha dorsal 

ribose-fosfato (uma modificação exemplificativa da espinha dorsal); (vi) 

modificação da extremidade 3' ou da extremidade 5' do 

oligonucleotídeo, por exemplo, remoção, modificação ou substituição de 

um grupo fosfato terminal ou conjugação de uma fração, campeamento 

ou ligante (tais modificações de capeamento 3' ou 5' podem 

compreender uma modificação de açúcar e/ou espinha dorsal); e (vii) 

modificação ou substituição do açúcar (uma modificação exemplificativa 

do açúcar).   

[00326] Como observado acima, em algumas modalidades, uma 

composição ou formulação aqui divulgada compreende um mRNA 

compreendendo um quadro de leitura aberto (ORF) que codifica um 

agente de ligação 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 ligação a DNA 

guiado por RNA, como uma Cas nuclease, é fornecido, usado ou 

administrado. Em algumas modalidades, o ORF que codifica uma 

nuclease de DNA guiado por RNA é um "agente de ligação a DNA 

guiado por RNA modificado" ou simplesmente um "ORF modificado", 

que é usado como abreviação 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 mínimo de uridina a 150% do teor 

mínimo de uridina; (2) o ORF modificado tem um teor de dinucleotídeo 

de uridina que varia do seu teor mínimo de dinucleotídeo de uridina a 

150% do teor mínimo de dinucleotídeo 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 códons dos quais pelo 

menos 75% dos códons são códons listados na Tabela 3A dos códons 

mínimos 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, três ou quatro das formas anteriores. 

Em algumas modalidades, o ORF modificado compreende pelo menos 

uma uridina modificada e é modificado em pelo menos um, dois, três ou 

todos os itens (1) - (4) acima. 

Tabela 3A dos Códons Mínimos de Uridina 
 

Aminoácido Códon mínimo de uridina 

A Alanina GCA ou GCC ou GCG 

G Glicina GGA ou GGC ou GGG 

V Valina GUC ou GUA ou GUG 

D Ácido aspártico GAC 

E Ácido glutâmico 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 CCG ou CCA ou CCC 

H Histidina CAC  

Q Glutamina CAG ou CAA 

F Fenilalanina UUC 

Y Tirosina UAC 

C Cisteína UGC 

W Triptofano UGG 

M Metionina AUG 

 

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

modificado pode consistir em um conjunto de códons dos quais pelo 
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menos 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 98%, 99% ou 100% dos códons são 

códons listados na Tabela 3A mostrando os Códons Mínimos de 

Uridina.  

[00328] Em qualquer uma das modalidades anteriores, o ORF 

modificado pode compreender uma sequência 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 mínimo de 

uridina a 150%, 145%, 140%, 135%, 130%, 125%, 120%, 115%, 110%, 

105 %, 104%, 103%, 102% ou 101% do teor mínimo de uridina. 

[00330] Em qualquer uma das modalidades anteriores, o ORF 

modificado pode ter um toer de dinucleotídeo de uridina que varia de 

seu teor mínimo de dinucleotídeo de uridina a 150%, 145%, 140%, 

135%, 130%, 125%, 120%, 115%, 110%, 105%, 104%, 103%, 102% ou 

101% do teor mínimo de dinucleotídeo 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 posições de uridina. Em algumas 

modalidades, a uridina modificada é uma uridina modificada na posição 

5, por exemplo, com um halogênio, metil ou etil. Em algumas 

modalidades, a uridina modificada é uma pseudouridina modificada na 

posição 1, por exemplo, com um halogênio, metil ou etil. A uridina 

modificada pode ser, por exemplo, pseudouridina, N1-metil-

pseudouridina, 5-metoxiuridina, 5-iodouridina ou uma combinação dos 

mesmos. Em algumas modalidades, a uridina modificada é 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 combinação de pseudouridina e N1-metil-pseudouridina. Em 

algumas modalidades, a uridina modificada é uma combinação de 

pseudouridina e 5-metoxiuridina. Em algumas modalidades, a uridina 

modificada é uma combinação de N1-metil pseudouridina e 5-

metoxiuridina. Em algumas modalidades, a uridina modificada é uma 

combinação de 5-iodouridina e N1-metil-pseudouridina. Em algumas 

modalidades, a uridina modificada é uma combinação de pseudouridina 

e 5-iodouridina. Em algumas modalidades, a uridina modificada é uma 

combinação 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 posições de uridina em um 

mRNA de acordo com a divulgação são 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 posições de uridina 

em um mRNA de acordo com a divulgação são uridinas modificadas, 

por exemplo, 5-metoxiuridina, 5-iodouridina, N1-metil pseudouridina, 

pseudouridina ou uma combinação 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 posições de uridina em um 

mRNA de acordo com a divulgação são 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 posições de uridina em um 

mRNA de acordo com a divulgação são 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 posições de uridina em um 

mRNA de acordo com a divulgação são 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 posições de uridina 

em um mRNA de acordo com a divulgação são 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 posições de uridina 

em um mRNA de acordo com a divulgação são 5-metoxiuridina e o 

restante é 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 posições de uridina em um mRNA de acordo com 

a divulgação são 5-iodouridina e o restante é N1-metil pseudouridina. 

[00333] Em algumas modalidades, o mRNA compreende pelo menos 

uma UTR de um mRNA de mamífero expresso, como um mRNA 

expresso constitutivamente. Um mRNA é considerado 

constitutivamente expresso em um mamífero se for continuamente 

transcrito em pelo menos um tecido de um mamífero adulto saudável. 

Em algumas modalidades, o mRNA compreende um 5' UTR, 3' UTR ou 

5' e 3' UTRs a partir de um RNA de mamífero expresso, tal como um 

mRNA de mamífero expresso constitutivamente. O mRNA da actina é 

um exemplo de um mRNA expresso constitutivamente. 

[00334] Em algumas modalidades, o mRNA 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 mRNA 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, o mRNA compreende uma UTR 5' do hormônio 

de crescimento bovino, citomegalovírus (CMV), Hba-a1 de 

camundongo, HSD, um gene da albumina, HBA, HBB ou XBG. Em 

algumas modalidades, o mRNA compreende uma UTR 3' do hormônio 

de crescimento bovino, citomegalovírus, 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 hormônio de crescimento bovino, 

citomegalovírus, Hba-a1 de camundongo, HSD, um gene da albumina, 

HBA, HBB, XBG, proteína de choque térmico 90 (Hsp90), gliceraldeído 

3-fosfato desidrogenase (GAPDH), beta-actina, alfa-tubulina, proteína 

tumoral (p53) ou receptor do fator de crescimento epidérmico (EGFR). 

[00335] Em algumas modalidades, o mRNA compreende UTRs 5' e 

3' que são 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 não compreende uma 

UTR 5', por exemplo, não há nucleotídeos adicionais entre o 

capeamento 5' e o códon de partida. Em algumas modalidades, o mRNA 

compreende uma sequência de Kozak (descrita abaixo) entre o 

capeamento 5' e o códon de início, mas não possui nenhuma UTR 5' 

adicional. Em algumas modalidades, o mRNA não compreende uma 

UTR 3', por exemplo, não há nucleotídeos adicionais entre o códon de 

parada e a cauda poli-A. 

[00337] Em algumas modalidades, o mRNA compreende uma 

sequência de Kozak. A sequência de Kozak pode afetar o início da 

tradução e o rendimento geral de um polipeptídeo traduzido de um 

mRNA. Uma sequência de Kozak inclui um códon de metionina que 

pode funcionar como o códon de início. Uma sequência de Kozak 

mínima é NNNRUGN em que pelo menos um dos seguintes é 

verdadeiro: o primeiro N é A ou G e o segundo N é G. No contexto de 

uma sequência nucleotídica, R significa uma purina (A ou G). Em 

algumas modalidades, a sequência de Kozak é RNNRUGN, 

NNNRUGG, RNNRUGG, RNNAUGN, NNNAUGG, ou RNNAUGG. Em 

algumas modalidades, a sequência de Kozak é rccRUGg com zero 

incompatibilidades ou com até uma ou duas incompatibilidades para 

posições em minúsculas. Em algumas modalidades, a sequência de 
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Kozak é rccAUGg com zero incompatibilidades ou com até uma ou duas 

incompatibilidades para posições em minúsculas. Em algumas 

modalidades, a sequência Kozak é gccRccAUGG (SEQ ID NO: 277) 

com zero incompatibilidades ou com até uma, duas ou três 

incompatibilidades para posições em minúsculas. Em algumas 

modalidades, a sequência de Kozak é gccAccAUG com zero 

incompatibilidades ou com até uma, duas, três ou quatro 

incompatibilidades para posições em minúsculas. Em algumas 

modalidades, a sequência de Kozak é GCCACCAUG. Em algumas 

modalidades, a sequência Kozak é gccgccRccAUGG (SEQ ID NO: 278) 

com zero incompatibilidades ou com até uma, duas, três ou quatro 

incompatibilidades para posições em minúsculas. 

[00338] Em algumas modalidades, o mRNA que compreende um 

ORF que codifica um agente de ligação ao DNA guiado por RNA 

compreende uma sequência com pelo menos 90% de identidade com a 

SEQ ID NO: 1, opcionalmente em que o ORF da SEQ ID NO: 1 (isto é, 

SEQ ID NO: 204) é substituído 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 ligação ao DNA guiado por RNA 

compreende uma sequência com pelo menos 90% de identidade com a 

SEQ ID NO: 244, opcionalmente em que o ORF da SEQ ID NO: 244 

(isto é, SEQ ID NO: 204) é substituído 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 ligação ao DNA guiado por RNA 

compreende uma sequência com pelo menos 90% de identidade com a 

SEQ ID NO: 256, opcionalmente em que o ORF da SEQ ID NO: 256 

(isto é, SEQ ID NO: 204) é substituído 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 ligação ao DNA guiado por RNA 

compreende uma sequência com pelo menos 90% de identidade com a 

SEQ ID NO: 257, opcionalmente em que o ORF da SEQ ID NO: 257 

(isto é, SEQ ID NO: 204) é substituído 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 ligação ao DNA guiado por RNA 

compreende uma sequência com pelo menos 90% de identidade com a 

SEQ ID NO: 257, opcionalmente em que o ORF da SEQ ID NO: 258 

(isto é, SEQ ID NO: 204) é substituído 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 ligação ao DNA guiado por RNA 

compreende uma sequência com pelo menos 90% de identidade com a 

SEQ ID NO: 259, opcionalmente em que o ORF da SEQ ID NO: 259 

(isto é, SEQ ID NO: 204) é substituído 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 ligação ao DNA guiado por RNA 

compreende uma sequência com pelo menos 90% de identidade com a 

SEQ ID NO: 260, opcionalmente em que o ORF da SEQ ID NO: 260 

(isto é, SEQ ID NO: 204) é substituído 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 ligação ao DNA guiado por RNA 

compreende uma sequência 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 substituído 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 

sequências opcionalmente substituídas das SEQ ID NOs 243, 244 ou 

256-261 é de 95%. Em algumas modalidades, o grau de identidade para 

as sequências opcionalmente substituídas das SEQ ID NOs 243, 244 

ou 256-261 é de 98%. Em algumas modalidades, o grau de identidade 

para as sequências opcionalmente substituídas das SEQ ID NOs 243, 

244 ou 256-261 é de 99%. Em algumas modalidades, o grau de 

identidade para as sequências opcionalmente substituídas 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 ribonucleotídeo de 7-

metilguanina (que pode ser adicionalmente modificado, conforme 

discutido abaixo, por exemplo, com relação ao ARCA) ligado através de 

um 5'-trifosfato à posição 5' do primeiro nucleotídeo da cadeia 5'-a-3' do 

mRNA, isto é, o primeiro nucleotídeo cap-proximal. No Cap0, as riboses 

do primeiro e do segundo nucleotídeos cap-proximais do mRNA 

compreendem um 2'-hidroxila. No Cap1, as riboses do primeiro e do 

segundo nucleotídeos transcritos do mRNA compreendem um 2'-metoxi 

e um 2'-hidroxil, respectivamente. No Cap2, as riboses do primeiro e do 

segundo nucleotídeos cap-proximais do mRNA compreendem um 2'-

metoxi. Ver, por exemplo, Katibah et al. (2014) Proc Natl 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 eucarióticos endógenos 

superiores, incluindo os mRNAs de mamíferos, como os mRNAs 

humanos, compreendem Cap1 ou Cap2. Cap0 e outras estruturas de 

capeamento diferentes de Cap1 e Cap2 podem ser imunogênicas em 

mamíferos, como seres humanos, devido ao reconhecimento como "não 

próprio" por componentes do sistema imunológico inato, como IFIT-1 e 

IFIT-5, que podem resultar em níveis elevados de citocinas, incluindo 

interferon tipo I. Os componentes do sistema imunológico inato, como o 

IFIT-1 e o IFIT-5, também podem competir com o eIF4E pela ligação de 

um mRNA com um capeamento diferente de Cap1 ou Cap2, 

potencialmente inibindo a tradução do mRNA.  

[00348] Um capeamento pode ser incluído cotranscricionalmente. 

Por exemplo, ARCA (análogo de capeamento antirreverso; Thermo 

Fisher Scientific Cat. Nº AM8045) é um análogo de capeamento que 

compreende um 7-metilguanina 3'-metoxi-5'-trifosfato ligado à posição 

5' de um ribonucleotídeo de guanina que pode ser incorporado in vitro 

em um transcrito no início. O ARCA resulta em um capeamento Cap0 

em que a posição 2' do primeiro nucleotídeo cap-proximal é 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. 

 

[00349] CleanCapTM AG (m7G(5')ppp(5')(2'OMeA)pG; TriLink 

Biotechnologies Cat. Nº N-7113) ou CleanCapTM GG 

(m7G(5')ppp(5')(2'OMeG)pG; TriLink Biotechnologies Cat. Nº N-7133) 

pode ser usado para fornecer uma estrutura Cap1 

cotranscricionalmente. As versões 3'-O-metiladas de  CleanCapTM AG e 
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CleanCapTM GG também estão disponíveis na TriLink Biotechnologies 

como Cat. Nos. N-7413 e N-7433, respectivamente. A estrutura 

CleanCapTM AG é mostrada abaixo. 

 

[0001] Alternativamente, um capeamento pode ser adicionado a um 

RNA pós-transcricionalmente. Por exemplo, a enzima de capeamento 

Vaccinia está disponível comercialmente (New England Biolabs Cat. Nº 

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 presença 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 discussão adicional 

das abordagens de capeamentos, ver, por exemplo, WO2017/053297 e 

Ishikawa et al., Nucl. Acids. Symp. Ser. (2009) No. 53, 129-130. 

[0002] Em algumas modalidades, o mRNA 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 nucleotídeos de adenina. 

Em alguns casos, a cauda poli-A é "interrompida" com uma ou mais 

"âncoras" de nucleotídeos não adenina em um ou mais locais dentro da 

Petição 870200059104, de 13/05/2020, pág. 179/405



87/319 

cauda poli-A. As caudas poli-A podem compreender pelo menos 8 

nucleotídeos de adenina consecutivos, mas também compreender um 

ou mais nucleotídeos não adenina. Como utilizado neste documento, 

"nucleotídeos não adenina" refere-se a nucleotídeos naturais ou não 

naturais que não compreendem adenina. Os nucleotídeos de guanina, 

timina e citosina são nucleotídeos não adenina exemplificativos. Assim, 

as caudas de poli-A no mRNA aqui descrito podem compreender 

nucleotídeos de adenina consecutivos localizados 3' a nucleotídeos que 

codificam um agente de ligação a DNA guiado por RNA ou uma 

sequência de interesse. Em alguns casos, as caudas poli-A no mRNA 

compreendem nucleotídeos de adenina não consecutivos localizados 3' 

para nucleotídeos que codificam um agente de ligação a DNA guiado 

por RNA ou uma sequência de interesse, em que nucleotídeos não 

adenina interrompem os nucleotídeos adenina em intervalos espaçados 

regular ou irregularmente.  

[0003] Em algumas modalidades, o um ou mais nucleotídeos não 

adenina são posicionados para interromper os nucleotídeos adenina 

consecutivos, de modo que uma proteína de ligação a poli(A) possa se 

ligar a um trecho de nucleotídeos adenina consecutivos. Em algumas 

modalidades, um ou mais nucleotídeos não adenina estão localizados 

após pelo menos 8, 9, 10, 11 ou 12 nucleotídeos adenina consecutivos. 

Em algumas modalidades, o um ou mais nucleotídeos não adenina está 

localizado após pelo menos 8-50 nucleotídeos adenina consecutivos. 

Em algumas modalidades, o um ou mais nucleotídeos não-adenina está 

localizado após pelo menos 8-100 nucleotídeos adenina consecutivos. 

Em algumas modalidades, o nucleotídeo não adenina é após um, dois, 

três, quatro, cinco, seis ou sete nucleotídeos de adenina e é seguido por 

pelo menos 8 nucleotídeos adenina consecutivos.  

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

nucleotídeos de adenina consecutivos seguidos por um ou mais 
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nucleotídeos não adenina, opcionalmente seguidos por nucleotídeos 

adenina adicionais. 

[0005] Em algumas modalidades, a cauda poli-A compreende ou 

contém um nucleotídeo não adenina ou um trecho consecutivo de 2-10 

nucleotídeos não adenina. Em algumas modalidades, o(s) 

nucleotídeo(s) não adenina estão localizados após pelo menos 8, 9, 10, 

11 ou 12 nucleotídeos adenina consecutivos. Em alguns casos, o um ou 

mais nucleotídeos não adenina estão localizados após pelo menos 8-50 

nucleotídeos adenina consecutivos. Em algumas modalidades, o um ou 

mais nucleotídeos não adenina estão localizados após 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 nucleotídeos adenina consecutivos. 

[0006] Em algumas modalidades, o nucleotídeo não adenina é 

guanina, citosina ou timina. Em alguns casos, o nucleotídeo não 

adenina é um nucleotídeo guanina. Em algumas modalidades, o 

nucleotídeo não adenina é um nucleotídeo citosina. Em algumas 

modalidades, o nucleotídeo não adenina é um nucleotídeo timina.  Em 

alguns casos, onde mais de um nucleotídeo não adenina está presente, 

o nucleotídeo não adenina pode ser selecionado de: a) nucleotídeos 

guanina e timina; b) nucleotídeos de guanina e citosina; c) nucleotídeos 

de timina e citosina; ou d) nucleotídeos de guanina, timina e citosina. 

Um exemplo de cauda poli-A compreendendo nucleotídeos não adenina 

é fornecido como SEQ ID NO: 4. 

[0007] Em algumas modalidades, o mRNA compreende ainda uma 

cauda poli-adenilada (poli-A). Em alguns casos, a cauda poli-A é 

"interrompida" com uma ou mais "âncoras" de nucleotídeos não adenina 

em um ou mais locais dentro da cauda poli-A. As caudas poli-A podem 

compreender pelo menos 8 nucleotídeos de adenina consecutivos, mas 

também compreender um ou mais nucleotídeos não adenina. Como 
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utilizado neste documento, "nucleotídeos não adenina" refere-se a 

nucleotídeos naturais ou não naturais que não compreendem adenina. 

Os nucleotídeos de guanina, timina e citosina são nucleotídeos não 

adenina exemplificativos. Assim, as caudas de poli-A no mRNA aqui 

descrito podem compreender nucleotídeos de adenina consecutivos 

localizados 3' a nucleotídeos que codificam um agente de ligação a DNA 

guiado por RNA ou uma sequência de interesse. Em alguns casos, as 

caudas poli-A no mRNA compreendem nucleotídeos de adenina não 

consecutivos localizados 3' para nucleotídeos que codificam um agente 

de ligação a DNA guiado por RNA ou uma sequência de interesse, em 

que nucleotídeos não adenina interrompem os nucleotídeos adenina em 

intervalos espaçados regular ou irregularmente.  

[0008] Em algumas modalidades, o um ou mais nucleotídeos não 

adenina são posicionados para interromper os nucleotídeos adenina 

consecutivos, de modo que uma proteína de ligação a poli(A) possa se 

ligar a um trecho de nucleotídeos adenina consecutivos. Em algumas 

modalidades, um ou mais nucleotídeos não adenina estão localizados 

após pelo menos 8, 9, 10, 11 ou 12 nucleotídeos adenina consecutivos. 

Em algumas modalidades, o um ou mais nucleotídeos não adenina está 

localizado após pelo menos 8-50 nucleotídeos adenina consecutivos. 

Em algumas modalidades, o um ou mais nucleotídeos não-adenina está 

localizado após pelo menos 8-100 nucleotídeos adenina consecutivos. 

Em algumas modalidades, o nucleotídeo não adenina é após um, dois, 

três, quatro, cinco, seis ou sete nucleotídeos de adenina e é seguido por 

pelo menos 8 nucleotídeos adenina consecutivos.  

[0009] A cauda poli-A da presente invenção pode compreender uma 

sequência de nucleotídeos de adenina consecutivos seguidos por um 

ou mais nucleotídeos não adenina, opcionalmente seguidos por 

nucleotídeos adenina adicionais. 

[0010] Em algumas modalidades, a cauda poli-A compreende ou 
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contém um nucleotídeo não adenina ou um trecho consecutivo de 2-10 

nucleotídeos não adenina. Em algumas modalidades, o(s) 

nucleotídeo(s) não adenina estão localizados após pelo menos 8, 9, 10, 

11 ou 12 nucleotídeos adenina consecutivos. Em alguns casos, o um ou 

mais nucleotídeos não adenina estão localizados após pelo menos 8-50 

nucleotídeos adenina consecutivos. Em algumas modalidades, o um ou 

mais nucleotídeos não adenina estão localizados após 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 nucleotídeos adenina consecutivos. 

[0011] Em algumas modalidades, o nucleotídeo não adenina é 

guanina, citosina ou timina. Em alguns casos, o nucleotídeo não 

adenina é um nucleotídeo guanina. Em algumas modalidades, o 

nucleotídeo não adenina é um nucleotídeo citosina. Em algumas 

modalidades, o nucleotídeo não adenina é um nucleotídeo timina.  Em 

alguns casos, onde mais de um nucleotídeo não adenina está presente, 

o nucleotídeo não adenina pode ser selecionado de: a) nucleotídeos 

guanina e timina; b) nucleotídeos de guanina e citosina; c) nucleotídeos 

de timina e citosina; ou d) nucleotídeos de guanina, timina e citosina. 

Um exemplo de cauda poli-A compreendendo nucleotídeos não adenina 

é fornecido como SEQ ID NO: 4: 

AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAGCGAAAAAAAAAAAAA

AAAAAAAAAAAAAAAAACCGAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA

AAAAAAAAAAAA. 

[0012] Modificações químicas como as listadas acima podem ser 

combinadas para fornecer gRNAs e/ou mRNAs modificados que 

compreendem nucleosídeos e nucleotídeos (coletivamente "resíduos") 

que podem ter duas, três, quatro ou mais modificações.  Por exemplo, 

um resíduo modificado pode ter um açúcar modificado e uma 

nucleobase modificada.  Em algumas modalidades, todas as bases de 
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um gRNA são modificadas, por exemplo, todas as bases têm um grupo 

fosfato modificado, como um grupo fosforotioato.  Em certas 

modalidades, todos ou substancialmente todos os grupos fosfato de 

uma molécula de gRNA são substituídos por grupos fosforotioato.  Em 

algumas modalidades, os gRNAs modificados compreendem pelo 

menos um resíduo modificado na extremidade 5' do RNA ou próximo a 

ela.  Em algumas modalidades, os gRNAs modificados compreendem 

pelo menos um resíduo modificado na extremidade 3' do RNA ou 

próximo a ela. 

[0013] Em algumas modalidades, o gRNA compreende um, dois, 

três ou mais resíduos 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 posições em um gRNA modificado são nucleosídeos 

ou nucleotídeos modificados.  

[0014] Os ácidos nucleicos não modificados podem ser propensos 

à degradação, por exemplo, nucleases intracelulares ou aquelas 

encontradas no soro. Por exemplo, as nucleases podem hidrolisar as 

ligações fosfodiéster do ácido nucleico.  Por conseguinte, em um 

aspecto, os gRNAs aqui descritos podem conter um ou mais 

nucleosídeos ou nucleotídeos modificados, por exemplo, para introduzir 

estabilidade em relação 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 população de células, tanto in vivo quanto ex vivo.  

O termo "resposta imune inata" inclui uma resposta celular a ácidos 

nucleicos exógenos, incluindo ácidos nucleicos de fita simples, que 
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envolvem a indução da expressão e liberação de citocinas, 

particularmente os interferons, e a morte celular.  

[0015] Em algumas modalidades de uma modificação da espinha 

dorsal, o grupo fosfato de um resíduo modificado pode ser modificado 

substituindo um ou mais dos oxigênios por um substituinte diferente.  

Além disso, o resíduo modificado, por exemplo, resíduo modificado 

presente em um ácido nucleico modificado, pode incluir a substituição 

por atacado de uma fração fosfato não modificada por um grupo fosfato 

modificado, como descrito aqui. Em algumas modalidades, a 

modificação de espinha dorsal da espinha dorsal de fosfato pode incluir 

alterações que resultam em um ligante não carregado ou um ligante 

carregado com distribuição de carga assimétrica.  

[0016] Exemplos de grupos fosfato modificados incluem 

fosforotioato, fosforosselenatos, fosfatos de borano, ésteres de borano 

fosfato, fosfonatos de hidrogênio, fosforamidatos, fosfonatos de alquil 

ou aril e fosfotriésteres.  O átomo de fósforo em um grupo fosfato não 

modificado é aquiral.  No entanto, a substituição de um dos oxigênios 

sem ponte por um dos átomos ou grupos de átomos acima pode tornar 

o átomo de fósforo quiral.  O átomo de fósforo estereogênico pode 

possuir a configuração "R" (aqui Rp) ou a configuração "S" (aqui Sp).  A 

espinha dorsal também pode ser modificada pela substituição de um 

oxigênio em ponte (isto é, o oxigênio que liga o fosfato ao nucleosídeo), 

por nitrogênio (fosforamamidatos em ponte), enxofre (fosforotioatos em 

ponte) e carbono (metilenofosfonatos em ponte).  A substituição pode 

ocorrer no oxigênio de ligação ou em ambos os oxigênio de ligação.   

[0017] O grupo fosfato pode ser substituído por conectores que não 

contenham fósforo em certas modificações na espinha dorsal.  Em 

algumas modalidades, o grupo fosfato carregado pode ser substituído 

por uma fração neutra.  Exemplos de frações que podem substituir o 

grupo fosfato podem incluir, sem limitação, por exemplo, fosfonato de 
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metil, hidroxilamino, siloxano, carbonato, carboximetil, carbamato, 

amida, tioéter, ligante de óxido de etileno, sulfonato, sulfonamida, 

tioformacetal, formalcetal, oxima, metilenoimino, metilenometilimino, 

metileno-hidrazo, metilenodimetil-hidrazo e metileno-oximetilimino.  

[0018] Os andaimes que podem imitar ácidos nucleicos também 

podem ser construídos em que o ligante de fosfato e o açúcar ribose 

são substituídos por nucleosídeos ou substitutos de nucleotídeos 

resistentes à nuclease. Tais modificações podem compreender 

modificações na espinha dorsal e no açúcar.  Em algumas modalidades, 

as nucleobases podem ser amarradas por uma espinha dorsal 

substituta.  Os exemplos podem incluir, sem limitação, os substitutos de 

nucleosídeos de morfolino, ciclobutil, pirrolidina e ácido nucleico 

peptídico (PNA).  

[0019] Os nucleosídeos modificados e nucleotídeos modificados 

podem incluir uma ou mais modificações no grupo açúcar, isto é, na 

modificação do açúcar.  Por exemplo, o grupo 2' hidroxil(OH) pode ser 

modificado, por exemplo,  substituído por vários substituintes "oxi" ou 

"desoxi" diferentes. Em algumas modalidades, modificações no grupo 2' 

hidroxila podem melhorar a estabilidade do ácido nucleico, uma vez que 

o hidroxila não pode mais ser desprotonado para formar um íon 2'-

alcóxido. 

[0020] Exemplos de modificações no grupo 2' hidroxila podem 

incluir alcoxi ou ariloxi (OR, em que "R" pode ser, por exemplo, alquil, 

cicloalquil, aril, aralquil, heteroaril ou açúcar); polietilenoglicóis (PEG),  

O(CH2CH2O)nCH2CH2OR em que R pode ser, por exemplo, H ou alquil 

opcionalmente substituído, e n pode ser um número inteiro de 0 a 20 

(por exemplo, de 0 a 4, de 0 a 8, de 0 a 10, de 0 a 16, de 1 a 4, de 1 a 

8, de 1 a 10, de 1 a 16, de 1 a 20, de 2 a 4, de 2 a 8, de 2 a 10, de 2 a 

16, de 2 a 20, de 4 a 8, de 4 a 10, de 4 a 16 e de 4 a 20).  Em algumas 

modalidades, a modificação do grupo 2' hidroxila pode ser 2'-O-Me.  Em 
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algumas modalidades, a modificação do grupo 2' hidroxila pode ser uma 

modificação de 2'-fluoro, que substitui o grupo 2' hidroxila por um 

fluoreto.  Em algumas modalidades, a modificação do grupo 2' hidroxila 

pode incluir ácidos nucleicos (bloqueados) (LNA) nos quais o 2' hidroxila 

pode ser conectado, por exemplo, por um C1-6 alquileno ou ponte de C1-

6 heteroalquileno, ao carbono 4' do mesmo açúcar ribose, onde pontes 

exemplificativas podem incluir pontes metileno, propileno, éter ou 

amino; O-amino (em que amino pode ser, por exemplo, NH2; 

alquilamino, dialquilamino, heterociclil, arilamino, diarilamino, 

heteroarilamino ou di-heteroarilamino, etilenodiamina ou poliamino) e 

aminoalcoxi, O(CH2)n-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 modificação do grupo 2' hidroxila pode incluir 

ácidos nucleicos "desbloqueados" (UNA) nos quais o anel ribose não 

possui a ligação C2'-C3'.  Em algumas modalidades, a modificação do 

grupo 2' hidroxila pode incluir o grupo metoxietil (MOE), 

(OCH2CH2OCH3, por exemplo, um derivado de PEG).  

[0021] Modificações "desoxi" 2' podem incluir hidrogênio (isto é 

açúcares desoxirribose, por exemplo, nas porções 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 aminoácido); NH(CH2CH2NH)nCH2CH2- 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 açúcar), ciano; 

mercapto; alquil-tio-alquil; tioalcoxi; e alquil, cicloalquil, aril, alquenil e 

alquinil, que podem ser opcionalmente substituídos por por exemplo, um 

amino como descrito aqui.  

[0022] A modificação do açúcar pode compreender um grupo de 
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açúcar que também pode conter um ou mais carbonos que possuem a 

configuração estereoquímica oposta à do carbono correspondente na 

ribose. Assim, um ácido nucleico modificado pode incluir nucleotídeos 

contendo, por exemplo, arabinose, como açúcar.   Os ácidos nucleicos 

modificados também podem incluir açúcares básicos. Esses açúcares 

abásicos também podem ser modificados ainda mais em um ou mais 

átomos de açúcar constituintes. Os ácidos nucleicos modificados 

também podem incluir um ou mais açúcares que estão na forma L, por 

exemplo, L-nucleosídeos.  

[0023] Os nucleosídeos modificados e nucleotídeos modificados 

descritos aqui, que podem ser incorporados em um ácido nucleico 

modificado, podem incluir uma base modificada, também chamada de 

nucleobase. Exemplos de nucleobases incluem, mas não estão 

limitados a, adenina (A), guanina (G), citosina (C) e uracilo (U).  Estas 

nucleobases podem ser modificadas ou totalmente substituídas para 

fornecer resíduos modificados que podem ser incorporados em ácidos 

nucleicos modificados.  A nucleobase do nucleotídeo pode ser 

selecionada independentemente de uma purina, uma pirimidina, um 

análogo de purina ou análogo 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 modificações.  Tais 

modificações podem estar em uma ou ambas as extremidades do RNAt 

crRNA e/ou tracr.  Em modalidades compreendendo um sgRNA, um ou 

mais resíduos em uma ou nas duas extremidades do sgRNA podem ser 

quimicamente modificados ou o sgRNA inteiro pode ser quimicamente 

modificado.  Certas modalidades compreendem uma modificação na 

extremidade 5'.  Certas modalidades compreendem uma modificação 

na extremidade 3'.  Em certas modalidades, um ou mais ou todos os 
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nucleotídeos na saliência de fita única de uma molécula de RNA guia 

são desoxinucleotídeos. 

[0025] Em algumas modalidades, os RNAs de guia aqui divulgados 

compreendem um dos padrões de modificação divulgados na US 

62/431.756, depositada em 8 de dezembro de 2016, intitulada 

“Chemically Modified Guide RNAs,” cujo conteúdo é aqui incorporado 

por referência na sua totalidade. 

[0026] Em algumas modalidades, a invenção compreende um 

mRNA compreendendo uma ou mais modificações. Em algumas 

modalidades, a modificação compreende um nucleotídeo modificado 

em 2'-O-metil (2'-O-Me). Em algumas modalidades, a modificação 

compreende uma ligação fosforotioato (PS) entre nucleotídeos.  

[0027] Os termos "mA", "mC", "mU" ou "mG" podem ser usados 

para denotar um nucleotídeo que foi modificado com 2'-O-Me. 

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

seguinte forma: 

 

[0029] Outra modificação química que demonstrou influenciar os 

anéis de açúcar nucleotídico é a substituição do halogênio. Por 

exemplo, a substituição de 2'-fluoro (2'-F) nos anéis de açúcar 

nucleotídico pode aumentar a afinidade de ligação ao oligonucleotídeo 

e a estabilidade da nuclease.  

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

usados para denotar um nucleotídeo que foi substituído por 2'-F. 
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[0031] A substituição de 2'-F pode ser representada da seguinte 

forma: 

 

[0032] A ligação ou ligação de fosforotioato (PS) refere-se a uma 

ligação em que um enxofre é substituído por um oxigênio fosfato não 

híbrido em uma ligação de fosfodiéster, por exemplo, nas ligações entre 

bases de nucleotídeos. Quando fosforotioatos são utilizados para gerar 

oligonucleotídeos, os oligonucleotídeos modificados também podem ser 

referidos como S-oligos.  

[0033] Um "*" pode ser usado para representar uma modificação do 

PS. Neste pedido, os termos A*, C*, U* ou G* podem ser usados para 

denotar um nucleotídeo que está ligado ao próximo (por exemplo, 3') 

nucleotídeo com uma ligação PS. 

[0034] Neste pedido, os termos "mA*," "mC*," "mU*" ou "mG*" 

podem ser usados para indicar um nucleotídeo que foi substituído por 

2'-O-Me e que está ligado ao próximo nucleotídeo (por exemplo, 3') com 

uma ligação PS. 

[0035] O diagrama abaixo mostra a substituição de S- em um 

oxigênio fosfato não híbrido, gerando uma ligação PS em vez de uma 

ligação fosfodiéster: 

Composição natural de RNA Substituição 2’F 
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[0036] Os nucleotídeos abásicos se referem àqueles que não 

possuem bases nitrogenadas. A figura abaixo mostra um 

oligonucleotídeo com um sítio abásico (também conhecido como 

apurínico) que não possui uma base: 

 

[0037] Bases invertidas referem-se àquelas com ligações que são 

invertidas da ligação normal de 5' para 3' (isto é, uma ligação de 5' para 

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

Ligação fosfodiéster 

natural de RNA 

Ligação fosforotioato (PS) 

modificada 

Fosfodiéster Fosforotioato (PS) 

Sítio apurínico 
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[0038] Um nucleotídeo abásico pode ser ligado com uma ligação 

invertida. Por exemplo, um nucleotídeo abásico pode ser ligado ao 

nucleotídeo terminal 5' por meio de uma ligação 5' a 5', ou um 

nucleotídeo abásico pode ser conectado ao nucleotídeo terminal 3' por 

meio de uma ligação 3' a 3'. Um nucleotídeo abásico invertido no 

nucleotídeo terminal 5' ou 3' também pode ser chamado de capeamento 

terminal abásico invertido. 

[0039] Em algumas modalidades, um ou mais dos primeiros três, 

quatro ou cinco nucleotídeos no terminal 5' e um ou mais dos últimos 

três, quatro ou cinco nucleotídeos no terminal 3' são modificados. Em 

algumas modalidades, a modificação é um nucleotídeo abásico 

invertido 2'-O-Me, 2'-F, ligação PS ou outra modificação nucleotídica 

bem conhecida na técnica para aumentar a estabilidade e/ou 

desempenho. 

[0040] Em algumas modalidades, os quatro primeiros nucleotídeos 

no terminal 5' e os últimos quatro nucleotídeos no terminal 3' estão 

ligados a ligações fosforotioato (PS).  

[0041] Em algumas modalidades, os três primeiros nucleotídeos no 

terminal 5' e os três últimos nucleotídeos no terminal 3' compreendem 

um nucleotídeo modificado em 2'-O-metil (2'-O-Me). Em algumas 

modalidades, os três primeiros nucleotídeos no terminal 5' e os três 

últimos nucleotídeos no terminal 3' compreendem um nucleotídeo 

modificado em 2'-fluoro (2'-F). Em algumas modalidades, os três 

Ligação oligonucleotídeo 

normal 
Ligação oligonucleotídeo 

invertida 
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primeiros nucleotídeos no terminal 5' e os três últimos nucleotídeos no 

terminal 3' compreendem um nucleotídeo abásico invertido. 

[0042] Em algumas modalidades, o RNA guia compreende um 

sgRNA modificado. Em algumas modalidades, o sgRNA compreende o 

padrão de modificação mostrado na SEQ ID No: 3, em que N é qualquer 

nucleotídeo natural ou não natural e em que a totalidade dos N's 

compreende uma sequência guia que direciona uma nuclease para uma 

sequência 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 sequências guia da SEQ ID No: 5-

82 e os nucleotídeos da SEQ ID No: 125, em que os nucleotídeos da 

SEQ ID No: 125 estão na extremidade 3' da sequência guia, e em que 

a sequência guia pode ser modificada como mostrado na SEQ ID No: 

3. 

C. Complexo ribonucleoproteico 

[0044] Em algumas modalidades, uma composição é abrangida 

compreendendo um ou mais gRNAs compreendendo uma ou mais 

sequências guia da Tabela 1 ou um ou mais sgRNAs da Tabela 2 e um 

agente de ligação ao DNA guiado por RNA, por exemplo, uma nuclease, 

como uma nuclease Cas, como Cas9. Em algumas modalidades, o 

agente de ligação 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 

ligação ao DNA guiado por RNA compreende uma Cas nuclease. 

Exemplos de nucleases Cas9 incluem aquelas dos sistemas CRISPR 

do tipo II de S. pyogenes, S. aureus e outros procariontes (ver, por 

exemplo, a lista no próximo parágrafo) e versões 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 III ou a subunidade Cas10, Csm1 ou Cmr2 do mesmo; e um 

complexo Cascade de um sistema CRISPR do tipo I 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 discussão 

de vários 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 não 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., Petrotoga 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 é 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 é 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 é 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 ligação ao DNA guiado por RNA é chamado de complexo de 

ribonucleoproteínas (RNP). Em algumas modalidades, o agente de 
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ligação ao DNA guiado por RNA é uma Cas nuclease. Em algumas 

modalidades, o gRNA em conjunto com uma Cas nuclease é chamado 

de Cas RNP. Em algumas modalidades, o RNP compreende 

componentes Tipo I, Tipo II ou Tipo III. Em algumas modalidades, a Cas 

nuclease é a proteína 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 domínios de nuclease: 

RuvC e HNH. O domínio RuvC cliva a fita de DNA não alvo, e o domínio 

HNH cliva a fita alvo de DNA. Em algumas modalidades, a proteína 

Cas9 compreende mais de um domínio RuvC e/ou mais de um domínio 

HNH. Em algumas modalidades, a proteína Cas9 é uma Cas9 do tipo 

selvagem. Em cada uma das modalidades de composição, uso e 

método, o Cas induz uma quebra de fita dupla no DNA alvo.  

[0049] Cas9 do tipo selvagem possui dois domínios de nuclease: 

RuvC e HNH. O domínio RuvC cliva a fita de DNA não alvo, e o domínio 

HNH cliva a fita alvo de DNA. Em algumas modalidades, a Cas9 

nuclease compreende mais de um domínio RuvC e/ou mais de um 

domínio HNH. Em algumas modalidades, a nuclease Cas9 é 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 

não ter atividade de clivase ou nickase de DNA. Uma sequência de 

aminoácidos Cas9 exemplificativa é fornecida como SEQ ID NO: 203. 

Uma sequência ORF de mRNA de Cas9 exemplificativa, que inclui 

códons de início e parada, é fornecida como SEQ ID NO: 204. Uma 

sequência de codificação de mRNA de Cas9 exemplificativa, adequada 

para inclusão em uma proteína de fusão, é fornecida como SEQ ID NO: 

210. 

[0050] Em algumas modalidades, são utilizadas Cas nucleases 

quiméricas, em que um domínio ou região da proteína é substituído por 
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uma porção de uma proteína diferente. Em algumas modalidades, um 

domínio de Cas nuclease pode ser substituído por um domínio 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 proteína Cas3. Em algumas modalidades, a Cas nuclease 

pode ser de um sistema CRISPR/Cas de Tipo III. Em algumas 

modalidades, a Cas nuclease pode ter uma atividade de clivagem de 

RNA. 

[0052] Em algumas modalidades, o agente de ligação ao DNA 

guiado por RNA possui atividade de nickase de fita única, isto é, pode 

cortar uma fita de DNA para produzir uma quebra de fita única, também 

conhecida como "corte". Em algumas modalidades, o agente de ligação 

ao DNA guiado por RNA compreende uma Cas nickase. Uma nickase é 

uma enzima que cria um corte no dsDNA, isto é, corta uma fita, mas não 

a outra da dupla hélice do DNA. Em algumas modalidades, uma Cas 

nickase é uma versão de uma Cas nuclease (por exemplo, uma Cas 

nuclease discutida acima) na qual um sítio ativo endonucleolítico é 

inativado, por exemplo, por uma ou mais alterações (por exemplo, 

mutações pontuais) em um domínio catalítico. Ver, por exemplo, 

Patente US 8.889.356 para discussão de Cas nickases e alterações 

exemplificativas no domínio catalítico. Em algumas modalidades, uma 

Cas nickase como uma Cas9 nickase tem um domínio RuvC ou HNH 

inativado. Uma sequência de aminoácidos Cas9 nickase exemplificativa 

é fornecida como SEQ ID NO: 206. Uma sequência ORF de mRNA de 

Cas9 nickase exemplificativa, que inclui códons de início e parada, é 

fornecida como SEQ ID NO: 207. Uma sequência de codificação de 
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mRNA de Cas9 nickase exemplificativa, adequada para inclusão em 

uma proteína de fusão, é fornecida como SEQ ID NO: 211.  

[0053] Em algumas modalidades, o agente de ligação ao DNA 

guiado por RNA é modificado para conter apenas um domínio de 

nuclease funcional. Por exemplo, a proteína do agente pode ser 

modificada de modo que um dos domínios da nuclease seja mutado ou 

completamente ou parcialmente excluído para reduzir sua atividade de 

clivagem de ácido nucleico. Em algumas modalidades, uma nickase é 

usada tendo um domínio RuvC com atividade reduzida. Em algumas 

modalidades, uma nickase é usada tendo um domínio RuvC inativo. Em 

algumas modalidades, uma nickase é usada tendo um domínio HNH 

com atividade reduzida. Em algumas modalidades, uma nickase é 

usada tendo um domínio HNH inativo.  

[0054] Em algumas modalidades, um aminoácido conservado 

dentro de um domínio de nuclease da proteína Cas é substituído para 

reduzir ou alterar a atividade da nuclease. Em algumas modalidades, 

uma Cas nuclease pode compreender uma substituição de aminoácidos 

no domínio da RuvC nuclease ou semelhante a RuvC. Substituições de 

aminoácidos exemplificativas no domínio da RuvC nuclease ou 

semelhante a RuvC incluem D10A (com base na proteína 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 substituição de aminoácidos no domínio da HNH nuclease ou 

semelhante a HNH. Substituições de aminoácidos exemplificativos no 

domínio da HNH nuclease ou semelhante a HNH incluem E762A, 

H840A, N863A, H983A e D986A (com base na proteína Cas9 de S. 

pyogenes). Ver, por exemplo, Zetsche et al. (2015). Outras substituições 

de aminoácidos exemplificativas incluem D917A, E1006A e D1255A 

(com base na sequência de Francisella novicida U112 Cpf1 (FnCpf1) 

(UniProtKB - A0Q7Q2 (CPF1_FRATN)).   
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[0055] Em algumas modalidades, um mRNA que codifica uma 

nickase é fornecido em combinação com um par de RNAs guia que são 

complementares às fitas de sentido e antissentido da sequência alvo, 

respectivamente. Nesta modalidade, os RNAs guia direcionam a 

nickase para uma sequência alvo e introduzem um DSB gerando um 

nick em fitas opostas da sequência 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 é 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 são selecionados para 

estarem próximos para produzir um corte duplo no DNA alvo.  

[0056] Em algumas modalidades, o agente de ligação ao DNA 

guiado por RNA carece de atividade de clivase e nickase. Em algumas 

modalidades, o agente de ligação ao DNA guiado por RNA compreende 

um polipeptídeo de ligação ao DNA de dCas. Um polipeptídeo dCas 

possui atividade de ligação ao DNA, enquanto essencialmente carece 

de atividade catalítica (clivase/nickase). Em algumas modalidades, o 

polipeptídeo dCas é um polipeptídeo dCas9. Em algumas modalidades, 

o agente de ligação ao DNA guiado por RNA sem atividade de clivase e 

nickase ou o polipeptídeo de ligação a dCas é uma versão de uma 

nuclease Cas (por exemplo, uma nuclease Cas discutida acima) na qual 

seus sítios ativos endonucleolíticos são inativados, por exemplo, por 

uma ou mais alterações (por exemplo, mutações pontuais) em seus 

domínios catalíticos. Ver, por exemplo, US 2014/0186958 A1; US 

2015/0166980 A1. Uma sequência de aminoácidos dCas9 

exemplificativa é fornecida como SEQ ID NO: 208. Uma sequência ORF 

de mRNA de Cas9 exemplificativa, que inclui códons de início e parada, 

é fornecida como SEQ ID NO: 209. Uma sequência de codificação de 
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mRNA de Cas9 exemplificativa, adequada para inclusão em uma 

proteína de fusão, é fornecida como SEQ ID NO: 212. 

[0057] Em algumas modalidades, o agente de ligação ao DNA 

guiado por RNA compreende um ou mais domínios funcionais 

heterólogos (por exemplo, é ou compreende um polipeptídeo de fusão).  

[0058] Em algumas modalidades, o domínio funcional heterólogo 

pode facilitar o transporte do agente de ligação ao DNA guiado por RNA 

para o núcleo de uma célula.  Por exemplo, o domínio funcional 

heterólogo pode ser um sinal de localização nuclear (NLS).  Em algumas 

modalidades, o agente de ligação ao DNA guiado por RNA pode ser 

fundido com 1-10 NLS(s).  Em algumas modalidades, o agente de 

ligação ao DNA guiado por RNA pode ser fundido com 1-5 NLS(s).  Em 

algumas modalidades, o agente de ligação ao DNA guiado por RNA 

pode ser fundido com um NLS.  Quando um NLS é usado, o NLS pode 

ser ligado no N-terminal ou no C-terminal da sequência do agente de 

ligação ao DNA guiada por RNA.  Em algumas modalidades, o agente 

de ligação ao DNA guiado por RNA pode ser fundido no C-terminal com 

pelo menos um NLS. Um NLS também pode ser inserido na sequência 

do agente de ligação ao DNA guiado por RNA. Em outras modalidades, 

o agente de ligação ao DNA guiado por RNA pode ser fundido com mais 

de um NLS.  Em algumas modalidades, o agente de ligação ao DNA 

guiado por RNA pode ser fundido com 2, 3, 4 ou 5 NLSs.  Em algumas 

modalidades, o agente de ligação ao DNA guiado por RNA pode ser 

fundido com dois NLSs.  Em certas circunstâncias, os dois NLSs podem 

ser os mesmos (por exemplo, dois SV40 NLSs) ou diferentes.  Em 

algumas modalidades, o agente de ligação ao DNA guiado por RNA é 

fundido a duas sequências SV40 NLS ligadas no terminal carboxi.  Em 

algumas modalidades, o agente de ligação 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 ligação ao DNA guiado 
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por RNA pode ser fundido com 3 NLSs.  Em algumas modalidades, o 

agente de ligação ao DNA guiado por RNA pode ser fundido com 

nenhum NLS. Em algumas modalidades, o NLS pode ser uma 

sequência 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 sequência bipartida, como o NLS da 

nucleoplasmina, KRPAATKKAGQAKKKK (SEQ ID NO: 276).  Numa 

modalidade específica, um único PKKKRKV (SEQ ID NO: 274) NLS 

pode ser ligado no C-terminal do agente de ligação ao DNA guiado por 

RNA. Um ou mais ligantes são opcionalmente incluídos no sítio de 

fusão. Em algumas modalidades, um ou mais NLS(s) de acordo com 

qualquer uma das modalidades anteriores estão presentes no agente 

de ligação ao DNA guiado por RNA em combinação com um ou mais 

domínios funcionais heterólogos adicionais, como qualquer um dos 

domínios funcionais heterólogos descritos abaixo.  

[0059] Em algumas modalidades, o domínio funcional heterólogo 

pode ser capaz de modificar a meia-vida intracelular do agente de 

ligação ao DNA guiado por RNA.  Em algumas modalidades, a meia-

vida do agente de ligação ao DNA guiado por RNA pode ser aumentada.  

Em algumas modalidades, a meia-vida do agente de ligação ao DNA 

guiado por RNA pode ser reduzida.  Em algumas modalidades, o 

domínio funcional heterólogo pode ser capaz de aumentar a 

estabilidade do agente de ligação ao DNA guiado por RNA.  Em 

algumas modalidades, o domínio funcional heterólogo pode ser capaz 

de reduzir a estabilidade do agente de ligação ao DNA guiado por RNA.  

Em algumas modalidades, o domínio funcional heterólogo pode atuar 

como um peptídeo sinal para degradação de proteínas.  Em algumas 

modalidades, a degradação de proteínas pode ser mediada por enzimas 

proteolíticas, como, por exemplo, proteassomas, proteases 

lisossômicas ou proteases de calpaína.  Em algumas modalidades, o 
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domínio funcional heterólogo pode compreender uma sequência PEST.  

Em algumas modalidades, o agente de ligação ao DNA guiado por RNA 

pode ser modificado pela adição de ubiquitina ou uma cadeia de 

polubiquitina.  Em algumas modalidades, a ubiquitina pode ser uma 

proteína do tipo ubiquitina (UBL).  Exemplos não limitativos de proteínas 

do tipo ubiquitina incluem modificador pequeno do tipo ubiquitina 

(SUMO), proteína reativa cruzada da ubiquitina (UCRP, também 

conhecida como gene 15 estimulado por interferon-15 (ISG15)), 

modificador-1 relacionado à ubiquitina (URM1), proteína-8 desregulada 

no desenvolvimento expressa em células precursoras dos neurônios 

(NEDD8, também chamada Rub1 em S. cerevisiae), associada ao 

antígeno leucocitário humano F (FAT10), autofagia-8 (ATG8) e -12 

(ATG12), proteína semelhante a Fau ubiquitina (FUB1), UBL ancorado 

na membrana (MUB), modificador de dobra de ubiquitina-1 (UFM1) e 

proteína-5 semelhante à ubiquitina (UBL5).   

[0060] Em algumas modalidades, o domínio funcional heterólogo 

pode ser um domínio marcador.  Exemplos não limitativos de domínios 

marcadores incluem proteínas fluorescentes, marcadores de 

purificação, marcadores de epítopos e sequências de genes repórteres.  

Em algumas modalidades, o domínio marcador pode ser uma proteína 

fluorescente. Exemplos não limitativos de proteínas fluorescentes 

adequadas incluem proteínas fluorescentes verdes (por exemplo, GFP, 

GFP-2, tagGFP, turboGFP, sfGFP, EGFP, Esmeralda, Verde Azami, 

Verde Azami Monomérico, CopGFP, AceGFP, ZsGreen1), proteínas 

fluorescentes amarelas (por exemplo, YFP, EYFP, Citrina, Vênus, YPet, 

PhiYFP, ZsYellow1), proteínas fluorescentes azuis (por exemplo, EBFP, 

EBFP2, Azurita, mKalamal, GFPuv, Safira, Safira-T), proteínas 

fluorescentes cianas (por exemplo, ECFP, cerúleo, CyPet, AmCyan1, 

Midoriishi-Cyan), proteínas fluorescentes vermelhas (por exemplo, 

mKate, mKate2, mPlum, monômero DsRed, mCherry, mRFP1, DsRed-
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Express, DsRed2, DsRed-monômero, HcRed-Tandem, HcRed1, 

AsRed2, eRedberry2, mStrawberry, Jred) e proteínas fluorescentes 

laranjas (mOrange, mKO, Kusabira-Orange, Komabira-Monomérica-

Orange, mTangerina, tdTomato) ou qualquer outra proteína 

fluorescente adequada.  Em outras modalidades, o domínio marcador 

pode ser uma etiqueta de purificação e/ou uma etiqueta de epítopo.  

Etiquetas exemplificativas não limitativas incluem glutationa-S-

transferase (GST), proteína de ligação à quitina (CBP), proteína de 

ligação à maltose (MBP), tioredoxina (TRX), poli (NANP), etiqueta de 

purificação por afinidade em tandem (TAP), myc, AcV5, AU1, AU5, E, 

ECS, E2, FLAG, HA, nus, Softag 1, Softag 3, Strep, SBP, Glu-Glu, HSV, 

KT3, S, S1, T7, V5, VSV-G, 6xHis, 8xHis, proteína transportadora de 

biotina carboxil (BCCP), poli-His e calmodulina. Genes repórter 

exemplificativos não limitativos incluem glutationa-S-transferase (GST), 

peroxidase de rábano silvestre (HRP), cloranfenicol acetiltransferase 

(CAT), beta-galactosidase, beta-glucuronidase, luciferase ou proteínas 

fluorescentes. 

[0061] Em modalidades adicionais, o domínio funcional heterólogo 

pode direcionar o agente de ligação ao DNA guiado por RNA para uma 

organela, tipo de célula, tecido ou órgão específico.  Em algumas 

modalidades, o domínio funcional heterólogo pode direcionar o agente 

de ligação ao DNA guiado por RNA para mitocôndrias. 

[0062] Em outras modalidades, o domínio funcional heterólogo 

pode ser um domínio efetor. Quando o agente de ligação ao DNA guiado 

por RNA é direcionado para sua sequência alvo, por exemplo, quando 

uma Cas nuclease é direcionada para uma sequência alvo por um 

gRNA, o domínio efetor pode modificar ou afetar a sequência alvo.  Em 

algumas modalidades, o domínio efetor pode ser escolhido a partir de 

um domínio de ligação de ácido nucleico, um domínio nuclease (por 

exemplo, um domínio nuclease não Cas), um domínio de modificação 
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epigenética, um domínio de ativação transcricional ou um domínio 

repressor transcricional.  Em algumas modalidades, o domínio funcional 

heterólogo é uma nuclease, como uma nuclease FokI. Ver, por exemplo, 

Patente US 9.023.649. Em algumas modalidades, o domínio funcional 

heterólogo é um ativador ou repressor da transcrição. 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 ligação ao DNA guiado por RNA torna-se 

essencialmente um fator de transcrição que pode ser direcionado para 

ligar uma sequência alvo desejada usando um RNA guia.   

D. Determinação da eficácia dos gRNAs 

[0063] Em algumas modalidades, a eficácia de um gRNA é 

determinada quando distribuída 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 proteína Cas. Em algumas modalidades, o gRNA é 

distribuído a ou expresso em uma linhagem celular que já expressa de 

maneira estável uma nuclease de DNA guiada por RNA, como uma 

proteína Cas.  Em algumas modalidades, o gRNA é distribuído a uma 

célula como parte de uma RNP.  Em algumas modalidades, o gRNA é 

distribuído a uma célula junto com um mRNA que codifica uma nuclease 

de DNA guiado por RNA, como uma Cas nuclease. 

[0064] Como descrito aqui, o 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 mutações de 

inserção/exclusão (indel) mediante reparo por máquinas celulares. 

Muitas mutações devidas a indels alteram o quadro de leitura ou 

introduzem códons de parada prematura e, portanto, produzem uma 

proteína não funcional. 

[0065] Em algumas modalidades, a eficácia de determinados 

gRNAs é determinada com base em modelos in vitro. Em algumas 

modalidades, o modelo in vitro são células HEK293 que expressam 

estavelmente Cas9 (HEK293_Cas9). Em algumas modalidades, o 

modelo in vitro são células de hepatocarcinoma humano HUH7. Em 

algumas modalidades, o modelo in vitro são células HepG2. Em 

algumas modalidades, o modelo in vitro são hepatócitos primários 

humanos. Em algumas modalidades, o modelo in vitro são hepatócitos 

primários de  cynomolgus. No que diz respeito à utilização de 

hepatócitos primários humanos, os hepatócitos primários humanos 

disponíveis no mercado podem ser utilizados para proporcionar maior 

consistência entre as experiências. Em algumas modalidades, o número 

de sítios fora do alvo nos quais ocorre uma deleção ou inserção em um 

modelo in vitro (por exemplo, em hepatócitos primários humanos) é 

determinado, por exemplo, analisando o DNA genômico de hepatócitos 

primários humanos transfectados in vitro com mRNA de Cas9 e o RNA 

guia. Em algumas modalidades, essa determinação compreende a 

análise de DNA genômico de hepatócitos primários humanos 

transfectados in vitro com mRNA de Cas9, o RNA guia e um 

oligonucleotídeo doador. Procedimentos exemplificativos para tais 

determinações são fornecidos nos exemplos de trabalho abaixo.  

[0066] Em algumas modalidades, a eficácia de gRNAs específicos 

é determinada em vários modelos de células in vitro para um processo 

de seleção de gRNA. Em algumas modalidades, é realizada uma 

comparação de dados de linhagem celular com os gRNAs selecionados. 
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Em algumas modalidades, a triagem cruzada em vários modelos de 

células é realizada. 

[0067] Em algumas modalidades, a eficácia de determinados 

gRNAs é determinada com base em modelos in vivo.  Em algumas 

modalidades, o modelo in vivo é um modelo de roedor.  Em algumas 

modalidades, o modelo de roedor é um camundongo que expressa um 

gene TTR humano, que pode ser um gene TTR humano mutante.  Em 

algumas modalidades, o modelo in vivo é um primata não humano, por 

exemplo, macaco cynomolgus. 

[0068] Em algumas modalidades, a eficácia de um RNA guia é 

medida pela porcentagem de edição do TTR. Em algumas modalidades, 

a porcentagem de edição do TTR é comparada com a porcentagem de 

edição necessária para obter o knockdown da proteína 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 eficácia de um RNA guia é 

medida pelo número e/ou frequência de indels em sequências fora do 

alvo dentro do genoma do tipo de célula alvo.  Em algumas 

modalidades, são fornecidos RNAs guia eficazes que produzem indels 

em sítios fora do alvo em frequências muito baixas (por exemplo, <5%) 

em uma população de células e/ou em relação à frequência da criação 

de indel no sítio alvo.  Assim, a divulgação fornece RNAs guia que não 

exibem formação indel fora do alvo no tipo de célula alvo (por exemplo, 

um hepatócito) ou que produzem uma frequência de formação indel fora 

do alvo de <5% em uma população celular e/ou em relação à frequência 

de criação de indel no sítio alvo.  Em algumas modalidades, a 

divulgação fornece RNAs guia que não exibem formação indel fora do 

alvo no tipo de célula alvo (por exemplo, hepatócitos).  Em algumas 

modalidades, são fornecidos RNAs guia que produzem indels em 

menos de 5 sítios fora do alvo, por exemplo, conforme avaliado por um 
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ou mais métodos aqui descritos.  Em algumas modalidades, são 

fornecidos RNAs guia que produzem indels menores ou iguais a 4, 3, 2 

ou 1 sítios fora do alvo, por exemplo, como avaliados por um ou mais 

métodos aqui descritos.  Em algumas modalidades, os sítios fora do alvo 

não ocorrem em uma região de codificação de proteínas no genoma da 

célula alvo (por exemplo, hepatócitos). 

[0070] Em algumas modalidades, a detecção de eventos de edição 

de genes, como a formação de mutações de inserção/deleção ("indel") 

e eventos de reparo direcionado por homologia (HDR) no DNA alvo, 

utiliza amplificação linear com um iniciador marcado e isolando os 

produtos de amplificação marcados (aqui após 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 amplificação 

linear do DNA com um iniciador marcado; isolar os produtos de 

amplificação linear que compreendem etiqueta, descartando assim 

qualquer produto de amplificação que foi amplificado com um iniciador 

não marcado; opcionalmente amplificar ainda mais os produtos 

isolados; e analisar os produtos de amplificação linear, ou os produtos 

amplificados adicionais, para determinar a presença ou ausência de um 

evento de edição, como, por exemplo, uma quebra de fita dupla, uma 

sequência de inserção, exclusão ou modelo de HDR no DNA alvo. Em 

alguns casos, o evento de edição pode ser quantificado. A quantificação 

e semelhantes, conforme aqui utilizados (incluindo no contexto de 

eventos de edição HDR e não HDR, como indels) incluem a detecção 

da frequência e/ou tipo(s) de eventos de edição em uma população.  

[0072] Em algumas modalidades, apenas um ciclo de amplificação 

linear é conduzido. 
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[0073] Em alguns casos, o iniciador marcado compreende um 

código de barras molecular.  Em algumas modalidades, o iniciador 

marcado compreende um código de barras molecular e apenas um ciclo 

de amplificação linear é conduzido. 

[0074] Em algumas modalidades, a etapa de análise 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 próxima geração e a clonagem dos produtos de 

amplificação linear ou produtos amplificados adicionais em um 

plasmídeo e o sequenciamento do plasmídeo ou de uma porção do 

plasmídeo. Em outros aspectos, a etapa de análise compreende realizar 

PCR digital (dPCR) ou PCR digital de gotículas (ddPCR) nos produtos 

amplificados lineares ou nos produtos amplificados adicionais. Em 

outros casos, a etapa de análise compreende contatar os produtos 

amplificados lineares ou outros produtos amplificados com uma sonda 

de ácido nucleico projetada para identificar o DNA que compreende a 

sequência 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 

localização do modelo de HDR no DNA alvo. 

[0075] Em certas modalidades, o método compreende ainda 

determinar a sequência de um sítio de inserção no DNA alvo, em que o 

sítio de inserção é o sítio em que o modelo de HDR se incorpora ao 

DNA alvo e em que o sítio de inserção pode incluir alguma sequência 

de DNA alvo e algumas sequências de modelos HDR. 

[0076] Em algumas modalidades, a amplificação 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 amplificação linear do DNA alvo 

Petição 870200059104, de 13/05/2020, pág. 208/405



116/319 

com um iniciador marcado compreende uma etapa de desnaturação 

para separar duplexes de DNA, uma etapa de recozimento para permitir 

a ligação do iniciador e uma etapa de alongamento. Em algumas 

modalidades, a amplificação linear é isotérmica (não requer uma 

mudança de temperatura). Em algumas modalidades, a amplificação 

linear isotérmica é uma amplificação isotérmica mediada por alça 

(LAMP), uma amplificação de deslocamento de fita (SDA), uma 

amplificação dependente de helicase ou uma reação de amplificação 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 nucleotídeos de distância do local 

do evento de edição esperado, por exemplo, o sítio de inserção, deleção 

ou inserção de modelo. 

[0079] Em algumas modalidades, o iniciador marcado compreende 

um código de barras molecular. Em algumas modalidades, o código de 

barras molecular compreende uma sequência que não é complementar 

ao DNA alvo. Em algumas modalidades, o código de barras molecular 

compreende 6, 8, 10 ou 12 nucleotídeos. 

[0080] Em algumas modalidades, o marcador no iniciador é biotina, 

estreptavidina, digoxigenina, uma sequência de DNA ou isotiocianato 

de fluoresceína (FITC). 

[0081] Em algumas modalidades, os produtos de amplificação 

linear são isolados usando um reagente de captura específico para a 
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etiqueta no iniciador. Em algumas modalidades, o reagente de captura 

está em uma esfera, suporte sólido, matriz ou coluna. Em algumas 

modalidades, a etapa de isolamento compreende contatar o(s) 

produto(s) de amplificação linear com um reagente de captura 

específico para a etiqueta no iniciador. Em algumas modalidades, o 

reagente de captura é biotina, estreptavidina, digoxigenina, uma 

sequência de DNA ou isotiocianato de fluoresceína (FITC). 

[0082] Em algumas modalidades, o marcador é biotina e o reagente 

de captura é estreptavidina. Em algumas modalidades, o marcador é 

estreptavidina e o reagente de captura é biotina. Em algumas 

modalidades, a etiqueta está 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 são removidos após a etapa de 

isolamento. Em algumas modalidades, a etiqueta e/ou o reagente de 

captura não são removidos e as etapas adicionais de amplificação e 

análise são realizadas na presença de etiqueta e/ou captura. 

[0083] Em algumas modalidades, a amplificação adicional é não 

linear. Em algumas modalidades, a amplificação adicional é PCR digital, 

qPCR ou RT-PCR. Em algumas modalidades, o sequenciamento é o 

sequenciamento de próxima geração (NGS). 

[0084] Em algumas modalidades, o DNA alvo é genômico ou 

mitocondrial. Em algumas modalidades, o DNA alvo é o DNA genômico 

de uma célula procariótica ou eucariótica. Em algumas modalidades, o 

DNA alvo é mamífero. O DNA alvo pode ser de uma célula que não se 

divide ou de uma célula que se divide.  Em algumas modalidades, o 

DNA alvo pode ser de uma célula primária. Em algumas modalidades, 

o DNA alvo é de uma célula replicadora. 

[0085] Em alguns casos, o DNA celular é cortado antes da 

amplificação 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 eficácia de um RNA guia é 

medida por secreção de TTR. Em algumas modalidades, a secreção de 

TTR é medida usando um ensaio de imunoabsorção enzimática (ELISA) 

com meio de cultura celular ou soro. Em algumas modalidades, a 

secreção de TTR é medida nos mesmos sistemas ou modelos in vitro 

ou in vivo usados para medir a edição. Em algumas modalidades, a 

secreção de TTR é medida em hepatócitos primários humanos. Em 

algumas modalidades, a secreção de TTR é medida em células HUH7. 

Em algumas modalidades, a secreção de TTR é medida em células 

HepG2.  

[0087] Os ensaios ELISA são geralmente conhecidos pelos 

versados na matéria e podem ser concebidos para determinar os níveis 

séricos de TTR. Numa modalidade exemplificativa, o sangue é coletado 

e o soro é isolado. Os níveis 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 

disponível, um ELISA pode ser desenvolvido usando placas pré-

revestidas com anticorpo de captura específico para a TTR que está 

sendo medida. A placa é incubada em seguida à temperatura ambiente 

por um período de tempo antes da lavagem. O conjugado enzima-
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anticorpo anti-TTR é adicionado e inoculado. O conjugado de anticorpo 

não ligado é removido e a placa é lavada antes da adição da solução de 

substrato cromogênico que reage com a enzima. A placa é lida em um 

leitor de placas apropriado em uma absorbância específica para a 

enzima e o substrato usado.  

[0088] Em algumas modalidades, a quantidade de TTR nas células 

(incluindo aquelas do tecido) mede a eficácia de um gRNA. Em algumas 

modalidades, a quantidade de TTR nas células é medida usando 

western blot. Em algumas modalidades, a célula usada são células 

HUH7. Em algumas modalidades, a célula usada é um hepatócito 

primário humano. Em algumas modalidades, a célula usada é uma 

célula primária obtida de um animal.  Em algumas modalidades, a 

quantidade de TTR é comparada à quantidade de gliceraldeído 3-

fosfato desidrogenase GAPDH (um gene de limpeza) para controlar 

alterações no número de células. 

III. Formulações 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 composição compreendendo um RNA 

guia compreendendo qualquer uma ou mais sequências 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 sequências guia das SEQ ID Nos: 5-82 são 

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 composição 
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compreendendo um RNA guia compreendendo qualquer uma ou mais 

das sequências 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 sequências guia das 

SEQ ID Nos: 5-82, ou qualquer um ou mais dos sgRNAs das SEQ ID 

Nos: 87-124, são 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 composição compreendendo um RNA 

guia compreendendo qualquer uma ou mais das sequências 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 sequências guia das SEQ ID NOs: 5-82, ou 

qualquer um ou mais dos sgRNAs das SEQ ID Nos: 87-124 são 

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 redução da 

concentração sérica de TTR é fornecido compreendendo administrar 

um RNA guia compreendendo qualquer uma ou mais das sequências 

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 sequências guia das SEQ 

ID NOs: 5-82 ou qualquer um ou mais dos sgRNAs das SEQ ID Nos: 
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87-124 são administrados para reduzir ou impedir o acúmulo 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, é fornecido um método para 

reduzir ou impedir o acúmulo de TTR em amiloides ou fibrilas amiloides 

de um sujeito, compreendendo administrar uma composição 

compreendendo um RNA guia compreendendo qualquer uma ou mais 

das sequências 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 acúmulo de TTR em 

amiloides ou fibrilas amiloides de um sujeito, compreendendo 

administrar uma composição compreendendo qualquer um ou mais dos 

sgRNAs das SEQ ID Nos: 87-113. Em algumas modalidades, os gRNAs 

compreendendo qualquer uma ou mais das sequências guia das SEQ 

ID NOs: 5-82 ou qualquer um ou mais dos sgRNAs das SEQ ID Nos: 

87-124 são administrados para reduzir ou impedir o acúmulo 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 

sequências 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 junção não homóloga (NHEJ) durante o 

reparo leva a uma mutação no gene TTR. Em algumas modalidades, o 

NHEJ leva a uma deleção ou inserção de um nucleotídeo (s), o que 

Petição 870200059104, de 13/05/2020, pág. 215/405



122/319 

induz uma mudança de quadro ou mutação sem sentido no gene TTR.  

[0095] Em algumas modalidades, a administração dos RNAs guia 

da invenção (por exemplo, em uma composição aqui fornecida) reduz 

os níveis (por exemplo, níveis séricos) de TTR no sujeito e, portanto, 

impede a acumulação e agregação de TTR em amiloides ou fibrilas 

amiloides. 

[0096] Em algumas modalidades, reduzir ou impedir o acúmulo de 

TTR em amiloides ou fibrilas amiloides de um sujeito compreende 

reduzir ou impedir a deposição de TTR em um ou mais tecidos do 

sujeito, como estômago, cólon ou tecido nervoso. Em algumas 

modalidades, o tecido nervoso compreende nervo ciático ou gânglio da 

raiz dorsal. Em algumas modalidades, a deposição de TTR é reduzida 

em dois, três ou quatro do estômago, cólon, gânglio da raiz dorsal e 

nervo ciático. O nível de deposição em um determinado tecido pode ser 

determinado usando uma amostra de biópsia, por exemplo, usando 

imunocoloração. Em algumas modalidades, a redução ou prevenção do 

acúmulo de TTR em amiloides ou fibrilas amiloides de um sujeito e/ou 

redução ou prevenção da deposição de TTR é inferida com base na 

redução dos níveis séricos de TTR por um período de tempo. Conforme 

discutido nos exemplos, verificou-se que a redução dos níveis séricos 

de TTR de acordo com os métodos e usos aqui fornecidos pode resultar 

na remoção da TTR depositada de tecidos como os discutidos acima e 

nos exemplos, por exemplo, medidos 8 semanas após a administração 

da composição. 

[0097] Em algumas modalidades, o sujeito é mamífero. Em algumas 

modalidades, o sujeito é 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 sequências guia na Tabela 

1 ou um ou mais sgRNAs da Tabela 2 (por exemplo, em uma 
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composição aqui fornecida) é fornecido para a preparação de um 

medicamento para o tratamento de uma sujeito humano com ATTR. 

[0099] Em algumas modalidades, os RNAs, composições e 

formulações guia são administrados por via intravenosa.  Em algumas 

modalidades, os RNAs, composições e formulações guia são 

administrados na circulação hepática.  

[00100] Em algumas modalidades, uma única administração de uma 

composição compreendendo um RNA guia aqui fornecido é suficiente 

para derrubar a expressão da proteína mutante.  Em algumas 

modalidades, uma única administração de uma composição 

compreendendo um RNA guia aqui fornecido é suficiente para eliminar 

a expressão da proteína mutante em uma população de células.  Em 

outras modalidades, mais de uma administração de uma composição 

compreendendo um RNA guia aqui fornecido pode ser benéfica para 

maximizar a edição via efeitos cumulativos. Por exemplo, uma 

composição aqui fornecida pode ser administrada 2, 3, 4, 5 ou mais 

vezes, como 2 vezes. As administrações podem ser separadas por um 

período 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 composição é 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 

a 2 mpk, 2 a 3 mpk, 3 a 5 mpk, 5 a 10 mpk ou 0,1, 0,2, 0,3, 0,5, 1, 2, 3, 

5 ou 10 mpk. 

[00102] Em algumas modalidades, a eficácia do tratamento com as 

composições da invenção é vista em 1 ano, 2 anos, 3 anos, 4 anos, 5 

anos ou 10 anos após a distribuição.  Em algumas modalidades, a 

eficácia do tratamento com as composições da invenção é avaliada 
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medindo os níveis séricos de TTR antes e após o tratamento.  Em 

algumas modalidades, a eficácia do tratamento com as composições 

avaliadas via redução dos níveis 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 progressão da doença.  

[00104] Em algumas modalidades, o tratamento retarda ou 

interrompe a progressão da FAP. Em algumas modalidades, o 

tratamento resulta em melhora, estabilização ou retardo da mudança 

nos sintomas de neuropatia sensorial-motora. ou neuropatia 

autonômica. 

[00105] Em algumas modalidades, o tratamento resulta em melhora, 

estabilização ou retardo da mudança nos sintomas da FAC. Em 

algumas modalidades, o tratamento resulta em melhora, estabilização 

ou retardo dos sintomas de alteração de cardiomiopatia restritiva ou 

insuficiência cardíaca congestiva.  

[00106] Em algumas modalidades, a eficácia do tratamento é medida 

pelo aumento do tempo de sobrevida do sujeito. 

[00107] Em algumas modalidades, a eficácia do tratamento é medida 

pela melhoria ou lentidão da progressão nos sintomas de neuropatia 

sensorial-motora. ou autonômica. Em algumas modalidades, a eficácia 

do tratamento é medida por um aumento ou retardo da diminuição da 

capacidade de mover uma área do corpo ou sentir em qualquer área do 

corpo. Em algumas modalidades, a eficácia do tratamento é medida por 

melhora ou retardo da diminuição da capacidade de engolir; respirar; 

usar braços, mãos, pernas ou pés; ou caminhar. Em algumas 

modalidades, a eficácia do tratamento é medida pela melhora ou um 

retardo da progressão da neuralgia. Em algumas modalidades, a 
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neuralgia é caracterizada por dor, queimação, formigamento ou 

sensação anormal. Em algumas modalidades, a eficácia do tratamento 

é medida pela melhora ou um retardo do aumento da hipotensão 

postural, tontura, dismotilidade gastrointestinal, disfunção da bexiga ou 

disfunção sexual. Em algumas modalidades, a eficácia do tratamento é 

medida pela melhora ou um retardo da progressão da fraqueza. Em 

algumas modalidades, a eficácia do tratamento é medida usando 

eletromiograma, testes de condução nervosa ou resultados relatados 

pelo paciente.  

[00108] Em algumas modalidades, a eficácia do tratamento é medida 

pela melhora ou retardo da progressão dos sintomas de insuficiência 

cardíaca congestiva ou CHF. Em algumas modalidades, a eficácia do 

tratamento é medida por uma diminuição ou retardo do aumento da falta 

de ar, dificuldade em respirar, fadiga ou inchaço nos tornozelos, pés, 

pernas, abdômen ou veias no pescoço. Em algumas modalidades, a 

eficácia do tratamento é medida pela melhora ou um retardo da 

progressão do acúmulo de líquidos no corpo, que pode ser avaliada por 

medidas como ganho de peso, micção frequente ou tosse noturna. Em 

algumas modalidades, a eficácia do tratamento é medida usando testes 

de biomarcadores cardíacos (como peptídeo natriurético do tipo B [BNP] 

ou peptídeo natriurético pro-tipo B do N-terminal [NT-proBNP]), testes 

de função pulmonar, radiografias, ou eletrocardiografia.  

A. Terapia de Combinação 

[00109] Em algumas modalidades, a invenção compreende terapias 

combinadas compreendendo qualquer um dos gRNAs compreendendo 

qualquer uma ou mais das sequências guia divulgadas na Tabela 1 ou 

qualquer um ou mais dos sgRNAs na Tabela 2 (por exemplo, em uma 

composição aqui fornecida) juntamente com uma terapia adicional 

adequada para aliviar os sintomas de ATTR.  

[00110] Em algumas modalidades, a terapia adicional para ATTR é 
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um tratamento para neuropatia sensorial-motora. ou autonômica. Em 

algumas modalidades, o tratamento para neuropatia sensorial-motora. 

ou autonômica é uma droga anti-inflamatória não esteroide, 

antidepressiva, medicamento anticonvulsivante, medicamento 

antiarrítmico ou agente narcótico. Em algumas modalidades, o 

antidepressivo é um agente tricílico ou um inibidor da recaptação de 

serotonina-noradrenalina. Em algumas modalidades, o antidepressivo é 

amitriptilina, duloxetina ou venlafaxina. Em algumas modalidades, o 

agente anticonvulsivante é gabapentina, pregabalina, topiramato ou 

carbamazepina. Em algumas modalidades, a terapia adicional para 

neuropatia sensorial-motora. é a estimulação elétrica nervosa 

transcutânea. 

[00111] Em algumas modalidades, a terapia adicional para ATTR é 

um tratamento para cardiomiopatia restritiva ou insuficiência cardíaca 

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 é azilsartana, cadesartana, 

eprosartana, irbesartana, losartana, olmesartana, telmisartana ou 

valsartana. Em algumas modalidades, o betabloqueador é 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 combinação 

compreende qualquer um dos gRNAs compreendendo uma ou mais das 
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sequências guia divulgadas na Tabela 1 ou qualquer um ou mais dos 

sgRNAs na Tabela 2 (por exemplo, em uma composição 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 expressão de TTR de tipo selvagem ou mutante.  

Em algumas modalidades, o siRNA é a droga Patisirana (ALN-TTR02) 

ou ALN-TTRsc02.  Em algumas modalidades, o siRNA é administrado 

após qualquer um dos gRNAs compreendendo qualquer uma ou mais 

das sequências guia divulgadas na Tabela 1 ou qualquer um ou mais 

dos sgRNAs na Tabela 2 (por exemplo, em uma composição aqui 

fornecida). Em algumas modalidades, o siRNA é administrado 

regularmente após o tratamento com qualquer uma das composições 

de gRNA fornecidas neste documento.  

[00113] Em algumas modalidades, a terapia de combinação 

compreende qualquer um dos gRNAs compreendendo uma ou mais das 

sequências guia divulgadas na Tabela 1 ou qualquer um ou mais dos 

sgRNAs na Tabela 2 (por exemplo, em uma composição fornecida aqui) 

juntamente com um nucleotídeo antissentido que direciona TTR ou TTR 

mutante.  Em algumas modalidades, o nucleotídeo antissentido é 

qualquer nucleotídeo antissentido capaz de reduzir ou eliminar ainda 

mais a expressão de TTR de tipo selvagem ou mutante.  Em algumas 

modalidades, o nucleotídeo antissentido é o medicamento Inoterseno 

(IONS-TTRRx).  Em algumas modalidades, o nucleotídeo antissentido é 

administrado após qualquer um dos gRNAs compreendendo qualquer 

uma ou mais das sequências guia divulgadas na Tabela 1 ou qualquer 

um ou mais dos sgRNAs na Tabela 2 (por exemplo, em uma 

composição aqui fornecida).  Em algumas modalidades, o nucleotídeo 

antissentido é administrado regularmente após o tratamento com 

qualquer uma das composições de gRNA fornecidas neste documento.  

[00114] Em algumas modalidades, a terapia de combinação 

Petição 870200059104, de 13/05/2020, pág. 221/405



128/319 

compreende qualquer um dos gRNAs que compreende qualquer uma 

ou mais das sequências guia divulgadas na Tabela 1 ou qualquer um 

ou mais dos sgRNAs na Tabela 2 (por exemplo, em uma composição 

aqui fornecida) juntamente com um estabilizador de moléculas 

pequenas que promove a estabilização cinética da forma tetramérica 

corretamente dobrada de TTR. Em algumas modalidades, o 

estabilizador de moléculas pequenas é a droga tafamidis (Vyndaqel®) 

ou diflunisal.  Em algumas modalidades, o estabilizador de moléculas 

pequenas é administrado após qualquer um dos gRNAs 

compreendendo qualquer uma ou mais das sequências guia divulgadas 

na Tabela 1 ou qualquer um ou mais dos sgRNAs na Tabela 2 (por 

exemplo, em uma composição aqui fornecida).  Em algumas 

modalidades, o estabilizador de moléculas pequenas é administrado 

regularmente após o tratamento com qualquer uma das composições 

de gRNA fornecidas neste documento.  

B. Distribuição de composições de gRNA 

[00115] Em algumas modalidades, as composições de RNA guia 

descritas aqui, sozinhas ou codificadas em um ou mais vetores, são 

formuladas ou administradas através de uma nanopartícula lipídica; ver, 

por exemplo, PCT/US2017/024973, depositado em 30 de março de 

2017, intitulado “LIPID NANOPARTICLE FORMULATIONS FOR 

CRISPR/CAS COMPONENTS,” cujo conteúdo é incorporado por 

referência na sua totalidade. Qualquer nanopartícula lipídica (LNP) 

conhecida por aqueles versados na técnica como capaz de fornecer 

nucleotídeos 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 própria proteína Cas ou Cas9.  

[00116] Aqui são divulgadas várias modalidades de formulações de 

LNP para RNAs, incluindo cargas CRISPR/Cas. Tais formulações de 

Petição 870200059104, de 13/05/2020, pág. 222/405



129/319 

LNP podem incluir (i) um lipídeo CCD, como um lipídeo amina, (ii) um 

lipídeo neutro, (iii) um lipídeo auxiliar e (iv) um lipídeo furtivo, como um 

lipídeo PEG.  Algumas modalidades das formulações de LNP incluem 

um "lipídeo amina", juntamente com um lipídeo auxiliar, um lipídeo 

neutro e um lipídeo furtivo, como um lipídeo PEG.  Por "nanopartícula 

lipídica" entende-se uma partícula que compreende uma pluralidade de 

(isto é, mais de uma) moléculas lipídicas fisicamente associadas entre 

si por forças intermoleculares.   

Lipídeos CCD 

[00117] As composições lipídicas para distribuição de mRNA de 

CRISPR/Cas e componentes de RNA guia para uma célula hepática 

compreendem um lipídeo CCD. 

[00118] Em algumas modalidades, o lipídeo do CCD é o lipídeo A, 

que é (9Z,12Z)-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 lipídeo A pode ser descrito como: 

 . 

[00119] O lipídeo A pode ser sintetizado de acordo com  

WO2015/095340 (por exemplo, pp. 84-86). 

[00120] Em algumas modalidades, o lipídeo CCD é o lipídeo B, que 

é ((5-((dimetilamino) metil)-1,3-fenileno)bis(oxi))bis(octano-8,1-di-

il)bis(decanoato), também chamado ((5-((dimetilamino)metil)-1,3-

fenileno)bis(oxi))bis(octano-8,1-di-il)bis(decanoato).  O lipídeo B pode 

ser descrito como: 
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. 

[00121] O lipídeo B pode ser sintetizado de acordo com 

WO2014/136086 (por exemplo, pp. 107-09). 

[00122] Em algumas modalidades, o lipídeo CCD é o lipídeo C, que 

é 2-((4-(((3- 

(dimetilamino)propoxi)carbonil)oxi)hexadecanoil)oxi)propano-1,3-di-il 

(9Z,9'Z,12Z, 12'Z)-bis(octadeca-9,12-dienoato).  O lipídeo C pode ser 

descrito como: . 

[00123] Em algumas modalidades, o lipídeo CCD é o lipídeo D, que 

é 3-(((3-(dimetilamino) propoxi)carbonil)oxi)-13-(octanoiloxi)tridecil 3-

octilundecanoato.   

[00124] O lipídeo D pode ser descrito como:   

 . 

[00125] O lipídeo C e o lipídeo D podem ser sintetizados de acordo 

com WO2015/095340.  

[00126] O lipídeo CCD também pode ser equivalente ao lipídeo A, 
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lipídeo B, lipídeo C ou lipídeo D. Em certas modalidades, o lipídeo CCD 

é equivalente ao lipídeo A, um equivalente ao lipídeo B, um equivalente 

ao lipídeo C ou um equivalente ao lipídeo D. 

[00127]  Lipídeos de amina 

[00128] Em algumas modalidades, as composições de LNP para a 

distribuição de agentes biologicamente ativos compreendem um "lipídeo 

amina", que é definido como lipídeo A, lipídeo B, lipídeo C, lipídeo D ou 

equivalentes de lipídeo A (incluindo análogos acetais do lipídeo A), 

equivalentes de lipídeo B, equivalentes de lipídeo C e equivalentes de 

lipídeo D. 

[00129] Em algumas modalidades, o lipídeo de amina é o lipídeo A, 

que é  (9Z,12Z)-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 lipídeo A pode ser descrito como: 

 . 

[00130] O lipídeo A pode ser sintetizado de acordo com  

WO2015/095340 (por exemplo, pp. 84-86).  Em certas modalidades, o 

lipídeo de amina é equivalente ao lipídeo A.   

[00131] Em certas modalidades, um lipídeo de amina é um análogo 

do lipídeo A. Em certas modalidades, um análogo de lipídeo A é um 

análogo acetal do lipídeo A. Em determinadas composições de LNP, o 

análogo acetal é um análogo acetal C4-C12. Em algumas modalidades, 

o análogo acetal é um análogo acetal C5-C12. Em modalidades 

adicionais, o análogo acetal é um análogo acetal C5-C10.  Em outras 
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modalidades, o análogo acetal é escolhido dentre um análogo acetal de 

C4, C5, C6, C7, C9, C10, C11 e C12. 

[00132] Os lipídeos de amina adequados para utilização nas LNPs 

aqui descritas são biodegradáveis in vivo.  Os lipídeos de aminas têm 

baixa toxicidade (por exemplo, são tolerados em modelos animais sem 

efeito adverso em quantidades maiores ou iguais a 10 mg/kg).  Em 

certas modalidades, as LNPs compreendendo um lipídeo de amina 

incluem aquelas em que pelo menos 75% do lipídeo de amina é 

removido 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 que compreendem um 

lipídeo de amina incluem aquelas em que pelo menos 50% do mRNA 

ou do gRNA são 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 lipídeo 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 lipídeo 

(por exemplo, um lipídeo de amina), RNA (por exemplo, mRNA) ou outro 

componente. Em certas modalidades, o componente lipídeo 

encapsulado em lipídeo versus lipídeo livre, RNA ou ácido nucleico do 

LNP é medido.  

[00133] A depuração lipídica 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 às 

luciferases foram administrados a camundongos machos C57Bl/6 de 

seis a oito semanas de idade a 0,3 mg/kg por injeção intravenosa em 

bolus via veia da cauda lateral.  Amostras de sangue, fígado e baço 

foram coletadas em 0,083, 0,25, 0,5, 1, 2, 4, 8, 24, 48, 96 e 168 horas 

após a dose.  Os camundongos foram perfundidos com solução 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 após a administração de formulações de LNP-siRNA.  Por 

exemplo, um siRNA direcionado à luciferase foi administrado a 0, 1, 3, 

5 e 10 mg/kg (5 animais/grupo) via injeção intravenosa em bolus 

intravenosa a um volume de dose de 5 mL/kg em ratos Sprague-Dawley 

machos.  Após 24 horas, cerca de 1 mL de sangue foi obtido da veia 

jugular de animais conscientes e o soro foi isolado.  72 horas após a 

dose, todos os animais foram sacrificados para necrópsia.  Foi realizada 

avaliação de sinais clínicos, peso corporal, química sérica, pesos de 

órgãos e histopatologia.  Embora Maier descreva métodos para avaliar 

formulações de siRNA-LNP, esses métodos podem ser aplicados para 

avaliar a depuração, farmacocinética e toxicidade da administração de 

composições de LNP da presente divulgação. 

[00134] Os lipídeos de amina levam a um aumento da taxa de 

depuração.  Em algumas modalidades, a taxa de depuração é uma taxa 

de depuração lipídica, por exemplo, a taxa na qual um lipídeo de amina 

é eliminado do sangue, soro ou plasma.  Em algumas modalidades, a 

taxa de depuração é uma taxa de depuração 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 depuração é a taxa na 

qual a LNP é eliminada do sangue, soro ou plasma.  Em algumas 

modalidades, a taxa de depuração é a taxa na qual a LNP é eliminada 

de um tecido, como tecido do fígado ou tecido do baço.  Em certas 

modalidades, uma alta taxa de depuração leva a um perfil de segurança 

sem efeitos adversos substanciais.  Os lipídeos da amina reduzem o 

acúmulo de LNP na circulação e nos tecidos.  Em algumas modalidades, 

uma redução no acúmulo de LNP na circulação e nos tecidos leva a um 

perfil de segurança sem efeitos adversos substanciais. 
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[00135]  Os lipídeos de amina da presente divulgação podem ser 

ionizáveis dependendo do pH do meio em que estão.  Por exemplo, em 

um meio levemente acídico, os lipídeos de amina podem ser protonados 

e, assim, carregar uma carga positiva.  Por outro lado, em um meio 

ligeiramente básico, como, por exemplo, sangue onde o pH é de 

aproximadamente 7,35, os lipídeos de amina podem não ser protonados 

e, portanto, não têm carga.  Em algumas modalidades, os lipídeos de 

amina da presente divulgação podem ser protonados a um pH de pelo 

menos cerca de 9.  Em algumas modalidades, os lipídeos de amina da 

presente divulgação podem ser protonados a um pH de pelo menos 

cerca de 9.  Em algumas modalidades, os lipídeos de amina da presente 

divulgação podem ser protonados a um pH de pelo menos cerca de 10. 

[00136] A capacidade de um lipídeo de amina suportar uma carga 

está relacionada ao seu pKa intrínseco.  Por exemplo, os lipídeos de 

amina da presente divulgação podem cada um, independentemente, ter 

um pKa na faixa de cerca de 5,8 a cerca de 6,2.  Por exemplo, os 

lipídeos de amina da presente divulgação 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 lipídeos catiônicos com 

um pKa variando entre 5,1 e 7,4 são eficazes para a distribuição de 

carga in vivo, por exemplo, para o fígado.  Além disso, verificou-se que 

lipídeos catiônicos com um pKa variando entre cerca de 5,3 e cerca de 

6,4 são eficazes para a distribuição in vivo, por exemplo, para tumores.  

Ver, por exemplo, WO2014/136086. 

Lipídeos adicionais 

[00137] "Lipídeos neutros" adequados para uso em uma composição 

lipídica da divulgação incluem, por exemplo, uma variedade de lipídeos 

neutros, não carregados ou zwitteriônicos.  Exemplos de fosfolipídeos 

neutros adequados para uso na presente divulgação incluem, mas não 

estão 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 combinações 

dos mesmos.  Numa modalidade, o fosfolipídeo neutro pode ser 

selecionado do grupo que consiste em distearoilfosfatidilcolina (DSPC) 

e dimiristoil fosfatidil etanolamina (DMPE).  Noutra modalidade, o 

fosfolipídeo neutro pode ser distearoilfosfatidilcolina (DSPC).   

[00138]  Os "lipídeos auxiliares" incluem esteroides, esteróis e alquil 

resorcinóis.  Os lipídeos auxiliares adequados para uso na presente 

divulgação incluem, mas não estão limitados a, colesterol, 5-

heptadecilresorcinol e hemisuccinato de colesterol.  Numa modalidade, 

o lipídeo auxiliar pode ser colesterol.  Numa modalidade, o lipídeo 

auxiliar pode ser hemissuccinato de colesterol. 

[00139] "Lipídeos furtivos" são lipídeos que alteram o período de 

tempo em que as nanopartículas podem existir in vivo (por exemplo, no 

sangue).  Os lipídeos furtivos podem ajudar no processo de formulação, 

por exemplo, reduzindo a agregação de partículas e controlando o 

tamanho das partículas. Os lipídeos furtivos aqui utilizados podem 

modular as propriedades farmacocinéticas do LNP.  Os lipídeos furtivos 
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adequados para uso em uma composição lipídica da divulgação 

incluem, mas não estão limitados a, lipídeos furtivos com um grupo 

principal hidrofílico ligado a uma fração lipídica.  Lipídeos furtivos 

adequados para uso em uma composição lipídica da presente 

divulgação e informações sobre a bioquímica de tais lipídeos 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.  Lipídeos de PEG adequados adicionais são divulgados, 

por exemplo, em WO 2006/007712.   

[00140] Em uma modalidade, o grupo principal hidrofílico de lipídeo 

furtivo compreende uma fração de polímero selecionada de polímeros 

baseados em PEG. Os lipídeos furtivos podem compreender uma fração 

lipídica.  Em algumas modalidades, o lipídeo furtivo é um lipídeo PEG. 

[00141] Em uma modalidade, um lipídeo furtivo compreende uma 

fração de polímero selecionada de polímeros baseados em PEG (às 

vezes chamado de poli(óxido de etileno)), poli(oxazolina), poli(álcool 

vinílico), poli(glicerol), poli(N-vinilpirrolidona), poliaminoácidos e poli[N-

(2-hidroxipropil)metacrilamida].   

[00142] Numa modalidade, o lipídeo PEG compreende uma fração 

de polímero à base de PEG (às vezes referido como poli(óxido de 

etileno)).   

[00143] O lipídeo PEG compreende ainda uma fração lipídica.  Em 

algumas modalidades, a fração lipídica 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 átomos de carbono saturados ou insaturados, em que a 

cadeia pode compreender um ou mais átomos 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 substituídos.  Os comprimentos 

da corrente podem ser simétricos ou assimétricos. 

[00144] Salvo indicação em contrário, o termo "PEG", conforme 

usado aqui, significa qualquer polietileno glicol ou outro polímero de éter 

polialquileno. Numa modalidade, o PEG é um polímero linear ou 

ramificado opcionalmente substituído de etileno glicol ou óxido de 

etileno. Numa modalidade, o PEG não é substituído. Em uma 

modalidade, o PEG é substituído, por exemplo, por um ou mais grupos 

alquil, alcoxi, acil, hidroxi ou aril.  Numa modalidade, o termo inclui 

copolímeros 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 não inclui copolímeros 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 fração lipídica ou lipídeo, como um lipídeo furtivo), é 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 

fórmula (I), em que n é 45, significando que o grau médio de 
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polimerização do número 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 médio de 

polimerização 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 substituído 

e alquil não substituído.  Em algumas modalidades, R pode ser alquil 

não substituído.  Em algumas modalidades, R pode ser metil.   

[00146] Em qualquer uma das modalidades aqui descritas, o lipídeo 

PEG pode ser selecionado de PEG-dilauroilglicerol, PEG-

dimiristoilglicerol (PEG-DMG) (catálogo # GM-020 de NOF, Tóquio, 

Japão), PEG-dipalmitoilglicerol, PEG-distearoilglicerol (PEG -DSPE) 

(catálogo # DSPE-020CN, NOF, Tóquio, Japão), PEG-dilaurilglicamida, 

PEG-dimiristilglicamida, PEG-dipalmitoilglicamida e PEG-

distearoililglicida, PEG-distearoililglicida, PEG-colesterol (1-[8'-(Cholest-

5-en-3[beta]-oxi)carboxamido-3',6'-dioxaoctanil]carbamoil-[ômega]-

metil-poli(etileno glicol), PEG-DMB (3,4-ditetradecoxilbenzil-[ômega]-

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 Tóquio, Japão), poli (etileno glicol)-2000-

dimetacrilato (PEG2k-DMA) e 1,2-disteariloxipropil-3-amina-N- [metoxi 

(polietileno glicol)-2000] (PEG2k-DSA).  Numa modalidade, o lipídeo 
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PEG pode ser PEG2k-DMG.  Em algumas modalidades, o lipídeo PEG 

pode ser PEG2k-DSG.  Numa modalidade, o lipídeo PEG pode ser 

PEG2k-DSPE.  Numa modalidade, o lipídeo PEG pode ser PEG2k-

DMA.  Numa modalidade, o lipídeo PEG pode ser PEG2k-C-DMA.  Em 

uma modalidade, o lipídeo PEG pode ser o composto S027, divulgado 

em WO2016/010840 (parágrafos [00240] a [00244]). Numa modalidade, 

o lipídeo PEG pode ser PEG2k-DSA.  Numa modalidade, o lipídeo PEG 

pode ser PEG2k-C11.  Em algumas modalidades, o lipídeo PEG pode 

ser PEG2k-C14. Em algumas modalidades, o lipídeo PEG pode ser 

PEG2k-C16. Em algumas modalidades, o lipídeo PEG pode ser PEG2k-

C18. 

Formulações LNP 

[00147] A LNP pode conter (i) um lipídeo de amina para 

encapsulamento e escape endossômico, (ii) um lipídeo neutro para 

estabilização, (iii) um lipídeo auxiliar, também para estabilização e (iv) 

um lipídeo furtivo, como um lipídeo PEG. 

[00148] Em algumas modalidades, uma composição de LNP pode 

compreender um componente de RNA que inclui um ou mais de um 

agente de ligação 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 composição de LNP pode incluir uma 

Cas nuclease Classe 2 e um gRNA como componente de RNA.  Em 

certas modalidades, uma composição de LNP pode compreender o 

componente de RNA, um lipídeo de amina, um lipídeo auxiliar, um 

lipídeo neutro e um lipídeo furtivo.  Em certas composições de LNP, o 

lipídeo auxiliar é o colesterol.  Em outras composições, o lipídeo neutro 

é DSPC.  Em modalidades adicionais, o lipídeo furtivo é PEG2k-DMG 

ou PEG2k-C11. Em certas modalidades, a composição de LNP 

compreende lipídeo A ou um equivalente de lipídeo A; um lípido auxiliar; 

um lípido neutro; um lípido furtivo; e um RNA guia. Em certas 
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composições, o lipídeo amina é o lipídeo A. Em certas composições, o 

lipídeo de amina é o lipídeo A ou um análogo acetal do mesmo; o lipídeo 

auxiliar é o colesterol; o lipídeo neutro é DSPC; e o lípido furtivo é o 

PEG2k-DMG. 

[00149] Em certas modalidades, as composições lipídicas são 

descritas de acordo com as respectivas razões molares dos lipídeos 

componentes na formulação.  Modalidades da presente divulgação 

fornecem composições lipídicas descritas de acordo com as respectivas 

razões molares dos lipídeos componentes na formulação. Numa 

modalidade, a % em mol do lipídeo de amina pode ser de cerca de 30% 

em mol a cerca de 60% em mol.  Numa modalidade, a % em mol do 

lipídeo amina pode ser de cerca de 40% em mol a cerca de 60% em 

mol.  Numa modalidade, a % em mol do lipídeo de amina pode ser de 

cerca de 45% em mol a cerca de 60% em mol.  Numa modalidade, a % 

em mol do lipídeo de amina pode ser de cerca de 50% em mol a cerca 

de 60% em mol.  Numa modalidade, a % em mol do lipídeo amina pode 

ser de cerca de 55% em mol a cerca de 60% em mol.  Numa 

modalidade, a % em mol do lipídeo amina pode ser de cerca de 50% 

em mol a cerca de 55% em mol.  Numa modalidade, a % em mol do 

lipídeo de amina pode ser de cerca de 50% em mol.  Numa modalidade, 

a % em mol do lipídeo de amina pode ser de cerca de 55% em mol.  Em 

algumas modalidades, a amina lipídica em % em mol do lote de LNP 

será de ± 30%, ± 25%, ± 20%, ± 15%, ± 10%, ± 5% ou ± 2,5% da % em 

mol alvo.  Em algumas modalidades, a amina lipídica em % em mol do 

lote de LNP será 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 números de % em mol são dados como uma fração do 

componente lipídico das composições de LNP.  Em certas modalidades, 

a variabilidade entre lotes de LNP da amina lipídica em % em mol será 

menor que 15%, menor que 10% ou menor que 5%. 
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[00150] Numa modalidade, a % em mol do lipídeo neutro pode estar 

entre cerca de 5% em mol e cerca de 15% em mol. Numa modalidade, 

a % em mol do lipídeo neutro pode ser de cerca de 7% em mol a cerca 

de 12% em mol. Numa modalidade, a % em mol do lipídeo neutro pode 

ser de cerca de 9% em mol.  Em algumas modalidades, o lipídeo neutro 

em % em mol do lote de LNP será de ± 30%, ± 25%, ± 20%, ± 15%, ± 

10%, ± 5% ou ± 2,5% da % em mol de lipídeo neutro alvo.  Em certas 

modalidades, a variabilidade entre lotes de LNP em mol será menor que 

15%, menor que 10% ou menor que 5%. 

[00151] Numa modalidade, a % em mol do lipídeo auxiliar pode ser 

de cerca de 20% em mol a cerca de 60% em mol.  Numa modalidade, a 

% em mol do lipídeo auxiliar pode ser de cerca de 25% em mol a cerca 

de 55% em mol.  Numa modalidade, a % em mol do lipídeo auxiliar pode 

ser de cerca de 25% em mol a cerca de 50% em mol.  Numa 

modalidade, a % em mol do lipídeo auxiliar pode ser de cerca de 25% 

em mol a cerca de 40% em mol.  Numa modalidade, a % em mol do 

lipídeo auxiliar pode ser de cerca de 30% em mol a cerca de 50% em 

mol.  Numa modalidade, a % em mol do lipídeo auxiliar pode ser de 

cerca de 30% em mol a cerca de 40% em mol.  Em uma modalidade, a 

% em mol do lipídeo auxiliar é ajustada com base nas concentrações de 

lipídeo de amina, lipídeo neutro e lipídeo PEG para levar o componente 

lipídico a 100% em mol.  Em algumas modalidades, o auxiliar em % em 

mol do lote de LNP será 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 será menor que 15%, menor que 10% ou 

menor que 5%. 

[00152] Numa modalidade, a % em mol do lipídeo PEG pode ser de 

cerca de 1% em mol a cerca de 10% em mol.  Numa modalidade, a % 

em mol do lipídeo PEG pode ser de cerca de 2% em mol a cerca de 

10% em mol. Numa modalidade, a % em mol do lipídeo 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 lipídeo PEG pode ser de cerca de 2% em mol a cerca de 

4% em mol.  Numa modalidade, a % em mol do lipídeo PEG pode ser 

de cerca de 2,5% em mol a cerca de 4% em mol.  Numa modalidade, a 

% em mol do lipídeo PEG pode ser de cerca de 3% em mol.  Numa 

modalidade, a % em mol do lipídeo PEG pode ser de cerca de 2,5% em 

mol.  Em algumas modalidades, o lipídeo PEG em % em mol do lote de 

LNP será de ± 30%, ± 25%, ± 20%, ± 15%, ± 10%, ± 5% ou ± 2,5% da 

% em mol de lipídeo PEG alvo.  Em certas modalidades, a variabilidade 

entre lotes de LNP em mol será menor que 15%, menor que 10% ou 

menor que 5%. 

[00153] Em certas modalidades, a carga inclui um mRNA que 

codifica um agente de ligação a DNA guiado por RNA (por exemplo, 

uma Cas nuclease, uma Cas nuclease Classe 2 ou Cas9) e um gRNA 

ou um ácido nucleico que codifica um gRNA ou uma combinação de 

mRNA e gRNA. Numa modalidade, uma composição de LNP pode 

compreender um lipídeo A ou seus equivalentes.  Em alguns aspectos, 

o lipídeo amina é o lipídeo A. Em alguns aspectos, o lipídeo amina é um 

equivalente do lipídeo A, por exemplo, um análogo do lipídeo A. Em 

certos aspectos, o lipídeo amina é um análogo acetal do lipídeo A. Em 

várias modalidades, uma composição de LNP compreende um lipídeo 

amina, um lipídeo neutro, um lipídeo auxiliar e um lipídeo PEG.  Em 

certas modalidades, o lipídeo auxiliar é o colesterol.  Em certas 

modalidades, o lipídeo neutro é DSPC.  Em modalidades específicas, o 

lipídeo PEG é PEG2k-DMG. Em algumas modalidades, uma 

composição de LNP pode compreender um lipídeo A, um lipídeo 

auxiliar, um lipídeo neutro e um lipídeo PEG.  Em algumas modalidades, 

uma composição de LNP compreende um lipídeo amina, DSPC, 

colesterol e um lipídeo PEG.  Em algumas modalidades, a composição 

de LNP compreende um lipídeo PEG compreendendo DMG.  Em certas 
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modalidades, o lipídeo amina é selecionado do lipídeo A e um 

equivalente do lipídeo A, incluindo um análogo de acetal do lipídeo A. 

Em modalidades adicionais, uma composição de LNP compreende 

lipídeo A, colesterol, DSPC e PEG2k-DMG.   

[00154] Modalidades da presente divulgação também fornecem 

composições lipídicas descritas de acordo com a razão molar entre os 

grupos amina com carga positiva do lipídeo amina (N) e os grupos 

fosfato com carga negativa (P) do ácido nucleico a ser encapsulado.  

Isso pode ser matematicamente representado pela equação N/P. Em 

algumas modalidades, uma composição de LNP pode compreender um 

componente lipídico que compreende um lipídeo amina, um lipídeo 

auxiliar, um lipídeo neutro e um lipídeo auxiliar; e um componente de 

ácido nucleico, em que a razão N/P é de cerca de 3 a 10.  Em algumas 

modalidades, uma composição de LNP pode compreender um 

componente lipídico que compreende um lipídeo amina, um lipídeo 

auxiliar, um lipídeo neutro e um lipídeo auxiliar; e um componente de 

RNA, em que a razão N/P é de cerca de 3 a 10.  Numa modalidade, a 

razão N/P pode cerca de 5-7.  Numa modalidade, a razão N/P pode 

cerca de 4,5-8.  Numa modalidade, a razão N/P pode cerca de 6. Numa 

modalidade, a razão N/P pode ser 6 ± 1.  Numa modalidade, a razão 

N/P pode cerca de 6 ± 0.5.  Em algumas modalidades, a razão N/P será 

de ± 30%, ± 25%, ± 20%, ± 15%, ± 10%, ± 5% ou ± 2,5% da razão N/P 

alvo.  Em certas modalidades, a variabilidade entre lotes de LNP em mol 

será 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 composições 

compreendendo um mRNA que codifica uma Cas nuclease, a LNP 

compreende ainda um ácido nucleico de gRNA, como um gRNA.  Em 
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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 composição de LNP pode 

compreender um mRNA aqui divulgado, por exemplo, codificando uma 

Cas nuclease, como uma Cas nuclease Classe 2, um lipídeo de amina, 

um lipídeo auxiliar, um lipídeo auxiliar, um lipídeo neutro e um lipídeo 

PEG.  Em certas composições de LNP compreendendo um mRNA que 

codifica uma Cas nuclease, tal como uma Cas nuclease Classe 2, o 

lipídeo auxiliar é o colesterol.  Em outras composições compreendendo 

um mRNA que codifica uma Cas nuclease, tal como uma Cas nuclease 

Classe 2, o lípido neutro é DSPC.  Em modalidades adicionais 

compreendendo um mRNA que codifica uma Cas nuclease, tal como 

uma Cas nuclease Classe 2, o lipídeo PEG é PEG2k-DMG ou PEG2k-

C11. Em composições específicas que compreendem um mRNA que 

codifica uma Cas nuclease, tal como uma Cas nuclease Classe 2, o 

lipídeo amina é selecionado do lipídeo A e seus equivalentes, como um 

análogo acetal do lipídeo A.   

[00157] Em algumas modalidades, uma composição de LNP pode 

compreender um gRNA.  Em certas modalidades, uma composição de 

LNP pode compreender um lipídeo amina, um gRNA, um lipídeo auxiliar, 

um lipídeo neutro e um lipídeo PEG.  Em certas composições de LNP 

compreendendo um gRNA, o lipídeo auxiliar é o colesterol.  Em algumas 

composições compreendendo um gRNA, o lipídeo neutro é DSPC.  Em 

modalidades adicionais compreendendo um gRNA, o lipídeo PEG é 

PEG2k-DMG ou PEG2k-C11.  Em certas modalidades, o lipídeo amina 

é selecionado do lipídeo A e seus equivalentes, como um análogo acetal 

do lipídeo A. 

[00158] Numa modalidade, uma composição de LNP pode 

compreender um sgRNA.  Numa modalidade, uma composição de LNP 
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pode compreender um sgRNA de Cas9.  Numa modalidade, uma 

composição de LNP pode compreender um sgRNA de Cpf1.  Em 

algumas composições compreendendo um sgRNA, a LNP inclui um 

lipídeo amina, um lipídeo auxiliar, um lipídeo neutro e um lipídeo PEG.  

Em certas composições compreendendo um sgRNA, o lipídeo auxiliar é 

o colesterol.  Em outras  composições compreendendo um sgRNA, o 

lípido neutro é DSPC.  Em modalidades adicionais compreendendo um 

sgRNA, o lipídeo PEG é PEG2k-DMG ou PEG2k-C11.  Em certas 

modalidades, o lipídeo amina é selecionado do lipídeo A e seus 

equivalentes, como análogos acetais do lipídeo A.  

[00159] Em certas modalidades, uma composição de LNP 

compreende um mRNA que codifica uma Cas nuclease e um gRNA, que 

pode ser um sgRNA.  Em uma modalidade, uma composição de LNP 

pode compreender um lipídeo amina, um mRNA que codifica uma Cas 

nuclease, um gRNA, um lipídeo auxiliar, um lipídeo neutro e um lipídeo 

PEG.  Em certas composições compreendendo um mRNA que codifica 

uma nuclease de Cas e um gRNA, o lipídeo auxiliar é o colesterol.  Em 

algumas composições compreendendo um mRNA que codifica uma 

Cas nuclease e um gRNA, o lipídeo neutro é DSPC.  Em modalidades 

adicionais compreendendo um mRNA que codifica uma Cas nuclease e 

um gRNA, o lipídeo PEG é PEG2k-DMG ou PEG2k-C11.  Em certas 

modalidades, o lipídeo amina é selecionado do lipídeo A e seus 

equivalentes, como análogos acetais do lipídeo A.  

[00160] Em certas modalidades, as composições de LNP incluem um 

mRNA de Cas nuclease, como um mRNA de Cas Classe 2 e pelo menos 

um gRNA.  Em certas modalidades, a composição de LNP inclui uma 

razão 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 formulação de LNP inclui uma razão 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 formulação 

de LNP inclui uma razão 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 razões são em peso. Em algumas 

modalidades, a formulação de LNP inclui uma razão 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 razão é de cerca 

de 3:1 a 1:3, cerca de 2:1 a 1:2, cerca de 5:1 a 1:2, cerca de 5:1 a 1:1, 

cerca de 3:1 a 1:2, cerca de 3:1 a 1:1, cerca de 3:1, cerca de 2:1 a 1:1.  

Em algumas modalidades, a razão de gRNA para mRNA é de cerca de 

3:1 ou cerca de 2:1 Em algumas modalidades, a razão de mRNA de 

gRNA para Cas nuclease, como a Cas nuclease Classe 2, é de cerca 

de 1:1. A razão 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 composições de LNP aqui divulgadas podem incluir um 

ácido nucleico modelo.  O ácido 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 ácido nucleico 

modelo pode ser coformulado com um RNA guia. Em algumas 

modalidades, o ácido nucleico modelo pode ser co-formulado com um 

mRNA que codifica uma Cas nuclease e um RNA guia.  Em algumas 

modalidades, o ácido nucleico modelo pode ser formulado 

separadamente de um mRNA que codifica uma Cas nuclease ou um 

RNA guia. O ácido nucleico modelo pode ser distribuído com ou 

separadamente das composições de LNP.  Em algumas modalidades, 

o ácido nucleico modelo pode ser de fita simples ou dupla, dependendo 

do mecanismo de reparo desejado.  O modelo pode ter regiões de 

homologia para o DNA alvo ou para sequências adjacentes ao DNA 

alvo.   

[00162] Em algumas modalidades, os LNPs são formados pela 
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mistura de uma solução aquosa de RNA com uma solução lipídica à 

base de solvente orgânico, por exemplo, 100% de etanol.  Soluções ou 

solventes adequados incluem ou podem conter: água, PBS, tampão 

Tris, NaCl, tampão citrato, etanol, clorofórmio, éter dietílico, ciclo-

hexano, tetra-hidrofurano, metanol, isopropanol.  Um tampão 

farmaceuticamente aceitável, por exemplo, para administração in vivo 

de LNPs, pode ser usado. Em certas modalidades, um tampão é usado 

para manter o pH da composição compreendendo LNPs em pH 6,5 ou 

acima.   Em certas modalidades, um tampão é usado para manter o pH 

da composição compreendendo LNPs em pH 7,0 ou acima.  Em certas 

modalidades, a composição tem um pH variando de cerca de 7,2 a cerca 

de 7,7.  Em modalidades adicionais, a composição 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 composição tem um pH de cerca de 7,2, 

7,3, 7,4, 7,5, 7,6 ou 7,7.  O pH de uma composição pode ser medido 

com uma sonda de micro pH.  Em certas modalidades, um crioprotetor 

é incluído na composição.  Exemplos não limitativos de crioprotetores 

incluem sacarose, trealose, glicerol, DMSO e etileno glicol.  

Composições exemplificativas podem incluir até 10% de crioprotetor, 

como, por exemplo, sacarose.  Em certas modalidades, a composição 

de LNP pode incluir cerca de 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 ou 10% de 

crioprotetor.  Em certas modalidades, a composição de LNP pode incluir 

cerca de 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 ou 10% de sacarose.  Em algumas 

modalidades, a composição de LNP pode incluir um tampão.  Em 

algumas modalidades, o tampão pode compreender um tampão fosfato 

(PBS), um tampão Tris, um tampão citrato e misturas dos mesmos.  Em 

certas modalidades exemplificativas, o tampão 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 tampão é um tampão 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 

tampão compreende NaCl e Tris.  Certas modalidades exemplificativas 

das composições de LNP contêm sacarose a 5% e NaCl 45 mM em 

tampão Tris.  Em outras modalidades exemplificativas, as composições 

contêm 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, 

tampão e crioprotetor podem variar de tal modo que a osmolalidade da 

formulação geral seja mantida.  Por exemplo, a osmolaridade final pode 

ser mantida em menos de 450 mOsm/L. Em outras modalidades, a 

osmolaridade está entre 350 e 250 mOsm/L. Certas modalidades têm 

uma osmolalidade final de 300 +/- 20 mOsm/L.   

[00163] Em algumas modalidades, mistura microfluídica, mistura T 

ou mistura cruzada é usada.  Em certos aspectos, as taxas de fluxo, 

tamanho da junção, geometria da junção, forma da junção, diâmetro do 

tubo, soluções e/ou concentrações de RNA e lipídeos podem variar.  As 

composições de LNP ou LNP podem ser concentradas ou purificadas, 

por exemplo, via diálise, filtração de fluxo tangencial ou cromatografia.  

Os LNPs podem ser armazenados como uma suspensão, uma emulsão 

ou um pó liofilizado, por exemplo.  Em algumas modalidades, uma 

composição de LNP é armazenada a 2-8°C, em certos aspectos, as 

composições de LNP são armazenadas à temperatura ambiente.  Em 

modalidades adicionais, uma composição de LNP é armazenada 

congelada, por exemplo, a -20°C ou -80°C. Em outras modalidades, 

uma composição de LNP é armazenada a uma temperatura variando de 

cerca de 0°C a cerca de -80°C. As composições de LNP congeladas 
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podem ser descongeladas antes do uso, por exemplo no gelo, a 4°C, à 

temperatura ambiente ou a 25°C. As composições de LNP congeladas 

podem ser mantidas a várias temperaturas, por exemplo no gelo, a 4°C, 

à temperatura ambiente, a 25°C ou a 37°C. 

[00164] Em algumas modalidades, uma composição de LNP tem 

mais de cerca de 80% de encapsulamento. Em algumas modalidades, 

uma composição de LNP tem um tamanho de partícula menor que cerca 

de 120 nm. Em algumas modalidades, uma composição de LNP tem um 

pdi menor que cerca de 0,2. Em algumas modalidades, pelo menos 

duas dessas características estão presentes. Em algumas modalidades, 

cada uma dessas três características está presente. Os métodos 

analíticos para determinar esses parâmetros são discutidos abaixo na 

seção geral de reagentes e métodos. 

[00165] Em algumas modalidades, mistura microfluídica, mistura T 

ou mistura cruzada é usada. Em certos aspectos, as taxas de fluxo, 

tamanho da junção, geometria da junção, forma da junção, diâmetro do 

tubo, soluções e/ou concentrações de RNA e lipídeos podem variar. As 

composições de LNP ou LNP podem ser concentradas ou purificadas, 

por exemplo, via diálise ou cromatografia. Os LNPs podem ser 

armazenados como uma suspensão, uma emulsão ou um pó liofilizado, 

por exemplo. Em algumas modalidades, as composições de LNP são 

armazenadas a 2-8°C, em certos aspectos, as composições de LNP são 

armazenadas à temperatura ambiente. Em modalidades adicionais, a 

composição de LNP é armazenada congelada, por exemplo a -20°C ou 

-80°C. Em outras modalidades, a composição de LNP é armazenada a 

uma temperatura variando de 0°C a -80°C. As composições de LNP 

congeladas podem descongelar antes de usar, por exemplo, no gelo, à 

temperatura ambiente ou a 25°C. 

[00166] A Dispersão Dinâmica da Luz ("DLS") pode ser usada para 

caracterizar o índice de polidispersividade ("pdi") e o tamanho das LNPs 
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da presente divulgação. A DLS mede a dispersão da luz resultante da 

submissão de uma amostra a uma fonte de luz. PDI, conforme 

determinado a partir de medições DLS, representa a distribuição do 

tamanho de partícula (em torno do tamanho médio de partícula) em uma 

população, com uma população 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 têm um 

tamanho de 1 a 250 nm. Em algumas modalidades, os LNPs têm um 

tamanho de 10 a 200 nm. Em outras modalidades, os LNPs têm um 

tamanho de 20 a 150 nm. Em algumas modalidades, os LNPs têm um 

tamanho de 50 a 150 nm. Em algumas modalidades, os LNPs têm um 

tamanho de 50 a 100 nm. Em algumas modalidades, os LNPs têm um 

tamanho de 50 a 120 nm. Em algumas modalidades, os LNPs têm um 

tamanho de 75 a 150 nm. Em algumas modalidades, os LNPs têm um 

tamanho de 30 a 200 nm. Salvo indicação em contrário, todos os 

tamanhos aqui referidos são os tamanhos médios (diâmetros) das 

nanopartículas totalmente formadas, medidas por dispersão dinâmica 

da luz num Malvern Zetasizer. A amostra de nanopartículas é diluída em 

solução salina tamponada com fosfato (PBS) para que a taxa de 

contagem seja de aproximadamente 200-400 kcts. Os dados são 

apresentados como uma média ponderada da medida de intensidade. 

Em algumas modalidades, as LNPs são formadas com uma eficiência 

média de encapsulamento variando de 50% a 100%. Em algumas 

modalidades, as LNPs são formadas com uma eficiência média de 

encapsulamento variando de 50% a 70%. Em algumas modalidades, as 

LNPs são formadas com uma eficiência média de encapsulamento 
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variando de 70% a 90%. Em algumas modalidades, as LNPs são 

formadas com uma eficiência média de encapsulamento variando de 

90% a 100%. Em algumas modalidades, as LNPs são formadas com 

uma eficiência média de encapsulamento variando de 75% a 95%. 

[00168] Em algumas modalidades, as LNPs associadas aos gRNAs 

aqui divulgados são para uso na preparação de um medicamento para 

o tratamento de ATTR. Em algumas modalidades, as LNPs associadas 

aos gRNAs divulgados neste documento são para uso na preparação 

de um medicamento para reduzir ou impedir a acumulação e agregação 

de TTR em amiloides ou fibrilas amiloides em sujeitos com ATTR. Em 

algumas modalidades, as LNPs associadas aos gRNAs aqui divulgados 

são para uso na preparação de um medicamento para reduzir a 

concentração sérica de TTR. Em algumas modalidades, as LNPs 

associadas aos gRNAs aqui divulgados são para uso no tratamento de 

ATTR em um sujeito, como um mamífero, por exemplo, um primata 

como um humano. Em algumas modalidades, as LNPs associadas aos 

gRNAs aqui divulgados são para uso na redução ou prevenção da 

acumulação e agregação de TTR em amiloides ou fibrilas amiloides em 

sujeitos com ATTR, como um mamífero, por exemplo, um primata como 

um humano. Em algumas modalidades, as LNPs associadas aos 

gRNAs aqui divulgados são para uso na redução da concentração 

sérica de TTR em um sujeito, como um mamífero, por exemplo, um 

primata como um humano.  

[00169] A eletroporação também é um meio bem conhecido para 

distribuição de carga, e qualquer metodologia de eletroporação pode ser 

usada para distribuição de qualquer um dos gRNAs aqui divulgados. Em 

algumas modalidades, a eletroporação 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 invenção compreende um 

método para distribuir qualquer um dos gRNAs aqui divulgados a uma 

célula ex vivo, em que o gRNA está associado a um LNP ou não 

associado a um LNP. Em algumas modalidades, o gRNA/LNP ou gRNA 

também está 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 invenção compreende vetores de 

DNA ou RNA que codificam qualquer um dos RNAs guia 

compreendendo qualquer uma ou mais das sequências guia descritas 

aqui. Em algumas modalidades, além das sequências guia de RNA, os 

vetores compreendem ainda ácidos nucleicos que não codificam RNAs 

guia. Os ácidos nucleicos que não codificam o RNA guia incluem, mas 

não estão limitados a, promotores, intensificadores, sequências 

reguladoras e ácidos 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 sequência(s) de 

nucleotídeos que codificam um crRNA, um trRNA ou um crRNA e trRNA. 

Em algumas modalidades, o vetor compreende uma ou mais 

sequência(s) de nucleotídeos 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 Cpf1. Em algumas modalidades, o vetor 

compreende uma ou mais sequência(s) de nucleotídeos que codificam 

um crRNA, um trRNA e um mRNA que codifica uma nuclease de DNA 

guiado por RNA, que pode ser uma proteína Cas, como Cas9. Numa 

modalidade, o Cas9 é de Streptococcus pyogenes (isto é, Spy Cas9). 

Em algumas modalidades, a sequência nucleotídica que codifica o 

crRNA, trRNA ou crRNA e trRNA (que pode ser um sgRNA) 

compreende ou consiste em uma sequência guia flanqueada por toda 

ou parte de uma sequência de repetição de um sistema CRISPR/Cas 
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de ocorrência natural. O ácido nucleico compreendendo ou consistindo 

no crRNA, trRNA ou crRNA e trRNA pode ainda compreender uma 

sequência de vetores em que a sequência de vetores compreende ou 

consiste em ácidos nucleicos que não são naturalmente encontrados 

juntos com o crRNA, trRNA ou crRNA e trRNA. 

[00172] Em algumas modalidades, o crRNA e o trRNA são 

codificados por ácidos nucleicos não contíguos dentro de um vetor. Em 

outras modalidades, o crRNA e o trRNA podem ser codificados por um 

ácido nucleico contíguo. Em algumas modalidades, o crRNA e o trRNA 

são codificados por fitas opostas de um único ácido nucleico. Em outras 

modalidades, o crRNA e o trRNA são codificados pela mesma fita de 

um único ácido 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 nanopartícula lipídica, lipossoma, 

nanopartícula não lipídica ou capsídeo viral.  Os vetores exemplificativos 

não limitativos incluem plasmídeos, fagomídeos, cosmídeos, 

cromossomos artificiais, minicromossomos, transposons, vetores virais 

e vetores de expressão. 

[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 inserção, exclusão ou substituição 

de um ou mais nucleotídeos para facilitar a clonagem ou de modo que 

uma ou mais propriedades do vetor sejam alteradas. Tais propriedades 

podem incluir capacidade de empacotamento, eficiência de transdução, 

imunogenicidade, integração de genoma, replicação, transcrição e 

tradução. Em algumas modalidades, uma porção do genoma viral pode 

ser excluída de modo que o vírus seja capaz de empacotar sequências 

exógenas com um tamanho maior. Em algumas modalidades, o vetor 
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viral pode ter uma eficiência de transdução intensificada. Em algumas 

modalidades, a resposta imune induzida pelo vírus em um hospedeiro 

pode ser reduzida. Em algumas modalidades, os genes virais (como, 

por exemplo, integrase) que promovem a integração da sequência viral 

em um genoma hospedeiro podem ser mutados de modo que o vírus se 

torne não integrante. Em algumas modalidades, o vetor viral pode estar 

com defeito de replicação. Em algumas modalidades, o vetor viral pode 

compreender sequências de controle de transcrição ou tradução 

exógenas para conduzir a expressão de sequências de codificação no 

vetor. Em algumas modalidades, o vírus pode ser dependente do 

auxiliar. Por exemplo, o vírus pode precisar de um ou mais vírus 

auxiliares para fornecer componentes virais (como, por exemplo, 

proteínas virais) necessários para amplificar e empacotar os vetores em 

partículas 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 

vírus pode ser livre de auxiliar. Por exemplo, o vírus pode ser capaz de 

amplificar e empacotar os vetores sem nenhum vírus auxiliar. Em 

algumas modalidades, o sistema vetorial descrito aqui também pode 

codificar os componentes virais necessários para a amplificação e 

empacotamento do vírus. 

[00175] Os vetores virais exemplificativos não limitativos incluem o 

vetor de vírus adeno-associado (AAV), vetores de lentivírus, vetores de 

adenovírus, vetores adenovirais dependentes de auxiliares (HDAd), 

vetores de vírus herpes simplex (HSV-1), bacteriófago T4, vetores de 

baculovírus e vetores de retrovírus. Em algumas modalidades, o vetor 

viral pode ser um vetor AAV. Em algumas modalidades, o vetor viral é 

AAV2, AAV3, AAV3B, AAV5, AAV6, AAV6.2, AAV7, AAVrh.64R1, 

AAVhu.37, AAVrh.8, AAVrh.32.33, AAV8, AAV9, AAVrh10 ou AAVLK03. 
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Em outras modalidades, o vetor viral pode um vetor de lentivírus.  

[00176] Em algumas modalidades, o lentivírus pode não ser 

integrante. Em algumas modalidades, o vetor viral pode ser um vetor 

adenovírus. Em algumas modalidades, o adenovírus pode ser um 

adenovírus de capacidade de alta clonagem ou "sem reforço", onde 

todas as regiões virais codificadoras, além das repetições terminais 

invertidas 5' e 3' (ITRs) e o sinal de empacotamento ('I'), são excluídas 

do vírus 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 sequência de empacotamento 

requer um vírus auxiliar com componentes estruturais para 

empacotamento, enquanto um vetor HSV-1 excluído de 30kb que 

remove funções virais não essenciais não requer vírus auxiliar. Em 

modalidades adicionais, o vetor viral pode ser o bacteriófago T4. Em 

algumas modalidades, o bacteriófago T4 pode ser capaz de empacotar 

quaisquer moléculas lineares ou circulares de DNA ou RNA quando a 

cabeça do vírus é esvaziada. Em outras modalidades, o vetor viral pode 

ser um vetor de baculovírus. Em ainda outras modalidades, o vetor viral 

pode ser um vetor de retrovírus. Em modalidades que usam vetores 

AAV ou lentivirais, que possuem menor capacidade de clonagem, pode 

ser necessário 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 sequências que 

codificam uma nuclease de DNA guiado por RNA, como uma Cas 

nuclease, enquanto um segundo vetor AAV pode conter uma ou mais 

sequências guia. 

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

direcionar a expressão de uma ou mais sequências de codificação em 
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uma célula. Em algumas modalidades, a célula pode ser uma célula 

procariótica, como, por exemplo, uma célula bacteriana. Em algumas 

modalidades, a célula pode ser uma célula eucariótica, como, por 

exemplo, uma célula de levedura, planta, inseto ou mamífero. Em 

algumas modalidades, a célula eucariótica pode ser uma célula de 

mamífero. Em algumas modalidades, a célula eucariótica pode ser uma 

célula de roedor. Em algumas modalidades, a célula eucariótica pode 

ser uma célula humana. Os promotores adequados para conduzir a 

expressão em diferentes tipos de células são conhecidos na técnica. Em 

algumas modalidades, o promotor pode ser do tipo selvagem. Em outras 

modalidades, o promotor pode ser modificado para expressão mais 

eficiente ou eficaz. Em ainda outras modalidades, o promotor pode ser 

truncado e ainda reter sua função. Por exemplo, o promotor pode ter um 

tamanho normal ou um tamanho reduzido adequado para o 

empacotamento adequado do vetor em um vírus. 

[00178] Em algumas modalidades, o vetor pode compreender uma 

sequência de nucleotídeos 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 proteína Cas. Em 

algumas modalidades, o sistema de vetor pode compreender uma cópia 

da sequência de nucleotídeos que codifica a nuclease. Em outras 

modalidades, o sistema de vetor pode compreender mais de uma cópia 

da sequência de nucleotídeos que codifica a nuclease. Em algumas 

modalidades, a sequência de nucleotídeos que codifica a nuclease pode 

estar operacionalmente ligada a pelo menos uma sequência de controle 

de transcrição ou tradução. Em algumas modalidades, a sequência 

nucleotídica que codifica a nuclease pode estar operacionalmente 

ligada a pelo menos um promotor. 

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

induzível ou específico de tecido. Em algumas modalidades, o promotor 
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pode ser um promotor constitutivo. Os promotores constitutivos 

exemplificativos não limitativos incluem o promotor inicial imediato de 

citomegalovírus (CMV), promotor do vírus símio (SV40), promotor tardio 

principal de adenovírus (MLP), promotor do vírus do sarcoma Rous 

(RSV), promotor do vírus do tumor mamário 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 combinação 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 induzível. Os promotores indutíveis exemplificativos não 

limitativos incluem aqueles induzíveis por choque térmico, luz, produtos 

químicos, peptídeos, metais, esteroides, antibióticos ou álcool. Em 

algumas modalidades, o promotor induzível pode ser aquele que possui 

um baixo nível de expressão basal (não induzida), como, por exemplo, 

o promotor Tet-On® (Clontech).  

[00180] Em algumas modalidades, o promotor pode ser um promotor 

específico de tecido, por exemplo, um promotor específico para 

expressão no fígado. 

[00181]  O vetor pode ainda compreender uma sequência 

nucleotídica que codifica o RNA guia aqui descrito. Em algumas 

modalidades, o vetor compreende uma cópia do RNA guia. Em outras 

modalidades, o vetor compreende mais de uma cópia do RNA guia. Em 

modalidades com mais de um RNA guia, os RNAs guia podem ser não 

idênticos, de modo que direcionem sequências alvo diferentes ou 

podem ser idênticos, pois direcionam a mesma sequência 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 sequência nucleotídica que codifica o RNA 

guia pode ser operacionalmente ligada a pelo menos uma sequência de 

controle de transcrição ou tradução, como um promotor, um UTR 3' ou 

um UTR 5'.  Numa modalidade, o promotor pode ser um promotor de 

tRNA, por exemplo, tRNALys3, 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 III (Pol III). Exemplos não limitativos 

de promotores de Pol III incluem promotores U6 e H1. Em algumas 

modalidades, a sequência nucleotídica que codifica o RNA guia pode 

ser operacionalmente ligada a um promotor U6 humano ou de 

camundongo. Em outras modalidades, a sequência nucleotídica 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 expressão podem ser iguais 

ou diferentes. Em algumas modalidades, o nucleotídeo que codifica o 

crRNA do RNA guia e o nucleotídeo que codifica o trRNA do RNA guia 

podem ser fornecidos no mesmo vetor. Em algumas modalidades, o 

nucleotídeo que codifica o crRNA e o nucleotídeo que codifica o trRNA 

podem ser acionados pelo mesmo promotor. Em algumas modalidades, 

o crRNA e o trRNA podem ser transcritos em um único transcrito. Por 

exemplo, o crRNA e o trRNA podem ser processados a partir do único 

transcrito para formar um RNA guia de molécula dupla. 

Alternativamente, o crRNA e o trRNA podem ser transcritos para um 

RNA guia de molécula única (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 sequência nucleotídica que 

codifica o RNA guia pode estar localizada no mesmo vetor 

compreendendo a sequência nucleotídica que codifica uma nuclease de 

DNA guiado por RNA, como uma Cas nuclease. Em algumas 

modalidades, a expressão do RNA guia e da nuclease de DNA guiado 

por RNA, como uma proteína Cas, pode ser conduzida por seus próprios 

promotores correspondentes. Em algumas modalidades, a expressão 

do RNA guia pode ser conduzida pelo mesmo promotor que direciona a 

expressão da nuclease de DNA guiado por RNA, como uma proteína 

Cas. Em algumas modalidades, o RNA guia e a nuclease de DNA 

guiado por RNA, como um transcrito de proteína Cas, podem estar 

contidos em um único transcrito. Por exemplo, o RNA guia pode estar 

dentro de uma região não traduzida (UTR) da nuclease de DNA guiada 

por RNA, como um transcrito da proteína Cas. Em algumas 

modalidades, o RNA guia pode estar dentro da UTR 5' da transcrição. 

Em outras modalidades, o RNA guia pode estar dentro da UTR 3' da 

transcrição. 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 íntron do transcrito. Em 

algumas modalidades, sítios de emenda adequados podem ser 

adicionados no íntron dentro do qual o RNA guia está localizado, de 

modo que o RNA guia seja adequadamente emendado do transcrito. 

Em algumas modalidades, a expressão da nuclease de DNA guiado por 

RNA, como uma proteína Cas e o RNA guia a partir do mesmo vetor, 

em proximidade temporal estreita, pode facilitar a formação mais 

eficiente do complexo CRISPR RNP. 

[00183] Em algumas modalidades, as composições compreendem 

um sistema vetorial. Em algumas modalidades, o sistema de vetor pode 
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compreender um único vetor. Em outras modalidades, o sistema de 

vetores pode compreender dois vetores. Em modalidades adicionais, o 

sistema de vetor pode compreender três vetores. Quando diferentes 

RNAs guia são usados para multiplexação, ou quando várias cópias do 

RNA guia são usadas, o sistema vetorial pode compreender mais de 

três vetores. 

[00184] Em algumas modalidades, o sistema de vetor pode 

compreender promotores induzíveis para iniciar a expressão somente 

depois que ele é distribuído a uma célula alvo. Os promotores indutíveis 

exemplificativos não limitativos incluem aqueles induzíveis por choque 

térmico, luz, produtos químicos, peptídeos, metais, esteroides, 

antibióticos ou álcool. Em algumas modalidades, o promotor induzível 

pode ser aquele que possui um baixo nível de expressão basal (não 

induzida), como, por exemplo, o promotor Tet-On® (Clontech). 

[00185] Em modalidades adicionais, o sistema de vetor pode 

compreender promotores específicos de tecido para iniciar a expressão 

somente após ser distribuído em um tecido específico. 

[00186] O vetor pode ser distribuído por lipossoma, uma 

nanopartícula, um exossomo ou uma microvesícula. O vetor também 

pode ser distribuído por uma nanopartícula lipídica (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 conteúdo é aqui incorporado por 

referência em sua totalidade. Qualquer uma das formulações de LNP e 

LNPs aqui descritas é adequada para a distribuição das guias 

isoladamente ou em conjunto uma cas nuclease ou um mRNA que 

codifica uma cas nuclease. Em algumas modalidades, uma composição 

de LNP é englobada compreendendo: um componente de RNA e um 

componente lipídico, em que o componente lipídico compreende um 

lipídeo de amina, um lipídeo neutro, um lipídeo auxiliar e um lipídeo 

Petição 870200059104, de 13/05/2020, pág. 254/405



161/319 

furtivo; e em que a razão N/P é de cerca de 1-10. 

[00187] Em alguns casos, o componente lipídico compreende o 

lipídeo A ou seu análogo acetal, colesterol, DSPC e PEG-DMG; e em 

que a razão N/P é de cerca de 1-10. Em algumas modalidades, o 

componente lipídico compreende: cerca de 40-60% em peso de lipídeo 

de amina; cerca de 5-15% em peso de lípido neutro; e cerca de 1,5 a 

10% em mol de lipídeo PEG, em que o restante do componente lipídico 

é lipídeo auxiliar e em que a razão N/P da composição de LNP é de 

cerca de 3-10. Em algumas modalidades, o componente lipídico 

compreende cerca de 50-60% em peso de lipídeo de amina; cerca de 8 

a 10% em peso de lípido neutro; e cerca de 2,5-4% em mol de lipídeo 

PEG, em que o restante do componente lipídico é lipídeo auxiliar e em 

que a razão N/P da composição de LNP é de cerca de 3-8. Em alguns 

casos, o componente lipídico compreende: cerca de 50-60% em peso 

de lipídeo de amina; cerca de 5-15% em mol de DSPC; e cerca de 2,5-

4% em mol de lipídeo PEG, em que o restante do componente lipídico 

é colesterol e em que a razão N/P da composição de LNP é de cerca de 

3-8. Em alguns casos, o componente lipídico compreende: 48-53% em 

mol de lipídeo A; cerca de 8-10% em mol de DSPC; e 1,5-10% em mol 

de lipídeo PEG, em que o restante do componente lipídico é colesterol 

e em que a razão N/P da composição de LNP é 3-8 ± 0,2. 

[00188] Em algumas modalidades, o vetor pode ser distribuído 

sistemicamente. Em algumas modalidades, o vetor pode ser distribuído 

na circulação hepática.  

[00189] Esta descrição e modalidades exemplificativas não devem 

ser consideradas limitativas.  Para os fins deste relatório descritivo e 

reivindicações anexas, a menos que indicado de outra forma, todos os 

números que expressam quantidades, porcentagens ou proporções e 

outros valores numéricos usados no relatório descritivo e reivindicações 

devem ser entendidos como modificados em todas as instâncias pelo 
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termo "cerca de" na medida em que ainda não estejam tão modificados.  

Por conseguinte, a menos que indicado o contrário, os parâmetros 

numéricos estabelecidos no seguinte relatório descritivo e nas 

reivindicações anexas são aproximações que podem variar 

dependendo das propriedades desejadas que se buscam obter.  Ao 

final, e não como uma tentativa de limitar a aplicação da doutrina de 

equivalentes ao escopo das reivindicações, cada parâmetro numérico 

deve ser pelo menos interpretado à luz do número de dígitos 

significativos relatados e pela aplicação de técnicas de arredondamento 

ordinárias.   

[00190] Note-se que, conforme usado neste relatório descritivo e nas 

reivindicações 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 não limitativas, de modo que a recitação de itens 

em uma lista não exclua outros itens semelhantes que podem ser 

substituídos ou adicionados aos itens listados. 

EXEMPLOS 

[00191] Os exemplos a seguir são fornecidos para ilustrar certas 

modalidades divulgadas e não devem ser interpretados como limitando 

o escopo desta divulgação de nenhuma forma. 

Exemplo 1. Materiais e Métodos 

Transcrição 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 transcrição in vitro usando um modelo de DNA de plasmídeo 

linearizado e polimerase de RNA T7. O DNA do plasmídeo contendo um 

promotor T7, uma sequência para transcrição de acordo com a SEQ ID 

NO: 1 ou 2 e uma região poli (A/T) de 100 nt foi linearizada por 
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incubação a 37°C por 2 horas com XbaI com as seguintes condições: 

200 ng/μL de plasmídeo, 2 U/μL de XbaI (NEB) e 1x tampão de reação. 

O XbaI foi inativado por aquecimento da reação a 65°C por 20 min. O 

plasmídeo linearizado foi purificado a partir de sais de enzima e tampão 

usando uma coluna de sílica maxi spin (Epoch Life Sciences) e 

analisado por gel de agarose para confirmar a linearização. A reação de 

IVT para gerar mRNA modificado por Cas9 foi incubada a 37°C por 4 

horas nas seguintes condições: plasmídeo linearizado a 50 ng/μL; 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/μL de inibidor da 

RNase murina (NEB); 0,004 U/μL de E. coli pirofosfatase inorgânica 

(NEB); e 1x tampão de reação. Após a incubação de 4 horas, a TURBO 

DNase (ThermoFisher) foi adicionada a uma concentração final de 0,01 

U/μL e a reação foi incubada por mais 30 minutos para remover o 

modelo de DNA. O mRNA de Cas9 foi purificado a partir de enzimas e 

nucleotídeos usando um kit de limpeza de transcrição MegaClear de 

acordo com o protocolo do fabricante (ThermoFisher). Alternativamente, 

o mRNA foi purificado através de um protocolo de precipitação, que em 

alguns casos foi seguido por purificação por HPLC. Resumidamente, 

após a digestão com DNase, o mRNA foi precipitado adicionando 0,21x 

vol de uma solução de LiCl 7,5 M e misturando, e o mRNA precipitado 

foi peletizado por centrifugação.  Uma vez removido o sobrenadante, o 

mRNA foi reconstituído em água. O mRNA foi precipitado novamente 

usando acetato de amônio e etanol. Foi adicionado acetato de amônio 

5M à solução de mRNA para uma concentração final de 2M juntamente 

com 2x volume de EtOH a 100%. A solução foi misturada e incubada a 

-20°C por 15 min. O mRNA precipitado foi novamente peletizado por 

centrifugação, o sobrenadante foi removido e o mRNA foi reconstituído 

em água. Como etapa final, o mRNA foi precipitado usando acetato de 

sódio e etanol. Foi adicionado à solução 1/10 de acetato de sódio 3 M 
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(pH 5,5), juntamente com 2x volume de EtOH a 100%. A solução foi 

misturada e incubada a -20°C por 15 min.  O mRNA precipitado foi 

novamente peletizado por centrifugação, o sobrenadante foi removido, 

o pelete foi lavado com etanol frio a 70% e deixado secar ao ar. O mRNA 

foi reconstituído em água. Para o mRNA purificado por HPLC, após a 

precipitação e reconstituição 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 frações escolhidas para a mistura foram 

combinadas e dessalinizadas por precipitação com acetato de 

sódio/etanol como descrito acima. A concentração do transcrito foi 

determinada medindo a absorbância 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 são referidas abaixo em 

relação aos RNAs, entende-se que Ts devem ser substituídos 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 são identificados pela 

SEQ ID NO. 

[00194] SEQ ID NO: 1: Sequência Cas9 1 para transcrição. 
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[00195] SEQ ID NO: 2: Sequência Cas9 2 para transcrição.  
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Projeto de guia TTR humana e TTR humana com projeto de guia de 

homologia de macaco cynomolgus 

[00196] A seleção inicial do guia foi realizada in silico usando um 

genoma de referência humano (por exemplo, hg38) e regiões 

genômicas definidas pelo usuário de interesse (por exemplo, éxons de 

codificação da proteína TTR), para identificar PAMs nas regiões de 

interesse. Para cada PAM identificado, análises foram realizadas e 

estatísticas relatadas. As moléculas de gRNA foram ainda selecionadas 

e ordenadas com base em vários 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 regiões de codificação de 
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proteínas nos Éxon 1, 2, 3 e 4. Do total de 68 guias, 33 eram 100% 

homólogos em macacos cynomolgus (“cyno”). Além disso, para 10 dos 

guias TTR humanos que não eram perfeitamente homólogos em cyno, 

os guias "substitutos" foram projetados e feitos em paralelo para 

combinar perfeitamente com a sequência alvo de cyno correspondente. 

Esses guias "substitutos" ou "ferramentas" podem ser rastreados em 

cyno, por exemplo, para aproximar a atividade e a função da sequência 

guia humana homóloga. Sequências guia e coordenadas genômicas 

correspondentes são fornecidas (Tabela 1).  Todos os RNAs guia foram 

feitos como RNAs duplos e um subconjunto das sequências guia foram 

feitas como RNA guia único modificado (Tabela 2). Alinhamento de ID 

de guia entre os IDs de RNA guia duplo (dgRNA), IDs de RNA único 

guia modificado (sgRNA), o número de incompatibilidades para o 

genoma cyno, bem como os IDs correspondentes exatos de cyno são 

fornecidos (Tabela 3). Onde dgRNAs são usados nas experiências 

detalhadas ao longo dos Exemplos, a SEQ ID NO: 270 foi usada. 

Distribuição de mRNA de Cas9 e RNA guia in vitro 

[00197] Linhagem celular HEK293_Cas9. A linhagem celular de 

adenocarcinoma de rim embrionário humano HEK293 que expressa 

constitutivamente Spy Cas9 ("HEK293_Cas9") foi cultivada em meio 

DMEM suplementado com 10% de soro fetal bovino e 500 µg/ml de 

G418. As células foram plaqueadas a uma densidade de 10.000 

células/poço em uma placa de 96 poços 24 horas antes da transfecção. 

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 

µL/poço) 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/poço em uma placa de 

96 poços 20 horas antes da transfecção. As células foram transfectadas 

com Lipofectamine MessengerMAX (ThermoFisher, Cat. LMRNA003) 

de acordo com o protocolo do fabricante. As células foram transfectadas 

sequencialmente com um lipoplex contendo mRNA Spy Cas9 (100 ng), 

MessengerMAX (0,3 µL/poço) e OptiMem, seguido de um lipoplex 

separado contendo crRNA individual (25 nM), RNA traçador (25 nM), 

MessengerMAX (0,3 µL/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 

poços revestidas com colágeno I Bio-coat (ThermoFisher, Cat. 877272) 

a uma densidade de 10.000 células/poço em uma placa de 96 poços 24 

horas antes da transfecção. 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 µL/poço) e OptiMem, seguido de lipoplex 

separado contendo crRNA individual (25 nM), RNA traçador (25 nM), 

Lipofectamine 2000 (0,2 µL/poço) e OptiMem. 

[00200] Hepatócitos primários do fígado.  Os hepatócitos primários 

do fígado humano (PHH) e os hepatócitos primários do fígado 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 

hepatócitos com suplementos (Gibco, Cat. CM7000), seguidas de 

centrifugação 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 hepatócitos mais pacote de 

suplementos (Invitrogen, Cat. A1217601 e CM3000). As células foram 

contadas e plaqueadas em placas de 96 poços revestidas com colágeno 

I Bio-coat (ThermoFisher, Cat. 877272) a uma densidade de 33.000 

células/poço para humanos ou 60.000 células/poço para cyno (ou 

65.000 células/poço ao testar efeitos em Proteína 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 CO2. Após a incubação, as células foram verificadas 

quanto à formação de monocamada e o meio foi substituído por meio 

de cultura de hepatócitos por um pacote de suplementos sem soro 

(Invitrogen, Cat. A1217601 e CM4000). 

[00201] As transfecções 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 µL/poço) e OptiMem seguido por um 

lipoplex separado contendo crRNA (25 nM) e RNA traçador (25 nM) ou 

sgRNA (25nM), Lipofectamine RNAiMax (0,4 µL/poço) e OptiMem. 

[00202] A formação de ribonucleotídeo foi realizada antes da 

eletroporação ou transfecção da proteína 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 único (sgRNAs) foi fervido a 95°C por 

2 min e resfriado até a temperatura ambiente. O dgRNA ou sgRNA 

fervido foi incubado com a proteína Spy Cas9 em Optimem por 10 

minutos em temperatura ambiente para formar um complexo de 

ribonucleoproteína (RNP).   
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[00203] Para eletroporação de RNP em hepatócitos humanos e 

citopatológicos primários, as células são descongeladas e 

ressuspensas no tampão P3 de célula primária de eletroporação Lonza 

a uma concentração de 2500 células por µL para hepatócitos humanos 

e 3500 células por µL para hepatócitos citológicos. Um volume de 20 µL 

de células ressuspensas e 5 µL de RNP são misturados por guia. 20 µL 

da mistura são colocados em uma placa de eletroporação Lonza. As 

células foram eletroporadas usando o nucleofetor Lonza com o 

protocolo predefinido EX-147. Após a eletroporação, as células são 

transferidas para uma placa Biocoat contendo meios de manutenção 

pré-aquecidos e colocadas em uma incubadora de cultura de tecidos a 

37°C e 5% de CO2. 

[00204] Para transfecções 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 traçador (10 nM), Lipofectamine RNAiMAX (1,0 µL/poço) 

e OptiMem. A formação de RNP foi realizada como descrito acima. 

[00205] Os LNPs foram formados por mistura microfluídica das 

soluções de lipídeos e RNA usando um instrumento de bancada 

Precision Nanosystems NanoAssemblrTM, de acordo com o protocolo 

do fabricante, ou mistura de fluxo cruzado.  

Formulação de LNP – NanoAssemblr 

[00206] Em geral, os componentes das nanopartículas lipídicas 

foram dissolvidos em etanol 100% com o componente lipídico de várias 

razões molares. As cargas de RNA foram dissolvidas em citrato 25 mM, 

NaCl 100 mM, pH 5,0, resultando em uma concentração de carga de 

RNA de aproximadamente 0,45 mg/mL. Os LNPs foram formulados com 

uma razão molar de amina lipídica para fosfato de RNA (N:P) de cerca 

de 4,5 ou cerca de 6, com a razão de mRNA para gRNA a 1:1 em peso.   
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[00207] Os LNPs foram formados por mistura microfluídica das 

soluções de lipídeos e RNA usando um instrumento de bancada 

Precision Nanosystems NanoAssemblrTM, de acordo com o protocolo 

do fabricante. Uma razão de 2:1 de solvente aquoso para orgânico foi 

mantida durante a mistura usando taxas de fluxo diferenciais. Após a 

mistura, os LNPs foram coletados, diluídos em água (aproximadamente 

1:1 v/v), mantidos por 1 hora em temperatura ambiente e posteriormente 

diluídos com água (aproximadamente 1:1 v/v) antes da troca final do 

tampão.  A troca final de tampão em Tris 50 mM, NaCl 45 mM, sacarose 

a 5% (p/v), pH 7,5 (TSS) foi concluída com colunas de dessalinização 

PD-10 (GE). Se necessário, as formulações foram concentradas por 

centrifugação com filtros centrífugos Amicon 100 kDa (Millipore). A 

mistura resultante foi então filtrada usando um filtro estéril de 0,2 μm. A 

LNP final foi armazenada a -80°C até uso posterior.   

Formulação de LNP – Fluxo cruzado 

[00208] Para as LNPs preparadas usando a técnica de fluxo cruzado, 

as LNPs foram formadas por impacto da mistura a jato do lipídeo em 

etanol com dois volumes de soluções de RNA e um volume de água. O 

lipídeo em etanol é misturado através de uma mistura cruzada com os 

dois volumes de solução de RNA. Uma quarta corrente de água é 

misturada com a corrente de saída do cruzado através de um tee em 

linha. (Ver WO2016010840  FIG.2.)  As LNPs foram mantidas por 1 hora 

à temperatura ambiente e posteriormente diluídas com água 

(aproximadamente 1:1 v/v). As LNPs diluídas foram concentradas 

usando filtração de fluxo tangencial em um cartucho de folha plana 

(Sartorius, 100kD MWCO) e depois trocados por tampão por diafiltração 

em Tris 50 mM, NaCl 45 mM, sacarose a 5% (p/v), pH 7,5 (TSS). 

Alternativamente, a troca final de tampão no TSS foi concluída com as 

colunas de dessalinização PD-10 (GE). Se necessário, as formulações 

foram concentradas por centrifugação com filtros centrífugos Amicon 
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100 kDa (Millipore). A mistura resultante foi então filtrada usando um 

filtro estéril de 0,2 μm. A LNP final foi armazenada a 4°C ou -80°C até o 

uso posterior.  

Analítica de Formulação 

[00209] A Dispersão Dinâmica da Luz ("DLS") é usada para 

caracterizar o índice de polidispersidade ("pdi") e o tamanho das LNPs 

da presente divulgação. A DLS mede a dispersão da luz resultante da 

submissão de uma amostra a uma fonte de luz. PDI, conforme 

determinado a partir de medições DLS, representa a distribuição do 

tamanho de partícula (em torno do tamanho médio das partículas) em 

uma população, com uma população perfeitamente uniforme tendo uma 

PDI de zero.  O tamanho médio das partículas e a polidispersidade são 

medidos por dispersão de luz dinâmica (DLS) usando um instrumento 

Malvern Zetasizer DLS. As amostras de LNP foram diluídas 30X em 

PBS antes de serem medidas por DLS. O diâmetro médio Z, que é uma 

medida baseada na intensidade do tamanho médio das partículas, foi 

relatado juntamente com o diâmetro médio numérico e a pdi. Um 

instrumento Malvern Zetasizer também é usado para medir o potencial 

zeta da LNP. As amostras são diluídas 1:17 (50uL em 800uL) em 0,1X 

PBS, pH 7,4 antes da medição.  

[00210] Um ensaio baseado em fluorescência (Ribogreen®, 

ThermoFisher Scientific) é usado para determinar a concentração total 

de RNA e o RNA livre. A eficiência da encapsulação é calculada como 

(RNA total - RNA livre)/RNA total. As amostras de LNP são diluídas 

adequadamente com 1x tampão TE contendo 0,2% de Triton-X 100 para 

determinar o RNA total ou 1x tampão TE para determinar o RNA livre.  

As curvas padrão são preparadas utilizando a solução de RNA inicial 

usada para fazer as formulações e diluídas em 1x tampão TE +/- 0,2% 

de Triton-X 100. O corante RiboGreen® diluído (de acordo com as 

instruções do fabricante) é adicionado a cada um dos padrões e 
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amostras e deixado incubar por aproximadamente 10 minutos em 

temperatura ambiente, na ausência de luz. Um leitor de microplacas 

SpectraMax M5 (Molecular Devices) é usado para ler as amostras com 

excitação, corte automático e comprimentos de onda de emissão 

definidos para 488 nm, 515 nm e 525 nm, respectivamente. O RNA total 

e o RNA livre são determinados a partir das curvas padrão apropriadas.   

[00211] A eficiência da encapsulação é calculada como (RNA total - 

RNA livre)/RNA total. O mesmo procedimento pode ser usado para 

determinar a eficiência 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 partículas era <120 nm e o pdi era  <0,2. 

Distribuição de LNP In Vivo 

[00213] A menos que indicado de outra forma, camundongos fêmeas 

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 soluções 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 após a dose para efeitos adversos. O peso 

corporal foi medido 24 horas após a administração e os animais foram 

sacrificados em vários momentos por exsanguinação por punção 

cardíaca sob anestesia com isoflourane. O sangue foi coletado em tubos 

separadores de soro ou em tubos contendo citrato de sódio tamponado 

para plasma, conforme descrito aqui.  Para estudos envolvendo edição 

in vivo, o tecido hepático foi coletado do lobo mediano ou de três lobos 

independentes (por exemplo, lobo mediano direito, mediano esquerdo e 

lateral esquerdo) de cada animal para extração e análise de DNA.  
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Análise ELISA de Transtirretina (TTR) usada em estudos com 

animais 

[00214] O sangue foi coletado e o soro foi isolado como indicado. Os 

níveis séricos totais de TTR de camundongo foram determinados 

usando um Kit ELISA de Pré-albumina de Camundongo (Transtiretina) 

(Aviva Systems Biology, Cat. OKIA00111); os níveis séricos de TTR em 

ratos foram medidos usando um kit ELISA específico para ratos (código 

de catálogo Aviva Systems Biology OKIA00159); os níveis séricos de 

TTR humano foram medidos usando um kit ELISA específico humano 

(código de catálogo Aviva Systems Biology OKIA00081); cada um de 

acordo com o protocolo do fabricante. Resumidamente, os soros foram 

diluídos em série com o diluente da amostra do kit até uma diluição final 

de 10.000 vezes ou 5.000 vezes ao medir a TTR humana nos soros de 

camundongo. 100ul da curva padrão preparada ou amostras de soro 

diluído foram adicionadas à placa ELISA, incubadas por 30 minutos em 

temperatura ambiente e depois lavadas 3 vezes com tampão de 

lavagem fornecido. 100 uL de anticorpo de detecção foram então 

adicionados a cada poço e incubados por 20 minutos à temperatura 

ambiente, seguidos por 3 lavagens. 100 uL de substrato são 

adicionados e incubados por 10 minutos em temperatura ambiente 

antes da adição de 100 uL de solução de parada. A absorbância do 

conteúdo foi medida no leitor de placas Spectramax M5 com análise 

usando o software SoftmaxPro versão 7.0. Os níveis séricos de TTR 

foram quantificados fora da curva padrão usando ajuste logístico de 4 

parâmetros e expressos em ug/mL de soro ou porcentagem de animais 

de controle relativo à nocaute (tratados com veículo). 

Isolamento de DNA genômico 

[00215] As células transfectadas foram colhidas após a transfecção 

às 24, 48 ou 72 horas. O DNA genômico foi extraído de cada poço de 

uma placa de 96 poços usando 50 µL/poço de solução de extração 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 análises NGS subsequentes, conforme descrito aqui. 

Análise de sequenciamento de próxima geração ("NGS") 

[00216] Para determinar quantitativamente a eficiência da edição no 

local alvo no genoma, foi utilizado o sequenciamento para identificar a 

presença de inserções e deleções introduzidas pela edição de genes. 

[00217] Os iniciadores foram projetados em torno do sítio alvo dentro 

do gene de interesse (por exemplo, TTR), e a área genômica de 

interesse foi amplificada.  

[00218] PCR adicional foi realizada de acordo com os protocolos do 

fabricante (Illumina) para adicionar química ao sequenciamento. Os 

amplicons foram sequenciados em um instrumento Illumina MiSeq. As 

leituras foram alinhadas a um genoma de referência (por exemplo, o 

genoma de referência humano (hg38), o genoma de referência 

cynomologus (mf5), o genoma de referência de rato (rn6) ou o genoma 

de referência de camundongo (mm10)) após eliminar aqueles com 

pontuações de baixa qualidade. Os arquivos resultantes que contêm as 

leituras foram mapeados para o genoma de referência (arquivos BAM), 

onde foram selecionadas leituras que se sobrepunham à região de 

interesse alvo e o número de leituras de tipo selvagem versus o número 

de leituras que contêm uma inserção, substituição ou deleção foi 

calculado. 

[00219] A porcentagem de edição (por exemplo, "eficiência de 

edição" ou "porcentagem de edição" ou "frequência indel") é definida 

como o número total de leituras de sequência com inserções/exclusões 

("indels") ou substituições sobre o número total de leituras de sequência, 

incluindo tipo selvagem. 

Análise da proteína transtirretina secretada ("TTR") por Western 

Blot 
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[00220] Os níveis secretados de proteína 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 mudanças de mídia foram realizadas a 

cada 3 dias após a transfecção. Seis dias após a transfecção, o meio foi 

removido e as células foram lavadas uma vez com meio que não 

continha soro fetal bovino (FBS). Meios sem soro foram adicionados às 

células e incubados a 37°C. Após 4 horas, o meio foi removido e 

centrifugado para peletizar quaisquer detritos; o número de células para 

cada poço foi estimado com base nos valores obtidos de um ensaio 

CTG nas células restantes e na comparação com a média da placa. 

Após centrifugação, o meio foi transferido para uma nova placa e 

armazenado a -20°C. Foi realizada uma precipitação com acetona do 

meio para precipitar qualquer proteína que havia sido secretada no 

meio. Foram adicionados quatro volumes de acetona gelada a um 

volume de meio. A solução 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 µl 

de tampão 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 tampão 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 transferência úmida 

para membrana de nitrocelulose de 0,45 µm (Bio-Rad, Cat. 1620115). 

As manchas foram bloqueadas usando 5% de leite seco em TBS por 30 

minutos em um balancim de laboratório à temperatura ambiente. As 

manchas foram lavadas com TBST e sondadas com anticorpo 
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monoclonal α-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 primário TTR. As manchas foram 

vedadas em um saco e mantidas durante a noite a 4°C em um balancim 

de laboratório. Após a incubação, as manchas foram lavadas 3 vezes 

por 5 min cada em TBST e sondadas com anticorpos secundários ao 

Coelho (ThermoFisher, Cat. PISA535571) a 1:25.000 em TBST por 30 

min à temperatura ambiente. Após a incubação, 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. 

Análise 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 após a transfecção, a mídia foi removida e as células 

foram lisadas com 50 µL/poço de tampão 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 

(concentração 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 conteúdo de proteínas dos 

lisados. O procedimento de teste de Bradford foi concluído 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 níveis 
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intracelulares de proteína TTR. Os lisados foram misturados com 

tampão 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 transferência úmida para membrana de nitrocelulose de 0,45 µm  

(Bio-Rad, Cat. 1620115). Após a transferência, as membranas foram 

enxaguadas abundantemente com água e coradas com a solução 

Ponceau S (Boston Bio Products, Cat. ST-180) para confirmar a 

transferência completa e uniforme. As manchas foram bloqueadas 

usando 5% de leite seco em TBS por 30 minutos em um balancim de 

laboratório à temperatura ambiente. As manchas foram lavadas com 

TBST e sondadas com anticorpo monoclonal α-TTR de coelho (Abcam, 

Cat. Ab75815) a 1:1000 em TBST. A β-actina foi usada como controle 

de carregamento (ThermoFisher, Cat. AM4302) a 1:2500 em TBST e 

incubada simultaneamente com o anticorpo primário de TTR. As 

manchas foram vedadas em um saco e mantidas durante a noite a 4°C 

em um balancim de laboratório. Após a incubação, as manchas foram 

lavadas 3 vezes por 5 minutos cada em TBST e sondadas com 

anticorpos secundários para camundongo e coelho (ThermoFisher, Cat. 

PI35518 e PISA535571) a 1:25.000 cada um em TBST por 30 minutos 

em temperatura ambiente. Após a incubação, 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 sequências de dgRNA 

Triagem cruzada de dgRNAs de TTR em vários tipos de células 

[00222] Guias no formato dgRNA direcionado o TTR humano e as 

sequências correspondentes ao cynomologus foram distribuídos às 

linhagens celulares HEK293_Cas9, HUH7 e HepG2, bem como 

hepatócitos primários humanos e hepatócitos primários de macaco 
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cynomolgus, conforme descrito no Exemplo 1. Determinou-se a edição 

percentual para crRNAs compreendendo cada sequência guia em cada 

tipo de célula e as sequências guia foram classificadas com base na 

maior % de edição. Os dados de triagem para as sequências guia na 

Tabela 1 em todas as cinco linhagens celulares estão listados abaixo 

(Tabela 4 a 11). 

[00223] A Tabela 4 mostra a média e o desvio padrão para % de 

Edição, % de Inserção (Ins) e % de Deleção (Del) dos crRNAs de TTR 

na linhagem celular de adenocarcinoma de rim humano, HEK293_Cas9, 

que expressam constitutivamente a proteína Spy Cas9. 

Tabela 4: Dados de edição de TTR nas células Hek_Cas9 

transfectadas com dgRNAs 

ID GUIA % de 
edição 
média 

% de 
edição 
desvio 
padrão 

% de 
inserto 
média 

% de 
inserto 
desvio 
padrão 

% de 
deleção 
desvio 
padrão 

% de 
deleção 
desvio 
padrão 

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 

CR003346 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 

CR003350 22,31 4,25 5,54 0,74 16,77 3,51 

CR003351 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 

CR003353 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 

CR003357 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 

CR003359 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 

CR003366 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 

CR003370 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 

CR003374 10,91 0,88 0,81 0,10 10,10 0,81 

CR003375 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 

CR003379 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 

CR003385 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 

CR003390 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 padrão para % de 
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Edição,% de Inserção (Ins) e % de Deleção (Del) dos crRNAs de TTR 

testados cotransfectados com o mRNA de Spy Cas9 (SEQ ID NO: 2) na 

linhagem celular de carcinoma hepatocelular humano, HUH7. 

Tabela 5: Dados de edição de TTR em células HUH7 transfectadas 

com mRNA e dgRNAs de Spy Cas9 

ID GUIA % de 

edição 

média 

% de 

edição 

desvio 

padrão 

% de 

inserto 

média 

% de 

inserto 

desvio 

padrão 

% de 

deleção 

desvio 

padrão 

% de 

deleção 

desvio 

padrão 

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 

CR003346 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 

CR003349 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 5,55 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 

CR003371 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 

CR003373 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 5,59 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 

CR003382 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 padrão para % de 

Edição,% de Inserção (Ins) e % de Deleção (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 edição de TTR em células HepG2 transfectadas 

com mRNA e dgRNAs de Spy Cas9 

ID GUIA % de 
edição 
média 

% de 
edição 
desvio 
padrão 

% de 
inserto 
média 

% de 
inserto 
desvio 
padrão 

% de 
deleção 
desvio 
padrão 

% de 
deleção 
desvio 
padrão 

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 5,17 25,16 4,56 4,44 0,67 

CR003351 57,54 5,67 31,98 2,63 25,57 3,08 

CR003352 44,28 8,71 39,51 7,10 4,77 1,79 

CR003353 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 

CR003356 9,39 1,82 5,67 1,03 3,72 0,92 

CR003357 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 

CR003365 46,88 15,78 35,77 13,49 11,11 2,30 

CR003366 54,69 9,10 46,20 8,98 8,49 1,11 

CR003367 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 

CR003370 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 

CR003375 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 

CR003386 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 5,57 36,32 3,99 2,30 2,11 

CR005300 64,34 9,55 53,20 6,59 11,15 3,33 

CR005301 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 

CR005305 13,51 3,58 12,30 3,49 1,21 0,84 

CR005306 24,07 5,24 21,20 5,03 2,87 1,10 

CR005307 22,03 3,86 7,70 1,35 14,33 4,15 

 

[00226] A Tabela 7 mostra a média e o desvio padrão para % de 

Edição,% de Inserção (Ins) e % de Deleção (Del) para os dgRNAs de 

TTR testados eletroporados com a proteína Spy Cas9 (RNP) em 

hepatócitos primários humanos. 

Tabela 7: Dados de edição de TTR em hepatócitos primários 

humanos eletroporados com a proteína Spy Cas9 carregada com 

dgRNAs 

ID GUIA % de 
edição 
média 

% de 
edição 
desvio 
padrão 

% de 
inserto 
média 

% de 
inserto 
desvio 
padrão 

% de 
deleção 
desvio 
padrão 

% de 
deleção 
desvio 
padrão 

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 

CR003339 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 

CR003345 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 

CR003350 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 

CR003352 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 

CR003356 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 

CR003358 5,70 1,42 4,93 1,36 0,80 0,26 

CR003359 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 

CR003363 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 

CR003365 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 

CR003369 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 

CR003374 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 

CR003376 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 

Petição 870200059104, de 13/05/2020, pág. 281/405



188/319 

CR003379 6,57 1,00 6,30 0,70 0,27 0,31 

CR003380 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 

CR003386 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 

CR003391 29,77 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 

CR005300 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 

CR005303 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 

CR005305 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 

CR005307 8,17 1,20 5,20 0,87 3,00 0,82 

 

[00227] A Tabela 8 mostra a média e o desvio padrão para % de 

Edição,% de Inserção (Ins) e % de Deleção (Del) para a TTR testada e 

os dgRNAs de controle transfectados com a proteína Spy Cas9 (RNP) 

em hepatócitos primários humanos. 

Tabela 8: Dados de edição de TTR em hepatócitos primários 

humanos transfectados com Spy Cas9 carregado com dgRNAs 

ID GUIA % de 
edição 
média 

% de 
edição 
desvio 
padrão 

% de 
inserto 
média 

% de 
inserto 
desvio 
padrão 

% de 
deleção 
desvio 
padrão 

% de 
deleção 
desvio 
padrão 

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 

CR003335 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 

CR003337 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 

CR003339 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 

CR003350 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 

CR003352 30,48 1,93 27,27 2,31 3,21 0,38 

CR003353 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 

CR003355 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 

CR003357 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 

CR003359 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 

CR003363 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 

CR003366 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 

CR003370 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 

CR003374 2,65 0,33 2,52 0,33 0,14 0,02 

CR003375 5,04 0,66 4,93 0,66 0,11 0,01 

CR003376 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 

CR003378 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 

CR003380 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 

CR003385 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 

CR003391 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 

CR005301 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 

CR005303 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 

CR005305 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 

CR005307 18,73 1,68 10,18 0,92 8,55 0,88 

 

[00228] A Tabela 9 mostra a média e o desvio padrão para % de 

Edição,% de Inserção (Ins) e % de Deleção (Del) para a TTR testada e 

os dgRNAs de controle cotransfectados com o mRNA de Spy Cas9 

(SEQ ID NO: 2) em hepatócitos primários humanos. 

Tabela 9: Dados de edição de TTR em hepatócitos primários 

humanos transfectados com mRNA e dgRNAs de Spy Cas9 
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ID GUIA % de 
edição 
média 

% de 
edição 
desvio 
padrão 

% de 
inserto 
média 

% de 
inserto 
desvio 
padrão 

% de 
deleção 
desvio 
padrão 

% de 
deleção 
desvio 
padrão 

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 

CR003335 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 

CR003350 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 

CR003355 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 

CR003359 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 

CR003370 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 

CR003377 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 

CR003379 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 

CR003385 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 

CR003390 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 

CR005301 6,77 1,44 5,47 0,96 1,40 0,61 

CR005302 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 

CR005304 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 

CR005306 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 padrão para % de 

Edição,% de Inserção (Ins) e % de Deleção (Del) para os dgRNAs de 
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TTR testadas eletroporadas com a proteína Spy Cas9 (RNP) em 

hepatócitos primários cyno. 

Tabela 10: Dados de edição de TTR em hepatócitos primários cyno 

eletroporados com a proteína Spy Cas9 e dgRNAs 

ID GUIA % de 

edição 

média 

% de 

edição 

desvio 

padrão 

% de 

inserto 

média 

% de 

inserto 

desvio 

padrão 

% de 

deleção 

desvio 

padrão 

% de 

deleção 

desvio 

padrão 

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 

CR003359 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 

Petição 870200059104, de 13/05/2020, pág. 287/405



194/319 

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 

CR003390 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 

CR005301 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 

CR005303 59,28 1,05 58,72 1,06 0,56 0,00 

CR005305 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 padrão para % de 

Edição,% de Inserção (Ins) e % de Deleção (Del) para os dgRNAs de 

TTRs especíificos de cyno testados eletroporados com a proteína Spy 

Cas9 (RNP) em hepatócitos primários. 

Tabela 11: Dados de edição da TTR em hepatócitos primários 

citopatológicos eletroporados com a proteína Spy Cas9 e dgRNAs 

específicos de cyno 

ID GUIA % de 

edição 

média 

% de 

edição 

desvio 

padrão 

% de 

inserto 

média 

% de 

inserto 

desvio 

padrão 

% de 

deleção 

desvio 

padrão 

% de 

deleção 

desvio 

padrão 

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 sequências de sgRNA 

Triagem cruzada de sgRNAs de TTR em vários tipos de células 

[00231] Guias no formato sgRNA modificado direcionado à TTR 

humana e/ou cyno foram distribuídos a hepatócitos primários humanos 

e primários cyno, conforme descrito no Exemplo 1. Determinou-se a 

edição percentual para os crRNAs que compreendem cada sequência 

guia em cada tipo de célula e as sequências guia foram em seguida, 

classificadas a ordem com base na maior % de edição. Os dados de 

triagem para as sequências guia na Tabela 2 nas duas linhagens 

celulares estão listados abaixo (Tabela 12 a 15). 

[00232] A Tabela 12 mostra a média e o desvio padrão para % de 

Edição,% de Inserção (Ins) e % de Deleção (Del) para os sgRNAs de 

TTR testados transfectados com proteína Spy Cas9 (RNP) em 

hepatócitos primários humanos. 

Tabela 12: Dados de edição de TTR em hepatócitos primários 

humanos transfectados com proteína Spy Cas9 e sgRNAs 

ID GUIA % de 
edição 
média 

% de 
edição 
desvio 
padrão 

% de 
inserto 
média 

% de 
inserto 
desvio 
padrão 

% de 
deleção 
desvio 
padrão 

% de 
deleção 
desvio 
padrão 

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 média e o desvio padrão em 12,5 nM 

para % de Edição,% de Inserção (Ins) e % de Deleção (Del) para os 

sgRNAs de TTR testados cotransfectados com mRNA de Spy Cas9 

(SEQ ID NO: 2) em hepatócitos primários humanos. 

Tabela 13: Dados de edição de TTR em hepatócitos primários 

humanos transfectados com mRNA e sgRNAs de Spy Cas9 

ID GUIA % de 
edição 
média 

% de 
edição 
desvio 
padrão 

% de 
inserto 
média 

% de 
inserto 
desvio 
padrão 

% de 
deleção 
desvio 
padrão 

% de 
deleção 
desvio 
padrão 

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 padrão para % de 

Edição,% de Inserção (Ins) e % de Deleção (Del) para os sgRNAs de 

TTR testados eletroporados com a proteína Spy Cas9 (RNP) em 

hepatocitocinos primários. Observe que as guias G000480 e G000488 

têm uma incompatibilidade com cyno, o que pode comprometer sua 

eficiência de edição em células cyno. 

Tabela 14: Dados de edição de TTR em hepatócitos primários cyno 

eletroporados com a proteína Spy Cas9 e sgRNAs 

ID GUIA % de 
edição 
média 

% de 
edição 
desvio 
padrão 

% de 
inserto 
média 

% de 
inserto 
desvio 
padrão 

% de 
deleção 
desvio 
padrão 

% de 
deleção 
desvio 
padrão 

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 padrão para % de 

Edição,% de Inserção (Ins) e % de Deleção (Del) para os sgRNAs de 

TTR específicos para cyno testados eletroporados com a proteína Spy 

Cas9 (RNP) em hepatócitos primários cyno. 

Tabela 15: Dados de edição de TTR em hepatócitos primários cyno 

eletroporados com a proteína Spy Cas9 e sgRNAs específicos de 

cyno (por exemplo, aqueles com um gRNA humano análogo, ver 

Tabela 3) 

ID GUIA % de 

edição 

média 

% de 

edição 

desvio 

padrão 

% de 

inserto 

média 

% de 

inserto 

desvio 

padrão 

% de 

deleção 

desvio 

padrão 

% de 

deleção 

desvio 

padrão 

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 77,17 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 4,17 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 formulações de nanopartículas lipídicas 

(LNP) contendo mRNA e sgRNA de Spy Ca9  

[00236] Triagem cruzada de sgRNAs de TTR formulados por LNP 

com mRNA de Spy Cas9 em hepatócitos primários humanos e 

hepatócitos primários cyno. 

Petição 870200059104, de 13/05/2020, pág. 292/405



199/319 

[00237] As formulações de nanopartículas lipídicas de sgRNAs 

modificados direcionadas à TTR humana e as sequências de sgRNA 

correspondentes de cyno foram testadas em hepatócitos primários 

humanos e hepatócitos primários cyno em uma curva de resposta à 

dose. Hepatócitos humanos e cyno primários 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 experiências detalhadas nas Tabelas 16-19 foram 

preparadas usando o procedimento NanoassemblrTM, cada um 

contendo o sgRNA especificado e o mRNA de Cas9 (SEQ ID NO: 2), 

cada um com lipídeo. As LNPs continham lipídeo A, colesterol, DSPC e 

PEG2k-DMG em uma razão molar de 45:44:9:2, respectivamente, e 

tinham uma razão N:P de 4,5. As LNPs foram incubadas em meio de 

manutenção de hepatócitos contendo soro cyno a 6% a 37°C por 5 

minutos. Após a incubação, as LNPs foram adicionadas aos principais 

hepatócitos humanos ou cyno em uma curva de resposta à dose de 8 

pontos 2 vezes a partir de 100 ng de mRNA.  As células foram lisadas 

72 horas após o tratamento para análise NGS, conforme descrito no 

Exemplo 1. Determinou-se a edição percentual para os crRNAs 

compreendendo cada sequência guia em cada tipo de célula e as 

sequências guia foram classificadas com base na maior % de edição 

com 12,5 ng de entrada de mRNA e concentração guia de 3,9 nM. Os 

dados da curva de resposta à dose para as sequências guia em ambas 

as linhagens celulares são mostrados nas Figs. 4 a 7. A % de edição na 

entrada de 12,5 ng de mRNA e a concentração guia de 3,9 nM estão 

listadas abaixo (Tabela 16 a 18). 

[00238] A Tabela 16 mostra o desvio médio e padrão de 12,5 ng de 

mRNA de cas9 para % de Edição, % de Inserção (Ins) e % de Deleção 

(Del) para os sgRNAs de TTR testados, formulados em nanopartículas 

lipídicas com mRNA de Spy Cas9 em hepatócitos primários humanos 
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como curvas de resposta à dose. G000570 exibiu uma curva de 

resposta à dose não característica em comparação com os outros 

sgRNAs que podem ser um artefato da experiência. Os dados são 

mostrados graficamente na FIG.4. 

Tabela 16: Dados de edição de TTR em hepatócitos humanos 

primários tratados com mRNA de Spy Cas9 formulado com LNP 

(SEQ ID NO: 2) e sgRNAs 

ID GUIA 

12,5 de mRNA, 
sgRNA 3,9 nM, % de 

edição média 
% de edição 

desvio padrão 

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 padrão em 12,5 ng 

de mNRA e concentração guia de 3,9 nM para % de Edição,% de 

Inserção (Ins) e % de Deleção (Del) para os sgRNAs de TTR testados, 

formulados em nanopartículas lipídicas com mRNA de Spy Cas9 nos 

hepatócitos primários cyno como curvas de resposta à dose. Os dados 

são mostrados graficamente na FIG.5. 

 

Table 17: Dados de edição de TTR em hepatócitos primários cyno 

tratados com mRNA de Spy Cas9 formulados por LNP (SEQ ID 

NO:2) e sgRNAs 

ID GUIA 
12,5 de mRNA, sgRNA 3,9 
nM, % de edição média 

% de edição 
desvio padrão 

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 padrão em 12,5 ng 

de mRNA e concentração guia de 3,9 nM para % de Edição,% de 

Inserção (Ins) e % de Deleção (Del) para os sgRNAs de TTR cyno 

específicos testados, formulados em nanopartículas lipídicas com 

mRNA de Spy Cas9 em hepatócitos primários cyno como curvas de 

resposta à dose. Os dados são mostrados graficamente na FIG.6. 

 

Tabela 18: Dados de edição de TTR em hepatócitos primários cyno 

tratados com mRNA de Spy Cas9 formulados com LNP (SEQ ID NO: 

2) e sgRNAs cyno correspondentes 

ID GUIA 

12,5 de mRNA, sgRNA 

3,9 nM, % de edição 

média 

% de edição 

desvio padrão 

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 hepatócitos humanos primários e cyno 

primários 

[00241] As formulações de nanopartículas lipídicas de sgRNAs 

modificados direcionadas à TTR humana e as sequências de sgRNA 

cyno correspondentes foram testadas em hepatócitos primários 

humanos e hepatócitos primários cyno em uma curva de resposta à 

dose. Os hepatócitos primários 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 experiências 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 centrífugo Amicon (Millipore 

Sigma), cada uma contendo o sgRNA específico e mRNA de Cas9 (SEQ 

ID NO: 1). As LNPs continham lipídeo A, colesterol, DSPC e PEG2k-

DMG em uma razão molar de 50:38:9:3, respectivamente, e tinham uma 

razão de N:P de 6,0. As LNPs foram incubadas em meios de 

manutenção de hepatócitos contendo 6% de soro cyno a 37°C, 5% de 

CO2 por 5 minutos. Após a incubação, as LNPs foram adicionadas aos 

hepatócitos primários humanos ou cyno em uma curva de resposta à 

dose de 8 pontos e três vezes a partir de 300 ng de mRNA.  As células 

foram lisadas 72 horas após o tratamento para análise NGS como 

descrito no Exemplo 1. Determinou-se a edição percentual para os 

crRNAs compreendendo cada sequência guia em cada tipo de célula e 

as sequências guia foram então ordenadas com base nos valores de 

EC50 e na porcentagem máxima de edição. Os dados da curva de 

resposta à dose para as sequências guia em ambas as linhagens 

celulares são mostrados nas Figs. 4 a 7. Os valores do EC 50 e a 

porcentagem máxima de edição estão listados abaixo (Tabela 19 a 22). 

[00242] A Tabela 19 mostra a EC50 e a edição máxima dos sgRNAs 

de TTR específicos humanos testados, formulados em nanopartículas 

lipídicas com mRNA de Spy Cas9 desprovido de U em hepatócitos 

primários humanos como curvas de resposta à dose. Os dados são 

mostrados graficamente na FIG.4. 

 

Tabela 19: Dados de edição de TTR em hepatócitos primários 

humanos tratados com mRNA de Spy Cas9 formulados com LNP e 

sgRNAs específicos de humano 

ID GUIA EC50 Edição máxima 

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 edição máxima dos sgRNAs 

de TTR específicos humanos testados, formulados em nanopartículas 

lipídicas com mRNA de Spy Cas9 desprovids de U em mRNA de Spy 

Cas9 em hepatócitos primários cyno como curvas de resposta à dose. 

Os dados são mostrados graficamente na FIG. 16. 

Tabela 20: Dados de edição de TTR em hepatócitos primários cyno 

tratados com mRNA de Spy Cas9 formulados por LNP e sgRNAs 

específicos de humano 

ID GUIA EC50 Edição máxima 

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 

G000567 

1,76 

 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 edição máxima dos sgRNAs 

de TTR cyno correspondentes testados, formulados em nanopartículas 

lipídicas com mRNA de Spy Cas9 desprovido de U em hepatócitos 

primários humanos como curvas de resposta à dose. Os dados são 

mostrados graficamente na FIG.17. 

Tabela 21: Dados de edição de TTR em hepatócitos primários 

humnos tratados com mRNA de Spy Cas9 formulados com LNP e 

sgRNAs específicos de cyno 

ID GUIA EC50 Edição Máxima 

G000502 

0,70 

 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 edição máxima dos sgRNAs 

de TTR cyno correspondentes testados, formulados em nanopartículas 

lipídicas com mRNA de Spy Cas9 desprovido de U em hepatócitos 

primários cyno como curvas de resposta à dose. Os dados são 
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mostrados graficamente na FIG. 18. 

Tabela 22: Dados de edição de TTR em hepatócitos primários cyno 

tratados com mRNA de Spy Cas9 formulados com LNP e sgRNAs 

específicos de cyno 

ID GUIA EC50 

Edição 

Máxima 

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. Análise fora do alvo de dgRNAs e sgRNAs de TTR 

Análise fora do alvo de guias TTR 

[00246] Um ensaio baseado em inserção de oligo (ver, por exemplo, 

Tsai et al., Nature Biotechnology 33, 187-197; 2015) foi usado para 

determinar potenciais sítios genômicos 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 

embrionário humano HEK293 que expressa constitutivamente Spy 

Cas9 ("HEK293_Cas9") foi cultivada em meio DMEM suplementado 

com 10% de soro fetal bovino e 500 µg/ml de G418. As células foram 

plaqueadas a uma densidade de 30.000 células/poço em uma placa de 

96 poços 24 horas antes da transfecção. 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 µL/poço) e 

OptiMem. As células foram lisadas 24 horas após a transfecção e o DNA 
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genômico foi extraído usando o kit Quick gDNA 96 Extraction da Zymo 

(catálogo # 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 modificações. 

O sequenciamento foi realizado no MiSeq e HiSeq 2500 da Illumina. O 

ensaio identificou sítios potencialmente fora do alvo para alguns dos 

crRNAs representados na FIG.2. 

[00247] A Tabela 23 mostra o número de sítios de integração fora do 

alvo detectados nas células HekCas9 transfectadas com dgRNAs de 

TTR, juntamente com uma sequência de doadores de oligo DNA de fita 

dupla. 

Tabela 23: Número de sítios de integração fora do alvo detectados 

para dgRNAs de TTR por meio de um ensaio baseado em inserção 

de oligo 

ID GUIA # Sítios 

CR003335 0 

CR003336 2 

CR003337 10 

CR003338 2 

CR003339 3 

CR003340 0 

CR003342 0 

CR003343 2 

CR003344 0 

CR003345 0 

CR003346 0 

CR003347 1 

CR003348 3 

CR003351 1 
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CR003352 2 

CR003353 2 

CR003355 1 

CR003356 4 

CR003357 3 

CR003359 6 

CR003360 0 

CR003363 4 

CR003365 3 

CR003366 1 

CR003367 1 

CR003368 2 

CR003369 2 

CR003377 0 

CR003380 0 

CR003382 34 

CR003383 1 

CR003385 3 

CR003386 1 

CR003387 6 

CR003388 2 

CR003389 2 

CR003390 1 

CR003391 0 

CR003392 0 

CR005298 0 

CR005300 0 

CR005301 0 

CR005302 1 
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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 inserção baseado em oligo descrito acima. Os 

resultados fora do alvo foram representados na FIG.4. 

[00249] A Tabela 24 mostra o número de sítios de integração fora do 

alvo detectados nas células HekCas9 transfectadas com sgRNAs de 

TTR, juntamente com uma sequência de doadores de oligo DNA de fita 

dupla. 

Tabela 24: Número de sítios de integração fora do alvo detectados 

para sgRNAs de TTR por meio de um método de detecção de 

inserção 

IF GUIA # Sítios 

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 

sítios fora do alvo 

[00250] As células HEK293_Cas9 usadas no Exemplo 5 para 

detectar potenciais fora dos alvos superexpressam constitutivamente 

Cas9, levando a um número maior de potenciais "acertos" fora do alvo, 

em comparação com um paradigma de distribuição transitória em vários 

tipos de células. Além disso, ao distribuir sgRNAs (ao contrário de 

dgRNAs), o número de potenciais acertos fora do alvo pode ser ainda 

mais inflado, pois as moléculas de sgRNA são mais estáveis que os 

dgRNAs (especialmente quando modificados quimicamente). Por 

conseguinte, potenciais sítios fora do alvo identificados por um método 

de inserção de oligo, conforme usado no Exemplo 5, podem ser 

validados usando o sequenciamento direcionado dos potenciais sítios 

fora do alvo identificados. 

[00251] Em uma abordagem, os hepatócitos primários são tratados 

com LNPs compreendendo mRNA de Cas9 e um sgRNA de interesse 

(por exemplo, um sgRNA com potenciais sítios fora do alvo para 
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avaliação). Os hepatócitos primários são então lisados e iniciadores que 

flanqueiam os potenciais sítios fora do alvo são usados para gerar um 

amplicon para a análise NGS. A identificação de indels em um 

determinado nível pode validar um potencial sítio fora do alvo, enquanto 

a falta de indels encontrados no potencial sítio fora do alvo pode indicar 

um falso positivo no ensaio de células HEK293_Cas9.  

Exemplo 7. Análise Fenotípica 

Análise 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 após a transfecção, uma réplica foi 

colhida para DNA genômico e análise por sequenciamento NGS para 

eficiência de edição. Cinco dias após a transfecção, o meio sem soro foi 

substituído em um replicado. Após 4 horas, o meio foi colhido para 

análise da TTR secretada por WB, como descrito anteriormente. Os 

dados para % de edição para cada guia e redução de TTR extracelular 

são fornecidos na FIG.7. 

Análise 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 análises adicionais. Sete 

dias após a transfecção, as células foram colhidas e os extratos de 

células inteiras (WCEs) foram preparados e submetidos à análise por 

Western Blot, como descrito anteriormente. 

[00254] Os WCEs foram analisados por Western Blot para redução 

da proteína TTR. A proteína 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 redução percentual da proteína 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 

razão foi calculada para os valores da densitometria para GAPDH 

dentro de cada amostra em comparação com a região total que abrange 

a banda TTR. A redução percentual da proteína TTR foi determinada 

depois que as razões foram normalizadas para controlar as faixas. Os 

resultados são mostrados na FIG.8. 

Exemplo 8. Distribuição de LNP a camundongos TTR humanizados 

e camundongos com TTR wt (murino). 

[00256] Os camundongos humanizados em relação ao gene TTR 

foram doseados com formulações LNP 701-704 contendo os guias 

indicados na Tabela 25 (5 camundongos por formulação). Esses 

camundongos TTR humanizados foram projetados de modo que uma 

região do locus TTR murino endógeno fosse excluída e substituída por 

uma sequência ortóloga de TTR humana, de modo que o locus 

codificasse uma proteína TTR humana.  Para comparação, 6 

camundongos com TTR murino foram dosados com LNP700, contendo 

um guia (G000282) direcionando TTR murino. As LNPs com os números 

de formulação 1-5 da Tabela 25 foram preparadas usando o 

procedimento NanoassemblrTM como descrito acima, enquanto as LNPs 

com os números de formulação 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 centrífugo Amicon (Millipore Sigma). Como 

controlos negativos, os camundongos do genótipo correspondente 

foram doseados apenas com veículo (tampão Tris-solução salina-

sacarose (TSS)). O fundo dos camundongos TTR humanizados 

administrados com LNPs com Números de Formulação 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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Números de Formulação 6-16 na Tabela 25, bem como os 

camundongos com TTR murino (administrados com LNP700, Número 

de Formulação 1) foi de 75% C57BL/6NTac 25% 129S6/SvEvTac.  

Tabela 25. Formulações de LNP para dosagem de camundongos 

TTR humanizados. 

Número de 

Formulação 

LNP Guia Concentração 

de RNA 

(mg/ml) 

Razão 

N:P 

Razões molares 

(lipídeo A, 

colesterol, DSPC 

e PEG2k-DMG, 

respectivamente) 

1 LNP700 G000282 0,53 4,5 45:44:9:2 

2 LNP701 G000481 0,46 4,5 45:44:9:2 

3 LNP702 G000489 0,61 4,5 45:44:9:2 

4 LNP703 G000494 0,57 4,5 45:44:9:2 

5 LNP704 G000499 0,59 4,5 45:44:9:2 

6 LNP1148 G000481 0,73 4,5 45:44:9:2 

7 LNP1152 G000499 0,45 6,0 50:38:9:3 

8 LNP1153 G000482 0,53 6,0 50:38:9:3 

9 LNP1155 G000571 0,70 6,0 50:38:9:3 

10 LNP1156 G000572 0,58 6,0 50:38:9:3 

11 LNP1157 G000480 0,84 6,0 50:38:9:3 

12 LNP1159 G000488 0,79 6,0 50:38:9:3 

13 LNP1160 G000493 0,71 6,0 50:38:9:3 

14 LNP1161 G000500 0,66 6,0 50:38:9:3 

15 LNP1162 G000567 0,69 6,0 50:38:9:3 

16 LNP1163 G000570 0,66 6,0 50:38:9:3 

 

[00257] LNPs com números de Formulação 1-5 continham mRNA de 

Cas9 da SEQ ID NO: 2 e LNPs com Números de Formulação 6-16 

continham mRNA de Cas9 da SEQ ID NO: 1, todos em uma razão de 

1:1 em peso para o guia. Os LNPs continham lipídeo A, colesterol, 

DSPC e PEG2k-DMG nas razões molares citadas na Tabela 25, 

respectivamente. A dosagem com LNPs com Números de Formulação 
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1-5 foi de 2 mg/kg (teor total de RNA) e a dosagem com LNPs com 

Números de Formulação 6-16 foi de 1 mg/kg (teor total de RNA). Os 

resultados da edição do fígado foram determinados usando iniciadores 

projetados para amplificar a região de interesse para a análise NGS. Os 

resultados da edição do fígado para os Números de Formulação 1-5 são 

mostrados na FIG.9 e indicam a edição da sequência TTR humana com 

cada um dos quatro guias testados em um nível > 35% de edição 

(valores médios) com G000494 e G000499 fornecendo valores 

próximos a 60%. Os resultados da edição do fígado para os números 

de formulação 6-8, 10-13 e 15-16 são mostrados na FIG.13 e na Tabela 

26, que mostram a edição eficiente da sequência TTR humana com 

cada uma das formulações testadas. Foi observada edição superior a 

38% para todas as formulações, com várias formulações fornecendo 

valores de edição superiores a 60%. As formulações 9 e 14 não são 

mostradas devido ao projeto do amplicon de PCR e um baixo número 

resultante de leituras de sequenciamento.  

[00258] O nível de TTR humana no soro foi medido nos 

camundongos desde os números de formulação 6-8, 10-13 e 15-16. Ver 

FIG. 14B. A FIG. 14A é uma repetição da FIG. 13 fornecida para fins de 

comparação. Foi detectado um Knockdown no TTR sérico humano para 

cada formulação testada, que se correlacionou com a quantidade de 

edição detectada no fígado (ver FIG.14A vs 14B, Tabela 26). 

Tabela 26 

ID GUIA % de Edição TTR sérica (%TSS) 

TSS (veículo) 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 experiências, camundongos TTR 

humanizados foram doseados com formulações de LNP em uma 

variedade de doses com os guias G000480, G000488, G000489 e 

G000502. As formulações continham mRNA de Cas9 (SEQ ID NO: 1) 

numa razão de 1:1 em peso para o guia. As LNPs continham lipídeo A, 

colesterol, DSPC e PEG2k-DMG em uma razão molar de 50:38:9:3, 

respectivamente, e com uma razão 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 centrífugo 

Amicon, respectivamente. Os resultados da edição do fígado foram 

determinados usando iniciadores projetados para amplificar a região de 

interesse para a análise NGS e os níveis séricos de TTR humana foram 

medidos como descrito acima. Os resultados para a edição do fígado 

são mostrados na FIG.26A e os níveis séricos de TTR humana na 

FIG.26B-C. A resposta à dose para os níveis séricos de edição e TTR 

foi evidente. 

[00260] Em outro conjunto de experiências, camundongos TTR 

humanizados foram doseados com formulações de LNP em uma 

variedade de doses com os guias G000481, G000482, G000486 e 

G000499. As formulações continham mRNA de Cas9 (SEQ ID NO: 1) 

numa razão de 1:1 em peso para o guia. As LNPs continham lipídeo A, 

colesterol, DSPC e PEG2k-DMG em uma razão molar de 50:38:9:3, 

respectivamente, e tinham uma razão 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 centrífugo 

Amicon, respectivamente. Os resultados da edição do fígado foram 

determinados usando iniciadores projetados para amplificar a região de 

interesse para a análise NGS e os níveis séricos de TTR humana foram 

medidos como descrito acima. Os resultados para a edição do fígado 

são mostrados na FIG.27A e os níveis séricos de TTR humana na 

FIG.27B-C. A resposta à dose para os níveis séricos de edição e TTR 

foi evidente. 

[00261] Em outro conjunto de experiências, camundongos TTR 

humanizados foram doseados com formulações de LNP em uma 

variedade de doses com os guias G000480, G000481, G000486, 

G000499 e G000502.  As formulações continham mRNA de Cas9 (SEQ 

ID NO: 1) na razão de 1:2 em peso para o guia. As LNPs continham 

lipídeo A, colesterol, DSPC e PEG2k-DMG em uma razão molar de 

50:38:9:3, respectivamente, e tinham uma razão 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 

centrífugo Amicon, respectivamente. Os resultados da edição do fígado 

foram determinados usando iniciadores projetados para amplificar a 

região de interesse para a análise NGS e os níveis séricos de TTR 

humana foram medidos como descrito acima. Os resultados para a 

edição do fígado são mostrados na FIG.28A e os níveis séricos de TTR 

humano na FIG.28B-C. A resposta à dose para os níveis séricos de 

edição e TTR foi evidente. 

[00262] Em experimentos separados usando camundongos CD-1 do 

tipo selvagem, uma formulação de LNP compreendendo o guia 

G000502, que é homólogo cruzado entre camundongo e cyno, foi 

testada em um estudo de resposta à dose. A formulação continha 
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mRNA de Cas9 (SEQ ID NO: 1) numa razão de 1:1 em peso para o guia. 

A LNP continha lipídeos A, colesterol, DSPC e PEG2k-DMG em uma 

razão molar de 45:44:9:2, respectivamente, e com uma razão 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 edição do fígado foram determinados usando iniciadores 

projetados para amplificar a região de interesse para a análise NGS. Os 

resultados para a edição do fígado são mostrados na FIG.15A e os 

níveis séricos de TTR de camundongo na FIG.15B. A resposta à dose 

para os níveis séricos de edição e TTR foi evidente.  

Exemplo 9. Distribuição de LNP a camundongos em doses 

múltiplas 

[00263] Camundongos (fêmeas do Charles River Laboratory, com 

idade entre 6 e 7 semanas) foram doseados com uma formulação 

LNP705, preparada usando procedimentos de fluxo cruzado e TFF, 

conforme descrito acima, contendo G000282 ("G282") e mRNA Cas9 

(SEQ ID NO: 2) numa razão de 1:1 em peso e uma concentração total 

de RNA de 0,5 mg/ml. A LNP tinha uma razão N:P de 4,5 e continha 

lipídeo A, colesterol, DSPC e PEG2k-DMG em uma razão molar de 

45:44:9:2, respectivamente. Os grupos foram administrados uma vez 

por semana até uma, duas, três ou quatro semanas (QWx1-4) ou uma 

vez por mês até dois ou três 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 única 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 

necrópsia, fígado, baço e músculo foram coletados para análise de 

edição de NGS. Os grupos são mostrados na Tabela 27. X = sacrifício 

e necrópsia. MPK = mg/kg. 

Tabela 27. Grupos de Estudo 
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Grupo 
Duração/
Regime 
de Dose 

Dose 
(MPK) 

Dose 
total 

(MPK) 
dada 

Dose Dose Dose Dose NX 
Do
se 

NX 

Dia 1 Dia 8 Dia 
15 

Dia 
22 

Dia 
28 

Dia 
43 

Dia
49 

1 

Dose 
múltipla 

de 4 
semanas 

/ 
QWx4 

0 (TSS 
controle) 

0 X X X X X   

2 Dose 
múltipla 

de 2 
meses / 
QMx3 

1 3 X   X  X X 

3 0,5 1,5 X   X  X X 

4 Dose 
múltipla 

de 1 mês 
/ 

QMx2 

1 2 X   X X   

5 0,5 1 X   X X   

6 Dose 
múltipla 

de 4 
semanas 
/QWx4 

1 4 X X X X X   

7 0,5 2 X X X X X   

8 Dose 
múltipla 

de 3 
semanas 

/ 
QWx3 

1 3  X X X X   

9 0,5 1,5  X X X X   

10 Dose 
múltipla 

de 2 
semanas 

/ 
QWx2 

1 2   X X X   

11 0,5 1   X X X   

12 

Dose 
única/QW

x1 

1 1    X X   

13 0,5 0,5    X X   

14 2 2    
Dia 
26 

Dia 
32 

  

 

[00264] A Tabela 28 e as FIGS. 10A-11B mostram resultados séricos 

do nível de TTR (% KD = % de knockdown). A Tabela 29 e as FIGS. 

12A-C mostram resultados de edição do fígado. 

Tabela 28. Resultados da TTR sérica. 
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Regime de 

tempo 

Dose TTR sérica 

(µg/mL) 

TTR sérica (% 

KD) 

QWx4 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 edição do fígado. 

Regime 

de 

tempo 

Dose Edição de 

fígado (%) 

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 possível criar uma dose e um 

efeito cumulativos com várias administrações ao longo do tempo, 

inclusive em intervalos semanais ou mensais, para alcançar níveis 

crescentes de edição e % KD de TTR.  

Exemplo 10. Carga de RNA: taxas variáveis de mRNA e gRNA: 

[00266] Este estudo avaliou a eficácia in vivo em camundongos de 

diferentes razões de gRNA para mRNA. Os mRNAs de Cas9 capeados 

CleanCap™ com a ORF da SEQ ID NO: 4, HSD 5' UTR, albumina 

humana 3' UTR, uma sequência de Kozak e uma cauda de poli-A foram 

produzidos por síntese de IVT, conforme indicado no Exemplo 1 com 

N1-metilpseudouridina trifosfato no lugar de trifosfato de uridina.  

[00267] As formulações de LNP preparadas a partir do mRNA 

descrito e G282 (SEQ ID NO: 124) como descrito no Exemplo 1 com 

lipídeo A, colesterol, DSPC e PEG2k-DMG em uma razão molar 

50:38:9:3 e com um Razão N:P de 6. As razões mRNA de gRNA:Cas9 

das formulações foram mostradas nas FIG.19A e 19B.  

[00268] Para caracterização 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 após a dose, os animais 

foram sacrificados, o sangue e o fígado foram coletados e a TTR sérica 

e a edição do fígado foram medidas como descrito no Exemplo 1. Os 

resultados da TTR sérica e da edição do fígado são mostrados nas 

FIG.19A e 19B. Camundongos de controle negativo foram dosados com 

veículo 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 após a dose, os animais foram sacrificados, o sangue e o 

fígado foram colhidos e a TTR sérica e a edição do fígado foram 

medidas. Os resultados de TTR sérico e de edição de fígado são 

mostrados nas FIG.19C e FIG.19D. Camundongos de controle negativo 

foram dosados com veículo TSS. 

Exemplo 11. Análise fora do alvo de sgRNAs de TTR em 

hepatócitos humanos primários 

[00269] A análise fora do alvo dos sgRNAs direcionados à TTR foi 

realizada em hepatócitos humanos primários (PHH), como descrito no 

Exemplo 5, com as seguintes modificações. Os PHH foram plaqueados 

a uma densidade de 33.000 células por poço em placas de 96 poços 

revestidas com colágeno, como descrito no Exemplo 1. Vinte e quatro 

horas após o plaqueamento, 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 adição de outro lipoplex contendo 25 nM do sgRNA e 12,5 

nM do doador oligo (0,3 µL/poço). As células foram lisadas 48 horas 

após a transfecção e o gDNA foi extraído e analisado como descrito 

mais detalhadamente no Exemplo 5. Os dados estão representados 

graficamente na FIG.20. 

[00270] A Tabela 30 mostra o número de sítios de integração fora do 

alvo detectados no PHH e se compara ao número de sítios que foram 

detectados nas células HekCas9 usadas no Exemplo 5. Menos sites 

foram detectados no PHH para cada guia testado em comparação à 

linhagem celular HekCas9, sem sítios únicos detectados apenas no 

PHH.   

Tabela 30. Número de sítios de integração fora do alvo detectados 

para sgRNAs de TTR em PHH por meio de um ensaio baseado em 

inserção de oligo 
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ID GUIA 

# Sítios em 

PHH 

# Sítios em células 

HekCas9 (Exemplo 5) 

G000480 2 11 

G000481 0 3 

G000482 2 13 

G000483 0 5 

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 7 

G000494 0 4 

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] Após a identificação de potenciais sítios fora do alvo no PHH 

por meio do ensaio de inserção de oligo, certos sítios potenciais foram 
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posteriormente avaliados pelo sequenciamento de amplicons 

direcionados, por exemplo, conforme descrito no Exemplo 6. Além dos 

sítios potenciais fora do alvo identificados pela estratégia de inserção 

de oligo, foram incluídos na análise outros potenciais sítios fora do alvo 

identificados pela predição 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 razão 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 centrífugo Amicon, respectivamente. 

As LNPs foram formuladas com uma razão N:P de 6,0 e continham 

lipídeo A, colesterol, DSPC e PEG2k-DMG em uma razão molar de 

50:38:9:2, respectivamente. Após o tratamento com LNP, o DNA 

genômico isolado foi analisado por NGS (por exemplo, como descrito 

nos Exemplos 1 e 6) para determinar se indels poderiam ser detectados 

no potencial sítio fora do alvo, o que seria indicativo de um evento de 

clivagem mediado por Cas9. As Tabelas 31 e 32 mostram os sítios 

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 índices foram detectados em níveis baixos para apenas dois dos 

potenciais sítios fora do alvo identificados pelo ensaio de inserção de 

oligo para G000480 e apenas um para G000486. Não foram detectados 

indels em nenhum dos sítios preditos in silico para nenhum dos guias. 

Além disso, os indels foram detectados apenas nesses sítios usando 

uma dose quase saturada de LNP, já que as taxas de indel observadas 

nos sítios de destino para G000480 e G000486 foram de ~ 97% e ~ 

91%, respectivamente (ver a Tabela 33). As coordenadas genômicas 

desses sítios também são relatadas nas Tabelas 31 e 32, e cada uma 
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corresponde a sequências que não codificam nenhuma proteína. 

[00274] Foi então realizado um ensaio de resposta à dose, a fim de 

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 

pontos em relação à concentração 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 concentrações mais altas (com relação à 

concentração de gRNA) nas quais os potenciais sítios fora do alvo não 

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 sítios fora do alvo identificados por detecção 

de inserção e predição in silico para G000480 avaliados por 

sequenciamento de amplicons direcionado 

ID GUIA 

ID de sítio 
fora do alvo 

(OT) 
Ensaio 

utilizado 
Coordenadas 

cromossômicas (hg38) Fita 

G000480 INS-OT.1 
Detecção de 

inserção chr7:94767406-94767426 + 

G000480 INS-OT.2 
Detecção de 

inserção 
chr2:192658562-

192658582 + 

G000480 INS-OT.3 
Detecção de 

inserção chr7:4834390-4834410 + 

G000480 INS-OT.4 
Detecção de 

inserção chr20:9216118-9216138 - 

G000480 INS-OT.5 
Detecção de 

inserção 
chr10:12547071-

12547091 + 

G000480 INS-OT.6 
Detecção de 

inserção 
chr6:168377978-

168377998 - 

G000480 INS-OT.7 
Detecção de 

inserção 
chr12:114144669-

114144689 - 

G000480 INS-OT.8 
Detecção de 

inserção chr10:7376755-7376775 + 

G000480 INS-OT.9 
Detecção de 

inserção chr2:52950299-52950319 + 
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G000480 INS-OT.10 
Detecção de 

inserção chr8:56579165-56579185 - 

G000480 INS-OT.11 
Detecção de 

inserção 
chr1:189992255-

189992275 + 

G000480 PRED-OT.1 
Predição in 

silico 
chr10:12547071-

12547091 + 

G000480 PRE-DOT.2 
Predição in 

silico 
chrX:119702782-

119702802 + 

G000480 PRED-OT.3 
Predição in 

silico 
chr1:116544586-

116544606 + 

G000480 PRED-OT.4 
Predição in 

silico chr6:88282884-88282904 + 

G000480 PRED-OT.6 
Predição in 

silico 
chr5:121891868-

121891888 + 

G000480 PRED-OT.7 
Predição in 

silico chr3:52544945-52544965 + 

G000480 PRED-OT.8 
Predição in 

silico 
chr15:36949639-

36949659 + 

G000480 PRED-OT.9 
Predição in 

silico chr5:33866486-33866506 + 

G000480 PRED-OT.10 
Predição in 

silico 
chr5:159755754-

159755774 + 

G000480 PRED-OT.11 
Predição in 

silico chr5:31349859-31349879 + 

G000480 PRED-OT.12 
Predição in 

silico 
chr11:79485652-

79485672 + 

G000480 PRED-OT.13 
Predição in 

silico 
chr15:29448864-

29448884 + 

G000480 PRED-OT.14 
Predição in 

silico 
chr5:171153565-

171153585 + 

G000480 PRED-OT.15 
Predição in 

silico chr9:84855273-84855293 + 

G000480 PRED-OT.16 
Predição in 

silico 
chr6:159953060-

159953080 + 

G000480 PRED-OT.17 
Predição in 

silico 
chr16:51849024-

51849044 + 

G000480 PRED-OT.18 
Predição in 

silico chr3:24108809-24108829 + 

G000480 PRED-OT.19 
Predição in 

silico 
chr18:41118310-

41118330 + 

G000480 PRED-OT.20 
Predição in 

silico 
chr10:108975241-

108975261 + 

G000480 PREDO-T.21 
Predição in 

silico chr1:44683633-44683653 + 

G000480 PRED-OT.22 
Predição in 

silico 
chr2:196214849-

196214869 + 
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G000480 PRED-OT.23 
Predição in 

silico 
chr9:117353544-

117353564 + 

G000480 PRED-OT.24 
Predição in 

silico chr1:55583322-55583342 + 

G000480 PRED-OT.25 
Predição in 

silico 
chr12:28246827-

28246847 + 

G000480 PRED-OT.26 
Predição in 

silico chr4:54545361-54545381 + 

G000480 PRED-OT.27 
Predição in 

silico 
chr13:22364836-

22364856 + 

G000480 PRED-OT.28 
Predição in 

silico 
chr13:80816049-

80816069 + 

G000480 PRED-OT.29 
Predição in 

silico chr7:39078622-39078642 + 

G000480 PRED-OT.30 
Predição in 

silico chr2:59944386-59944406 + 
“INS-OT.N” refere-se a um ID de sítio não alvo detectado pela inserção de oligo, em 

que N é um número inteiro especificado acima; “PRED-OT.N refere-se a um ID de 

sítio fora do alvo predito via métodos in silico, em que N é um número inteiro 

especificado acima. 

 

Tabela 32. Potenciais locais fora do alvo identificados por detecção 

de inserção e predição in silico para G000486 avaliados por 

sequenciamento de amplicons direcionado 

ID GUIA ID de sítio 
fora do alvo 
(OT) 

Ensaio 
utilizado 

Coordenadas 
cromossômicas (hg38) 

Fita 

G000486 INS-OT.1 Detecção de 
inserção 

chr14:77332157-77332177 + 

G000486 INS-OT.2 Detecção de 
inserção 

chr14:54672059-54672079 - 

G000486 INS-OT.3 Detecção de 
inserção 

chr4:108513169-108513189 - 

G000486 INS-OT.4 Detecção de 
inserção 

chr5:91397023-91397043 - 

G000486 INS-OT.5 Detecção de 
inserção 

chr9:116626135-116626155 - 

G000486 INS-OT.6 Detecção de 
inserção 

chr6:73201226-73201246 + 

G000486 INS-OT.7 Detecção de 
inserção 

chr16:89368352-89368372 - 

G000486 INS-OT.8 Detecção de 
inserção 

chr7:56308371-56308391 - 
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G000486 INS-OT.9 Detecção de 
inserção 

chr21:43605667-43605687 + 

G000486 INS-OT.10 Detecção de 
inserção 

chr5:26758030-26758050 + 

G000486 INS-OT.11 Detecção de 
inserção 

chr17:30656428-30656448 + 

G000486 INS-OT.12 Detecção de 
inserção 

chr8:130486452-130486472 + 

G000486 PRED-OT.1 Predição in 
silico 

chr11:44707064-44707084 + 

G000486 PRED-OT.2 Predição in 
silico 

chr5:50775396-50775416 + 

G000486 PRED-OT.3 Predição in 
silico 

chr4:141623949-141623969 + 

G000486 PRED-OT.4 Predição in 
silico 

chr1:223481186-223481206 + 

G000486 PRED-OT.5 Predição in 
silico 

chr6:39951487-39951507 + 

G000486 PRED-OT.6 Predição in 
silico 

chrY:5456047-5456067 + 

G000486 PRED-OT.8 Predição in 
silico 

chr6:129868719-129868739 + 

G000486 PRED-OT.9 Predição in 
silico 

chrX:80450312-80450332 + 

G000486 PRED-OT.10 Predição in 
silico 

chr7:27256771-27256791 + 

G000486 PRED-OT.11 Predição in 
silico 

chr3:181416528-181416548 + 

G000486 PRED-OT12 Predição in 
silico 

chr7:146425020-146425040 + 

G000486 PRED-OT.13 Predição in 
silico 

chr3:16980977-16980997 + 

G000486 PRED-OT.14 Predição in 
silico 

chr7:118161002-118161022 + 

G000486 PRED-OT.15 Predição in 
silico 

chr6:102220539-102220559 + 

G000486 PRED-OT.16 Predição in 
silico 

chr12:127278991-
127279011 

+ 

G000486 PRED-OT.17 Predição in 
silico 

chr2:67686631-67686651 + 

G000486 PRED-OT.18 Predição in 
silico 

chr1:114467665-114467685 + 

G000486 PRED-OT.19 Predição in 
silico 

chr3:194514436-194514456 + 

G000486 PRED-OT.20 Predição in 
silico 

chr14:31767581-31767601 + 
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G000486 PRED-OT.21 Predição in 
silico 

chr16:28706209-28706229 + 

G000486 PRED-OT.22 Predição in 
silico 

chr8:110526279-110526299 + 

G000486 PRED-OT.23 Predição in 
silico 

chr19:2899814-2899834 + 

G000486 PRED-OT.25 Predição in 
silico 

chr3:130760261-130760281 + 

G000486 PRED-OT.26 Predição in 
silico 

chr11:2506046-2506066 + 

G000486 PRED-OT.27 Predição in 
silico 

chr2:153918318-153918338 + 

G000486 PRED-OT.28 Predição in 
silico 

chr14:40590226-40590246 + 

G000486 PRED-OT.29 Predição in 
silico 

chr18:806650-806670 + 

G000486 PRED-OT.30 Predição in 
silico 

chr2:117707480-117707500 + 

“INS-OT.N” refere-se a um ID de sítio não alvo detectado pela inserção de oligo, em 

que N é um número inteiro especificado acima; "PRED-OT.N" refere-se a um ID de 

sítio fora do alvo predito via métodos in silico, em que N é um número inteiro 

especificado. 

 

Tabela 33. Sítios detectados fora do alvo em PHH tratados com LNP 

contendo 100 ng de mRNA e 31,03 nM de gRNA 

ID GUIA 

ID de sítio 

fora do alvo 

(OT) Tipo de sítio 

Frequência Indel 

(usando LNP com 

100 ng de mRNA 

de Cas9 e 14,68 

nM de gRNA) 

Frequência 

indel desvio 

padrão 

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. Distribuição de LNP ao modelo de camundongo 

humanizado de ATTR 
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[00275] Um modelo de camundongo transgênico humanizado bem 

estabelecido de amiloidose ATTR hereditária que expressa a forma 

mutante patogênica V30M da proteína TTR humana foi usado neste 

exemplo. Este modelo de camundongo recapitula o fenótipo de 

deposição de TTR nos tecidos observados em pacientes com ATTR, 

inclusive no sistema nervoso periférico e no trato gastrointestinal (GI) 

(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 formulações de LNP preparadas usando os 

procedimentos de fluxo cruzado e TFF, conforme descrito no Exemplo 

1. As LNPs foram formuladas com uma razão N:P de 6,0 e continham 

lipídeo A, colesterol, DSPC e PEG2k-DMG em uma razão 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 

segmentação G000395 ("G395"; SEQ ID NO: 273), na razão 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 única de 1 mg/kg 

(de teor total de RNA) de LNP com um grupo n = 10 /. 8 semanas após 

o tratamento, os camundongos foram sacrificados para coleta de 

amostras. Os níveis de proteína TTR humana foram medidos no soro e 

no líquido cefalorraquidiano (CSF) por ELISA como descrito 

anteriormente por Butler et al., Amyloid. 2016 Jun; 23 (2): 109-18. O 

tecido do fígado foi analisado quanto aos níveis de edição, como 

descrito no Exemplo 1. Outros tecidos (estômago, cólon, nervo ciático, 

gânglio da raiz dorsal (DRG)) foram coletados e processados para 

imuno-histoquímica semiquantitativa, como descrito anteriormente por 

Gonçalves et al., Amyloid. 2014 Sep; 21(3):175–184.  A análise 

estatística dos dados de imuno-histoquímica 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 edição robusta 

(49,4%) de TTR em fígados de camundongos humanizados após a dose 

única de LNP compreendendo G481, sem edição detectada no grupo 

controle. A análise dos eventos de edição demonstrou que 96,8% dos 

eventos foram inserções, com as deleções restantes. 

[00279] Como mostrado na FIG.24A-B, os níveis de proteína TTR 

diminuíram no plasma, mas não no CSF dos camundongos tratados, 

com uma queda superior a 99% dos níveis plasmáticos de TTR 

observados (p <0,001). 

[00280] O knockdown quase completo de TTR observado no plasma 

de animais tratados correlacionou-se com a depuração da deposição de 

amiloide da proteína TTR nos tecidos testados. Como mostrado na 

FIG.25, camundongos de controle exibiram coloração amiloide em 

tecidos que se assemelham à fisiopatologia observada em sujeitos 

humanos com ATTR. A diminuição do TTR circulante editando o locus 

HuTTR V30M resultou em uma diminuição dramática da deposição de 

amiloide nos tecidos. Foi observada redução de aproximadamente 85% 

ou melhor na coloração de TTR nos tecidos tratados 8 semanas após o 

tratamento (FIG.25). 

 

Exemplo 13. Knockdown de mRNA de TTR em hepatócitos 

humanos primários (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 centrífugo Amicon, respectivamente. As LNPs foram 

formuladas com uma razão N:P de 6,0 e continham lipídeo A, colesterol, 

DSPC e PEG2k-DMG em uma razão molar de 50:38:9:2, 
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respectivamente. As LNPs compreendiam uma razão de gRNA:mRNA 

de 1:2, e as células foram tratadas na dose de 300 ng (com relação à 

quantidade de carga de mRNA distribuída).   

[00282] Noventa e seis (96) horas após o tratamento com LNP (com 

triplicados biológicos para cada condição), 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 

transcrição 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 Taqman Fast 

Advanced Mastermix e 3 conjuntos de sondas Taqman, 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 

instruções do fabricante (Life Technologies). A expressão relativa do 

mRNA de TTR foi calculada normalizando para os controles endógenos 

(GAPDH e PPIB) individualmente, e depois a média.  

[00283] Como mostrado na FIG.29 e reproduzido numericamente na 

Tabela 34 abaixo, cada uma das formulações de LNP testadas resultou 

em knockdown do mRNA de TTR, em comparação com o controle 

negativo (não tratado). Os grupos na FIG.29 e na Tabela 34 são 

identificados pelo gRNA ID usado em cada preparação de LNP. A 

expressão 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 padrão 

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 após o tratamento com LNPs compreendendo 

G000480, G000486 e G000502. As LNPs foram formuladas e o PHH foi 

cultivado e tratado com as LNPs, cada um como descrito na experiência 

acima neste Exemplo, com a exceção de que as células foram tratadas 

com uma dose de 100 ng (com relação à quantidade de carga de mRNA 

distribuída). 

[00285] Noventa e seis (96) horas após o tratamento com LNP 

(tratamento único para cada condição), o mRNA foi purificado das 

células PHH usando o kit Dynabeads mRNA DIRECT (ThermoFisher 

Scientific) de acordo com o protocolo do fabricante. A transcrição 

reversa (RT) foi realizada com o kit de transcrição reversa de cDNA de 

alta capacidade (ThermoFisher Scientific) de acordo com as instruções 

do fabricante. Para PCR quantitativa, 2% do cDNA foi amplificado com 

Taqman Fast Advanced Mastermix e 3 conjuntos de sondas Taqman, 

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 instruções do fabricante (Life Technologies). A 

expressão relativa do mRNA de TTR foi calculada normalizando para os 

controles endógenos (GAPDH e PPIB) individualmente, e depois a 

média. 

[00286] Como mostrado na FIG.30 e reproduzido numericamente na 

Tabela 35 abaixo, cada uma das formulações de LNP testadas resultou 

em knockdown do mRNA de TTR, em comparação com o controle 

negativo (não tratado). Os grupos na FIG.30 e na Tabela 35 são 

identificados pelo gRNA ID usado em cada preparação de LNP. A 

expressão 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. 

ID GUIA 

% média de 

Knckdown 

Desvio 

padrão 

G000480 95,61 0,92 

G000486 97,36 0,63 

G000502 90,94 2,63 

 

Tabela de Sequências 

[00287] A tabela de sequência a seguir fornece uma lista de 

sequências aqui divulgadas. Entende-se que, se uma sequência de 

DNA (compreendendo Ts) for referenciada em relação a um RNA, Ts 

deverá ser substituído por Us (que pode ser modificado ou não, 

dependendo do contexto) e vice-versa. 
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Descrição Sequência SEQ 
ID No. 

Transcrito Cas9 
com 5’ UTR de 
HSD, ORF 
correspondence 
à SEQ ID NO: 
204, sequência 
Kozal, e 3’ UTR 
de ALB 

 

  
 

1 
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Transcrito de 
Cas9 
compreendendo 
Cas9 ORF 
correspondente 
à SEQ ID NO: 
205 usando 
códons com 
expressão 
geralmente alta 
em humanos 

  
 

2 
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sequência de 
sgRNA 
modificada ("N" 
pode ser 
qualquer 
nucleotídeo 
natural ou não 
natural) 
 

 

3 

30/30/39 
sequência poli-A 
 

 

 

4 

CR003335 

gRNA 

direcionado à 

TTR humana 

(Éxon 1) 

 

CUGCUCCUCCUCUGCCUUGC 5 

CR003336 

gRNA 

CCUCCUCUGCCUUGCUGGAC 6 
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direcionado à 

TTR humana 

(Éxon 1) 

CR003337 

gRNA 

direcionado à 

TTR humana 

(Éxon 1) 

CCAGUCCAGCAAGGCAGAGG 7 

CR003338 

gRNA 

direcionado à 

TTR humana 

(Éxon 1) 

AUACCAGUCCAGCAAGGCAG 8 

CR003339 

gRNA 

direcionado à 

TTR humana 

(Éxon 1) 

ACACAAAUACCAGUCCAGCA 9 

CR003340 

gRNA 

direcionado à 

TTR humana 

(Éxon 1) 

UGGACUGGUAUUUGUGUCUG 10 

CR0033341 

gRNA 

direcionado à 

TTR humana 

(Éxon 1) 

CUGGUAUUUGUGUCUGAGGC 11 

CR003342 

gRNA 

direcionado à 

TTR humana 

(Éxon 2) 

CUUCUCUACACCCAGGGCAC 12 

CR003343 

gRNA 

CAGAGGACACUUGGAUUCAC 13 
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direcionado à 

TTR humana 

(Éxon 2) 

CR003344 

gRNA 

direcionado à 

TTR humana 

(Éxon 2) 

UUUGACCAUCAGAGGACACU 14 

CR003345 

gRNA 

direcionado à 

TTR humana 

(Éxon 2) 

UCUAGAACUUUGACCAUCAG 15 

CR003346 

gRNA 

direcionado à 

TTR humana 

(Éxon 2) 

AAAGUUCUAGAUGCUGUCCG 16 

CR003347 

gRNA 

direcionado à 

TTR humana 

(Éxon 2) 

CAUUGAUGGCAGGACUGCCU 17 

CR003348 

gRNA 

direcionado à 

TTR humana 

(Éxon 2) 

AGGCAGUCCUGCCAUCAAUG 18 

CR003349 

gRNA 

direcionado à 

TTR humana 

(Éxon 2) 

UGCACGGCCACAUUGAUGGC 19 

CR003350 

gRNA 

CACAUGCACGGCCACAUUGA 20 
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direcionado à 

TTR humana 

(Éxon 2) 

CR003351 

gRNA 

direcionado à 

TTR humana 

(Éxon 2) 

AGCCUUUCUGAACACAUGCA 21 

CR003352 

gRNA 

direcionado à 

TTR humana 

(Éxon 2) 

GAAAGGCUGCUGAUGACACC 22 

CR003353 

gRNA 

direcionado à 

TTR humana 

(Éxon 2) 

AAAGGCUGCUGAUGACACCU 23 

CR003354 

gRNA 

direcionado à 

TTR humana 

(Éxon 2) 

ACCUGGGAGCCAUUUGCCUC 24 

CR003355 

gRNA 

direcionado à 

TTR humana 

(Éxon 2) 

CCCAGAGGCAAAUGGCUCCC 25 

CR003356 

gRNA 

direcionado à 

TTR humana 

(Éxon 2) 

GCAACUUACCCAGAGGCAAA 26 

CR003357 

gRNA 

UUCUUUGGCAACUUACCCAG 27 
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direcionado à 

TTR humana 

(Éxon 2) 

CR003358 

gRNA 

direcionado à 

TTR humana 

(Éxon 3) 

AUGCAGCUCUCCAGACUCAC 28 

CR003359 

gRNA 

direcionado à 

TTR humana 

(Éxon 3) 

AGUGAGUCUGGAGAGCUGCA 29 

CR003360 

gRNA 

direcionado à 

TTR humana 

(Éxon 3) 

GUGAGUCUGGAGAGCUGCAU 30 

CR003361 

gRNA 

direcionado à 

TTR humana 

(Éxon 3) 

GCUGCAUGGGCUCACAACUG 31 

CR003362 

gRNA 

direcionado à 

TTR humana 

(Éxon 3) 

GCAUGGGCUCACAACUGAGG 32 

CR003363 

gRNA 

direcionado à 

TTR humana 

(Éxon 3) 

ACUGAGGAGGAAUUUGUAGA 33 

CR003364 

gRNA 

CUGAGGAGGAAUUUGUAGAA 34 
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direcionado à 

TTR humana 

(Éxon 3) 

CR003365 

gRNA 

direcionado à 

TTR humana 

(Éxon 3) 

UGUAGAAGGGAUAUACAAAG 35 

CR003366 

gRNA 

direcionado à 

TTR humana 

(Éxon 3) 

AAAUAGACACCAAAUCUUAC 36 

CR003367 

gRNA 

direcionado à 

TTR humana 

(Éxon 3) 

AGACACCAAAUCUUACUGGA 37 

CR003368 

gRNA 

direcionado à 

TTR humana 

(Éxon 3) 

AAGUGCCUUCCAGUAAGAUU 38 

CR003369 

gRNA 

direcionado à 

TTR humana 

(Éxon 3) 

CUCUGCAUGCUCAUGGAAUG 39 

CR003370 

gRNA 

direcionado à 

TTR humana 

(Éxon 3) 

CCUCUGCAUGCUCAUGGAAU 40 

CR003371 

gRNA 

ACCUCUGCAUGCUCAUGGAA 41 

Petição 870200059104, de 13/05/2020, pág. 336/405



243/319 

direcionado à 

TTR humana 

(Éxon 3) 

CR003372 

gRNA 

direcionado à 

TTR humana 

(Éxon 3) 

UACUCACCUCUGCAUGCUCA 42 

CR003373 

gRNA 

direcionado à 

TTR humana 

(Éxon 4) 

GUAUUCACAGCCAACGACUC 43 

CR003374 

gRNA 

direcionado à 

TTR humana 

(Éxon 4) 

GCGGCGGGGGCCGGAGUCGU 44 

CR003375 

gRNA 

direcionado à 

TTR humana 

(Éxon 4) 

AAUGGUGUAGCGGCGGGGGC 45 

CR003376 

gRNA 

direcionado à 

TTR humana 

(Éxon 4) 

CGGCAAUGGUGUAGCGGCGG 46 

CR003377 

gRNA 

direcionado à 

TTR humana 

(Éxon 4) 

GCGGCAAUGGUGUAGCGGCG 47 

CR003378 

gRNA 

GGCGGCAAUGGUGUAGCGGC 48 
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direcionado à 

TTR humana 

(Éxon 4) 

CR003379 

gRNA 

direcionado à 

TTR humana 

(Éxon 4) 

GGGCGGCAAUGGUGUAGCGG 49 

CR003380 

gRNA 

direcionado à 

TTR humana 

(Éxon 4) 

GCAGGGCGGCAAUGGUGUAG 50 

CR003381 

gRNA 

direcionado à 

TTR humana 

(Éxon 4) 

GGGGCUCAGCAGGGCGGCAA 51 

CR003382 

gRNA 

direcionado à 

TTR humana 

(Éxon 4) 

GGAGUAGGGGCUCAGCAGGG 52 

CR003383 

gRNA 

direcionado à 

TTR humana 

(Éxon 4) 

AUAGGAGUAGGGGCUCAGCA 53 

CR003384 

gRNA 

direcionado à 

TTR humana 

(Éxon 4) 

AAUAGGAGUAGGGGCUCAGC 54 

CR003385 

gRNA 

CCCCUACUCCUAUUCCACCA 55 
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direcionado à 

TTR humana 

(Éxon 4) 

CR003386 

gRNA 

direcionado à 

TTR humana 

(Éxon 4) 

CCGUGGUGGAAUAGGAGUAG 56 

CR003387 

gRNA 

direcionado à 

TTR humana 

(Éxon 4) 

GCCGUGGUGGAAUAGGAGUA 57 

CR003388 

gRNA 

direcionado à 

TTR humana 

(Éxon 4) 

GACGACAGCCGUGGUGGAAU 58 

CR003389 

gRNA 

direcionado à 

TTR humana 

(Éxon 4) 

AUUGGUGACGACAGCCGUGG 59 

CR003390 

gRNA 

direcionado à 

TTR humana 

(Éxon 4) 

GGGAUUGGUGACGACAGCCG 60 

CR003391 

gRNA 

direcionado à 

TTR humana 

(Éxon 4) 

GGCUGUCGUCACCAAUCCCA 61 

CR003392 

gRNA 

AGUCCCUCAUUCCUUGGGAU 62 
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direcionado à 

TTR humana 

(Éxon 4) 

CR005298 

gRNA 

direcionado à 

TTR humana 

(Éxon 1) 

UCCACUCAUUCUUGGCAGGA 63 

CR005299 

gRNA 

direcionado à 

TTR humana 

(Éxon 4) 

AGCCGUGGUGGAAUAGGAGU 64 

CR005300 

gRNA 

direcionado à 

TTR humana 

(Éxon 1) 

UCACAGAAACACUCACCGUA 65 

CR005301 

gRNA 

direcionado à 

TTR humana 

(Éxon 1) 

GUCACAGAAACACUCACCGU 66 

CR005302 

gRNA 

direcionado à 

TTR humana 

(Éxon 2) 

ACGUGUCUUCUCUACACCCA 67 

CR005303 

gRNA 

direcionado à 

TTR humana 

(Éxon 2) 

UGAAUCCAAGUGUCCUCUGA 68 

CR005304 

gRNA 

GGCCGUGCAUGUGUUCAGAA 69 
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direcionado à 

TTR humana 

(Éxon 2) 

CR005305 

gRNA 

direcionado à 

TTR humana 

(Éxon 3) 

UAUAGGAAAACCAGUGAGUC 70 

CR005306 

gRNA 

direcionado à 

TTR humana 

(Éxon 3) 

AAAUCUUACUGGAAGGCACU 71 

CR005307 

gRNA 

direcionado à 

TTR humana 

(Éxon 4) 

UGUCUGUCUUCUCUCAUAGG 72 

CR000689 

gRNA 

direcionado à 

TTR Cyno 

ACACAAAUACCAGUCCAGCG 73 

CR005364 

gRNA 

direcionado à 

TTR Cyno 

AAAGGCUGCUGAUGAGACCU 74 

CR005365 

gRNA 

direcionado à 

TTR Cyno 

CAUUGACAGCAGGACUGCCU 75 

CR005366 

gRNA 

direcionado à 

TTR Cyno 

AUACCAGUCCAGCGAGGCAG 76 

CR005367 CCAGUCCAGCGAGGCAGAGG 77 
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gRNA 

direcionado à 

TTR Cyno 

CR005368 

gRNA 

direcionado à 

TTR Cyno 

CCUCCUCUGCCUCGCUGGAC 78 

CR005369 

gRNA 

direcionado à 

TTR Cyno 

AAAGUUCUAGAUGCCGUCCG 79 

CR005370 

gRNA 

direcionado à 

TTR Cyno 

ACUUGUCUUCUCUAUACCCA 80 

CR005371 

gRNA 

direcionado à 

TTR Cyno 

AAGUGACUUCCAGUAAGAUU 81 

CR005372 

gRNA 

direcionado à 

TTR Cyno 

AAAAGGCUGCUGAUGAGACC 82 

 Não utilizado 83 

 Não utilizado 84 

 Não utilizado 85 

 Não utilizado 86 

G000480 

sequência 

modificada de 

sgRNA 

direcionada à 

TTR humana 

 

87 

G000481 

sequência  

88 
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modificada de 

sgRNA 

direcionada à 

TTR humana 

G000482 

sequência 

modificada de 

sgRNA 

direcionada à 

TTR humana 

 

89 

G000483 

sequência 

modificada de 

sgRNA 

direcionada à 

TTR humana 

 

90 

G000484 

sequência 

modificada de 

sgRNA 

direcionada à 

TTR humana 

 

91 

G000485 

sequência 

modificada de 

sgRNA 

direcionada à 

TTR humana 

 

92 

G000486 

sequência 

modificada de 

sgRNA 

direcionada à 

TTR humana 

 

93 

G000487 

 

94 

Petição 870200059104, de 13/05/2020, pág. 343/405



250/319 

sequência 

modificada de 

sgRNA 

direcionada à 

TTR humana 

G000488 

sequência 

modificada de 

sgRNA 

direcionada à 

TTR humana 

 

95 

G000489 

sequência 

modificada de 

sgRNA 

direcionada à 

TTR humana 

 

96 

G000490 

sequência 

modificada de 

sgRNA 

direcionada à 

TTR humana 

 

 

97 

G000491 

sequência 

modificada de 

sgRNA 

direcionada à 

TTR humana 

 

98 

G000492 

sequência 

modificada de 

sgRNA 

direcionada à 

TTR humana 

 

99 
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G000493 

sequência 

modificada de 

sgRNA 

direcionada à 

TTR humana 

 

100 

G000494 

sequência 

modificada de 

sgRNA 

direcionada à 

TTR humana 

 

101 

G000495 

sequência 

modificada de 

sgRNA 

direcionada à 

TTR humana 

 

102 

G000496 

sequência 

modificada de 

sgRNA 

direcionada à 

TTR humana 

 

103 

G000497 

sequência 

modificada de 

sgRNA 

direcionada à 

TTR humana 

 

104 

G000498 

sequência 

modificada de 

sgRNA 

direcionada à 

 

105 
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TTR humana 

G000499 

sequência 

modificada de 

sgRNA 

direcionada à 

TTR humana 

 

106 

G000500 

sequência 

modificada de 

sgRNA 

direcionada à 

TTR humana 

 

 

107 

G000501 

sequência 

modificada de 

sgRNA 

direcionada à 

TTR humana 

 

108 

G000567 

sequência 

modificada de 

sgRNA 

direcionada à 

TTR humana 

 

109 

G000568 

sequência 

modificada de 

sgRNA 

direcionada à 

TTR humana 

 

110 

G000570 

sequência 

modificada de 

sgRNA 

 

111 
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direcionada à 

TTR humana 

G000571 

sequência 

modificada de 

sgRNA 

direcionada à 

TTR humana 

 

112 

G000572 

sequência 

modificada de 

sgRNA 

direcionada à 

TTR humana 

 

113 

G000502 

sequência 

modificada de 

sgRNA 

direcionada à 

TTR Cyno 

 

 

114 

G000503 

sequência 

modificada de 

sgRNA 

direcionada à 

TTR Cyno 

 

115 

G000504 

sequência 

modificada de 

sgRNA 

direcionada à 

TTR Cyno 

 

116 

G000505 

sequência 

modificada de 

 

117 
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sgRNA 

direcionada à 

TTR Cyno 

G000506 

sequência 

modificada de 

sgRNA 

direcionada à 

TTR Cyno 

 

118 

G000507 

sequência 

modificada de 

sgRNA 

direcionada à 

TTR Cyno 

 

119 

G000508 

sequência 

modificada de 

sgRNA 

direcionada à 

TTR Cyno 

 

120 

G000509 

sequência 

modificada de 

sgRNA 

direcionada à 

TTR Cyno 

 

 

121 

G000510 

sequência 

modificada de 

sgRNA 

direcionada à 

TTR Cyno 

 

122 

G000511 

sequência  

123 

Petição 870200059104, de 13/05/2020, pág. 348/405



255/319 

modificada de 

sgRNA 

direcionada à 

TTR Cyno 

G000282 

sequência 

modificada de 

sgRNA 

direcionada à 

TTR de 

camundongo 

 

124 

 Não utilizado 125 a 

200 

Sequência de 

codificação de 

DNA de Cas9 

usando o 

análogo da 

timidina dos 

códons mínimos 

de uridina 

listados na 

Tabela 3, com 

códons de início 

e de parada 
 

201 

Petição 870200059104, de 13/05/2020, pág. 349/405



256/319 

 

Petição 870200059104, de 13/05/2020, pág. 350/405



257/319 

Sequência de 

codificação de 

DNA de Cas9 

usando códons 

com expressão 

geralmente alta 

em humanos 

  

202 

Petição 870200059104, de 13/05/2020, pág. 351/405



258/319 

 

Sequência de 

aminoácidos de 

Cas9 com um 

sinal de 

localização 

nuclear (1xNLS) 

como os 

aminoácidos C-

terminais 

  

203 

ORF de mRNA 

de Cas9 usando 

códons mínimos 

de uridina, com 

códons de início 

e parada 

  

204 

Petição 870200059104, de 13/05/2020, pág. 352/405



259/319 

 

Petição 870200059104, de 13/05/2020, pág. 353/405



260/319 

 

ORF de mRNA 

de Cas9 usando 

códons com 

expressão 

geralmente alta 

em humanos, 

com códons de 

início e parada 

  

205 

Petição 870200059104, de 13/05/2020, pág. 354/405



261/319 

 

Sequência de 

aminoácidos 

Cas9 nickase 

(D10A) 

  

 

 

206 

Petição 870200059104, de 13/05/2020, pág. 355/405



262/319 

ORF de mRNA 

de Cas9 

nickase (D10A) 

 

207 

Petição 870200059104, de 13/05/2020, pág. 356/405



263/319 

 

Sequência de 

aminoácidos 

dCas9 (D10A 

H840A) 

  

208 

ORF de mRNA 

de dCas9 

(D10A H840A) 
 

209 

Petição 870200059104, de 13/05/2020, pág. 357/405



264/319 

 

Petição 870200059104, de 13/05/2020, pág. 358/405



265/319 

 

Sequência de 

codificação de 

mRNA de Cas9 

usando códons 

mínimos de 

uridina (sem 

códons de início 

ou de parada; 

adequado para 

inclusão na 

sequência de 

codificação de 

proteínas de 

fusão) 

  

210 

Petição 870200059104, de 13/05/2020, pág. 359/405



266/319 

 

Sequência de 

codificação de 

Cas9 nickase 

usando códons 

mínimos de 

uridina (sem 

códons de 

início ou de 

parada; 

adequado para 

inclusão na 

sequência de 

codificação de 

proteínas de 

fusão) 

 

211 

Petição 870200059104, de 13/05/2020, pág. 360/405



267/319 

 

sequência de 

codificação 

dCas9 usando 

códons 

mínimos de 

 

212 

Petição 870200059104, de 13/05/2020, pág. 361/405



268/319 

uridina (sem 

códons de 

partida ou 

parada; 

adequado para 

inclusão na 

sequência de 

codificação de 

proteínas de 

fusão) 

 

Petição 870200059104, de 13/05/2020, pág. 362/405



269/319 

 

Sequência de 

aminoácidos de 

Cas9 (sem NLS) 

  

213 

ORF de mRNA 

de Cas9 que 

codifica SEQ ID 

NO: 213 usando 

códons mínimos 

de uridina, com 

códons de início 

e parada   

214 

Petição 870200059104, de 13/05/2020, pág. 363/405



270/319 

 

 

Petição 870200059104, de 13/05/2020, pág. 364/405



271/319 

Sequência de 

codificação 

Cas9 que 

codifica SEQ ID 

NO: 213 usando 

códons mínimos 

de uridina (sem 

códons de início 

ou parada; 

adequado para 

inclusão na 

sequência de 

codificação de 

proteínas de 

fusão) 

  

215 

Petição 870200059104, de 13/05/2020, pág. 365/405



272/319 

 

Sequência de 

aminoácidos 

da Cas9 

nickase (sem 

NLS) 

  

216 

ORF de mRNA 

de Cas 9 

nickase que 

codifica SEQ ID 

NO: 216 

usando códons 

 

217 

Petição 870200059104, de 13/05/2020, pág. 366/405



273/319 

mínimos de 

uridina, 

conforme 

listado na 

Tabela 3, com 

códons de 

início e parada 

 

Petição 870200059104, de 13/05/2020, pág. 367/405



274/319 

 

Sequência de 

codificação de 

Cas9 nickase 

que codifica 

SEQ ID NO: 216 

usando códons 

mínimos de 

uridina, 

conforme 

listado na 

Tabela 3 (sem 

códons de 

início ou 

parada; 

adequado para 

inclusão na 

codificação de 

proteínas de 

fusão 

 

218 
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275/319 

 

Sequência de 

aminoácidos 

de dCas9 (sem 

NLS) 

  

 

219 

Petição 870200059104, de 13/05/2020, pág. 369/405



276/319 

ORF de mRNA 

de dCas9 que 

codifica SEQ ID 

NO: 219 

usando códons 

mínimos de 

uridina, 

conforme 

listado na 

Tabela 3, com 

códons de 

início e parada 

 

220 

Petição 870200059104, de 13/05/2020, pág. 370/405



277/319 

 

sequência de 

codificação 

dCas9 que 

codifica SEQ ID 

NO: 219 

usando códons 

mínimos de 

uridina, 

conforme 

listado na 

Tabela 3 (sem 

códons de 

início ou 

parada; 

adequado para 

inclusão na 

sequência de 

codificação de 

proteínas de 

fusão) 
 

221 

Petição 870200059104, de 13/05/2020, pág. 371/405



278/319 

 

Sequência de 

aminoácidos de 

Cas9 com dois 

sinais de 

localização 

nuclear (2xNLS) 

como 

aminoácidos C-

terminais 

  

222 

Petição 870200059104, de 13/05/2020, pág. 372/405



279/319 

 

ORF de mRNA 

de Cas9 que 

codifica SEQ ID 

NO: 222 usando 

códons mínimos 

de uridina, com 

códons de início 

e parada 

  

223 

Petição 870200059104, de 13/05/2020, pág. 373/405



280/319 

 

Sequência de 

codificação 

Cas9 que 

codifica SEQ ID 

NO: 222 usando 

códons mínimos 

de uridina (sem 

códons de 

partida ou 

parada; 

adequado para 

inclusão na 

sequência de 

codificação de 

proteínas de 

fusão) 

  

224 

Petição 870200059104, de 13/05/2020, pág. 374/405



281/319 
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282/319 

Sequência de 

aminoácidos 

de Cas9 

nickase com 

dois sinais de 

localização 

nuclear como 

aminoácidos C-

terminais 

  

225 

ORF de mRNA 

de Cas 9 

nickase que 

codifica SEQ ID 

NO: 25 usando 

códons 

mínimos de 

uridina, 

conforme 

listado na 

Tabela 3, com 

códons de 

início e parada 

 

226 

Petição 870200059104, de 13/05/2020, pág. 376/405



283/319 

 

Sequência de 

codificação de 

Cas9 nickase 

que codifica 

SEQ ID NO: 25 

usando códons 

mínimos de 

uridina (sem 

 

227 

Petição 870200059104, de 13/05/2020, pág. 377/405



284/319 

códons de 

início ou de 

parada; 

adequados 

para inclusão 

na sequência 

de codificação 

de proteínas de 

fusão) 

 

Petição 870200059104, de 13/05/2020, pág. 378/405



285/319 

 

Sequência de 

aminoácidos 

de dCas9 com 

dois sinais de 

localização 

nuclear como 

aminoácidos C-

terminais 

  

228 

ORF de mRNA 

dCas9 que 

codifica SEQ ID 

NO: 228 

usando códons 

mínimos de 

uridina, com 

códons de 

início e de 

parada 
 

229 

Petição 870200059104, de 13/05/2020, pág. 379/405



286/319 

 

 

Petição 870200059104, de 13/05/2020, pág. 380/405



287/319 

sequência de 

codificação 

dCas9 que 

codifica SEQ ID 

NO: 228 

usando códons 

mínimos de 

uridina (sem 

códons de 

início ou 

parada; 

adequado para 

inclusão na 

sequência de 

codificação de 

proteínas de 

fusão) 

 

230 

Petição 870200059104, de 13/05/2020, pág. 381/405



288/319 

 

Promotor T7  TAATACGACTCACTATA 231 

5’ UTR de beta-

globina humana 

ACATTTGCTTCTGACACAACTGTGTTCACTAGCAACC

TCAAACAGACACC 

232 

3’ UTR de beta 

globina humana 

GCTCGCTTTCTTGCTGTCCAATTTCTATTAAAGGTTC

CTTTGTTCCCTAAGTCCAACTACTAAACTGGGGGATA

TTATGAAGGGCCTTGAGCATCTGGATTCTGCCTAATA

AAAAACATTTATTTTCATTGC 

233 

5’ UTR de alfa-

globina humana 

CATAAACCCTGGCGCGCTCGCGGCCCGGCACTCTT

CTGGTCCCCACAGACTCAGAGAGAACCCACC 

234 

3’ UTR de alfa 

globina humana 

GCTGGAGCCTCGGTGGCCATGCTTCTTGCCCCTTG

GGCCTCCCCCCAGCCCCTCCTCCCCTTCCTGCACC

CGTACCCCCGTGGTCTTTGAATAAAGTCTGAGTGGG

CGGC 

235 

5’ UTR de beta-

globina Xenopus 

laevis 

AAGCTCAGAATAAACGCTCAACTTTGGCC 236 

3’ UTR de beta-

globina Xenopus 

laevis 

ACCAGCCTCAAGAACACCCGAATGGAGTCTCTAAGC

TACATAATACCAACTTACACTTTACAAAATGTTGTCC

CCCAAAATGTAGCCATTCGTATCTGCTCCTAATAAAA

AGAAAGTTTCTTCACATTCT 

237 

Hormônio do 

Crescimento 

Bovino 5'UTR 

CAGGGTCCTGTGGACAGCTCACCAGCT 238 

Petição 870200059104, de 13/05/2020, pág. 382/405



289/319 

Hormônio 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 único 

G282 

direcionado ao 

gene TTR de 

camundongo 

mU*mU*mA*CAGCCACGUCUACAGCAGUUUUAGAmG

mCmUmAmGmAmAmAmUmAmGmCAAGUUAAAAUAA

GGCUAGUCCGUUAUCAmAmCmUmUmGmAmAmAmA

mAmGmUmGmGmCmAmCmCmGmAmGmUmCmGmG

mUmGmCmU*mU*mU*mU 

 

242 

 Não Usado 243 

Petição 870200059104, de 13/05/2020, pág. 383/405



290/319 

Transcrito de 

Cas9 com 5 

'UTR de HSD, 

ORF 

correspondente 

à SEQ ID NO: 

204 e 3' UTR de 

ALB 

  

244 

Petição 870200059104, de 13/05/2020, pág. 384/405



291/319 

 

ORF de Cas9 

alternativa com 

teor U de 

19,36% 

  

245 

Petição 870200059104, de 13/05/2020, pág. 385/405



292/319 

 

Transcrito Cas9 

com 5' UTR de 

HSD, ORF 

correspondente 

à SEQ ID NO: 

245, sequência 

  

246 

Petição 870200059104, de 13/05/2020, pág. 386/405



293/319 

de Kozak e 3' 

UTR de ALB 

 

Petição 870200059104, de 13/05/2020, pág. 387/405



294/319 

 

Transcrito Cas9 

com 5 'UTR de 

HSD, ORF 

correspondente 

à SEQ ID NO: 

245 e 3' UTR de 

ALB 

  

247 

Petição 870200059104, de 13/05/2020, pág. 388/405



295/319 

 

 Não utilizado 248 

Transcrito Cas9 

compreendendo 

a sequência 

Kozak com ORF 

de Cas9 usando 

códons com 

expressão 

geralmente alta 

  

249 

Petição 870200059104, de 13/05/2020, pág. 389/405



296/319 

em humanos 

 

Petição 870200059104, de 13/05/2020, pág. 390/405



297/319 

 

ORF de Cas9 

com junções de 

emenda 

removidas; 

12,75% de teor  

de U 

  

250 

Petição 870200059104, de 13/05/2020, pág. 391/405



298/319 

 

Transcrito de 

Cas9 com 5 

'UTR de HSD, 

ORF 

correspondente 

à SEQ ID NO: 

250, sequência 

de Kozak e 3' 

UTR de ALB 

  

251 

Petição 870200059104, de 13/05/2020, pág. 392/405



299/319 
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300/319 

ORF de Cas9 

com códons 

mínimos de 

uridina 

frequentemente 

usados em 

humanos em 

geral; 12,75% de 

teor de U 

 

252 

Petição 870200059104, de 13/05/2020, pág. 394/405



301/319 

 

Transcrito Cas9 

com 5' UTR de 

HSD, ORF 

correspondente 

à SEQ ID NO: 

252, sequência 

de Kozak e 3' 

UTR de ALB 

  

253 

Petição 870200059104, de 13/05/2020, pág. 395/405



302/319 

 

ORF de Cas9 

com códons 

mínimos de 

uridina 

raramente 

usados em 

humanos em 

 

  

254 

Petição 870200059104, de 13/05/2020, pág. 396/405



303/319 

geral; 12,75% de 

teor de U 

 

Petição 870200059104, de 13/05/2020, pág. 397/405



304/319 

 

Transcrito de 

Cas9 com 5' 

UTR de HSD, 

ORF 

correspondente 

à SEQ ID NO: 

254, sequência 

de Kozak e 3' 

UTR de ALB 

 

255 

Petição 870200059104, de 13/05/2020, pág. 398/405



305/319 

 

Transcrito de 

Cas9 com AGG 

como primeiros 

três 

nucleotídeos 

para uso com 

CleanCapTM, 5' 

UTR de HSD, 

ORF 

correspondente 

à SEQ ID NO: 

204, sequência 

de Kozak e 3' 

  

256 
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306/319 

UTR de ALB 

 

Petição 870200059104, de 13/05/2020, pág. 400/405



307/319 

 

Transcrito de 

Cas9 com 5' 

UTR de CMV, 

ORF 

correspondente 

à SEQ ID NO: 

204, sequência 

de Kozak e 3' 

UTR de ALB 

  

257 

Petição 870200059104, de 13/05/2020, pág. 401/405



308/319 

 

Transcrito Cas9 

com 5' UTR de 

HBB, ORF 

correspondente 

à SEQ ID NO: 

204, sequência 

de Kozak e 3' 

UTR de HBB 

  

258 

Petição 870200059104, de 13/05/2020, pág. 402/405



309/319 
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310/319 

Transcrito de 

Cas9 com 5' 

UTR de XBG, 

ORF 

correspondente 

à SEQ ID NO: 

204, sequência 

de Kozak e 3' 

UTR de XBG 

  

259 

Petição 870200059104, de 13/05/2020, pág. 404/405
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1/1 

RESUMO 

Patente de Invenção: “COMPOSIÇÕES E MÉTODOS PARA EDIÇÃO 

DE GENE TTR E TRATAR AMILOIDOSE ATTR”. 

A presente invenção refere-se a composições e métodos 

para edição, por exemplo, introdução de quebras de fita dupla, dentro 

do gene TTR. São fornecidas composições e métodos para tratar 

sujeitos tendo amiloidose associada à transtirretina (ATTR). 
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Código de Controle

Campo 1

Campo 2

Outras Informações:

- Nome do Arquivo:

- Data de Geração do Código:

- Hora de Geração do Código:

- Código de Controle:

- Campo 1:

- Campo 2:

Este anexo apresenta o código de controle da listagem de sequências
biológicas.

Listagem de sequência - P246062.TXT

17/03/2020

15:42:59

C0C7C3296E4482E2

4FB632AFB996F5B4

4FB632AFB996F5B4

C0C7C3296E4482E2
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