(12) FASCICULO DE PATENTE DE INVENGAO

(11) Numero de Publicacao: PT 2896697 E

(51) Classificacéo Internacional:
C12N 15/63(2015.01)

(22) Data de pedido: 2013.12.12

2012.12.12US
2013.01.02 US
2013.01.30 US
2013.02.25 US
2013.03.15 US

(30) Prioridade(s):
201261736527 P
201361748427 P
201361758468 P
201361769046 P
201361791409 P

(43) Data de publicacao do pedido: 2015.07.22

(45) Data e BPI da concessao: 2015.09.02
255/2015

(73) Titular(es):
MASSACHUSETTS INSTITUTE OF

TECHNOLOGY

77 MASSACHUSETTS AVENUE CAMBRIDGE,
MA 02142-1324 us
PRESIDENT AND FELLOWS OF HARVARD
COLLEGE us
THE BROAD INSTITUTE, INC. us
(72) Inventor(es):

FENG ZHANG us
PATRICK HSU us
LE CONG us
FEI RAN us

(74) Mandatario:
NUNO MIGUEL OLIVEIRA LOURENGO
RUA CASTILHO, N2 50 - 92 1269-163 LISBOA PT

(54) Epigrafe: ENGENHARIA DE SISTEMAS, METODOS E COMPOSIGCOES GUIA OTIMIZADAS

PARA A MANIPULAGCAO DE SEQUENCIAS
(57) Resumo:
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ATRAVES DA INTRODUCAO DE MUTACOES PRECISAS UTILIZANDO O SISTEMA CRISPR-CAS.



RESUMO
“ENGENHARIA DE SISTEMAS, METODOS E COMPOSIGCOES GUIA
OTIMIZADAS PARA A MANIPULACAO DE SEQUENCIAS”

A invencdo prevé sistemas, métodos e composicdes para a
manipulacdo de sequéncias e/ou atividade de sequéncias
alvo. S&o previstos vetores e sistemas de vetor, alguns dos
quais codificam um ou mais componentes de um complexo
CRISPR, assim como métodos para a criacdo e utilizacdo de
tais vetores. Sdo também previstos métodos para o controlo
da formacdo do complexo CRISPR em células eucaridticas e
métodos para a selecdo de células especificas através da
introducdo de mutacdes precisas utilizando o sistema

CRISPR-Cas.



DESCRICAO
“ENGENHARIA DE SISTEMAS, METODOS E COMPOSICOES GUIA
OTIMIZADAS PARA A MANIPULACAO DE SEQUENCIAS”

Campo da Invencdo

A presente invencdo refere-se em geral a sistemas, métodos
e composicdes utilizados para o controlo da expressido de
genes envolvendo o direcionamento de sequéncias, tais como
perturbacdo do genoma ou edicdo de genes, que podem
utilizar sistemas de vetores relacionados com Repeticdes
Palindrémicas Curtas Agrupadas e Regularmente Espacadas
(CRISPR, do inglés Clustered Regularly Interspaced Short

Palindromic Repeats) e 0s seus componentes.

Declaracgdo sobre Investigagdo Patrocinada pelo Governo

Federal

Esta invencdo foi realizada com o apoio concedido pelo
governo através do National Institute of Health, NIH
Pioneer Award DPIMH100706. O governo tem certos direitos

sobre a invencéo.

Antecedentes da Divulgacgédo

Recentes avangos nas técnicas de sequenciacdo do genoma e
métodos de anadlise aceleraram significativamente a
capacidade de catalogar e mapear os fatores genéticos
associados a uma gama variada de funcdes bioldbdgicas e
doencas. S&do necessarias tecnologias de direcionamento
genémico precisas para permitir a engenharia reversa

sistematica das variacdes genéticas causais, permitindo a



alteracdo seletiva de elementos genéticos individuais, bem
como para o avanco da biologia sintética, biotecnologia, e
aplicacdes médicas. Embora as técnicas de edicdo do genoma,
tais como desenho de dedos de zinco, efetores de tipo
ativador de transcricdo (TALEs, do 1inglés transcription
activator-like effectors), ou homing meganucleases, estejam
disponiveis para a producdo de alteracdes direcionadas no
genoma, permanece a necessidade de novas tecnologias de
engenharia do genoma que sejam acessiveis, féceis de
instalar, escaldveis e passiveis de direcionar a varias

posicdes dentro do genoma eucariota.

Sumdrio da Invencéo

Existe uma necessidade premente de sistemas e técnicas
alternativas e robustas para o direcionamento de sequéncias
com um vasto leque de aplicacdes. A presente invencéo
aborda esta necessidade e prevé vantagens relacionadas.
CRISPR/Cas ou o sistema CRISPR-Cas (os dols termos s&o
utilizados intermutavelmente ao longo deste pedido) né&o
requer a geracdo de proteinas personalizadas para as
sequéncias alvo especificas, mas uma Unica enzima Cas que
pode ser programada por uma molécula de RNA curto para
reconhecer um especifico DNA alvo, ou por outras palavras,
a enzima Cas pode ser recrutada para um alvo especifico do
DNA utilizando a referida molécula de RNA curto.
Adicionando o sistema CRISPR-Cas ao repertdrio de técnicas
de sequenciacdo do genoma e métodos de anédlise pode
simplificar significativamente a metodologia e acelerar a
capacidade de catalogar e mapear os fatores genéticos
associados a uma variada gama de funcdes bioldgicas e
doencas. Para utilizar o sistema CRISPR-Cas de forma eficaz

para a edicdo do genoma sem efeitos deletérios, é



fundamental compreender 0s aspetos de engenharia e
otimizacdo destas ferramentas de engenharia do genoma, que

sdo aspetos da presente divulgacéo.

De acordo com a presente invencido, é previsto um sistema de
vetor CRISPR-Cas de origem ndo natural e obtido por
engenharia de acordo com a reivindicacdo 1. Outros aspetos
da invencdo sdo divulgados nas reivindicac¢des dependentes.
A invencdo também prevé a utilizacdo do sistema de acordo

com as reivindicacdes 19 e 20.

Num aspeto, a presente divulgacdo prevé um sistema de vetor
compreendendo um ou mais vetores. Em algumas formas de
realizacdo, o sistema compreende: (a) um primeiro elemento
regulador ligado operacionalmente a uma seguéncia de
emparelhamento tracr e um ou mais locais de insercdo para a
insercdo de uma ou mais sequéncias guia a montante da
sequéncia de emparelhamento tracr, em que, quando expressa,
a sequéncia guia direciona a ligacdo especifica da
sequéncia de um complexo CRISPR a uma sequéncia alvo numa
célula, por exemplo, célula eucaridtica, em que o complexo
CRISPR compreende uma enzima CRISPR num complexo com (1) a
sequéncia guia que hibrida com a sequéncia alvo, e (2) a
sequéncia de emparelhamento tracr que hibrida com a
sequéncia tracr; e (b) um segundo elemento regulador,
ligado operacionalmente a uma sequéncia que codifica
enzimas que codificam a referida enzima CRISPR
compreendendo uma sequéncia de localizacdo nuclear; em que
os componentes (a) e (b) estdo localizados no mesmo ou em
diferentes vetores do sistema. Em algumas formas de
realizacdo, o componente (a) compreende ainda a sequéncia
tracr a jusante da sequéncia de emparelhamento tracr sob o

controlo do primeiro elemento regulador. Em algumas formas



de realizacdo, o componente (a) compreende adicionalmente
duas ou mais sequéncias guia ligadas de forma operativa ao
primeiro elemento regulador, em que, quando expressas, cada
uma das duas ou mais sequéncias guia orienta a ligacédo
especifica de um complexo CRISPR de uma sequéncia alvo
diferente numa célula eucaridtica. Em algumas formas de
realizacdo, o sistema compreende a sequéncia tracr sob o
controlo de um terceiro elemento regulador, tal como um
promotor de polimerase IIT. Em algumas formas de
realizacdo, a sequéncia tracr apresenta, pelo menos, 50%,
60%, 70%, 80%, 90%, 95%, ou 99% de complementaridade de
sequéncia ao longo do comprimento da sequéncia de
emparelhamento tracr quando otimamente alinhadas. Em
algumas formas de realizacdo, o complexo CRISPR compreende
uma ou mais sequéncias de localizacéo nuclear de
resisténcia suficiente para dirigir a acumulacdo do
referido complexo CRISPR numa quantidade detetavel no
nicleo de uma célula eucaridtica. Sem se pretender ficar
limitado ©pela teoria, acredita-se que um sinal de
localizacdo nuclear ndo é necessério para a atividade do
complexo CRISPR em eucariotas, mas que incluindo tais
sequéncias aumenta a atividade do sistema, especialmente
para direcionar as moléculas de &acido nucleico no nucleo.
Em algumas formas de realizacdo, a enzima CRISPR & uma
enzima do sistema CRISPR de tipo II. Em algumas formas de
realizacdo, a enzima CRISPR é uma enzima Cas9. Em algumas
formas de realizacdo, a enzima Cas9 é uma Cas9 de S.
pneumonias, S. pyogenes, ou S. thermophilus, e pode incluir
uma Cas9 mutada derivada desses organismos. A enzima pode
ser um homélogo ou ortdlogo da Cas9. Em algumas formas de
realizacdo, a enzima CRISPR tem coddes otimizados para
expressdo numa célula eucaridtica. Em algumas formas de

realizacdo, a enzima CRISPR orienta a clivagem de uma ou



duas cadeias na posicdo da sequéncia alvo. Em algumas
formas de realizacdo, a enzima CRISPR carece de atividade
de clivagem da cadeia de DNA. Em algumas formas de
realizacdo, o primeiro elemento regulador & um promotor de
polimerase III. Em algumas formas de realizacdo, o segundo
elemento regulador ¢ um promotor de polimerase II. Em
algumas formas de realizacdo, a sequéncia guia tem de
comprimento, pelo menos, 15, 1e¢, 17, 18, 19, 20, 25
nucledétidos, ou entre 10-30, ou entre 15-25, ou entre 15-20
nuclebdétidos. Em geral, e ao longo desta especificacdo, o
termo "vetor" refere-se a uma molécula de &cido nucleico
capaz de transportar outro 4acido nucleico ao qual foi
ligada. 0Os vetores incluem, mas ndo estdo limitados a,
moléculas de &cido nucleico que sdo de cadeia simples,
cadeia dupla, ou parcialmente de cadeia dupla; moléculas de
dcidos nucleicos que compreendem uma ou mais extremidades
livres, nenhumas extremidades livres (por exemplo
circular); moléculas de 4cido nucleico que compreendem DNA,
RNA, ou ambas; e outras variedades de polinucledtidos
conhecidos na técnica. Um tipo de vetor é um "plasmideo",
que se refere a uma alca de DNA de cadeia dupla circular ao
qual podem ser inseridos segmentos de DNA adicionais, por
exemplo, por técnicas de clonagem molecular padrdo. Um
outro tipo de vetor é um vetor viral, em que as sequéncias
derivadas de DNA ou RNA viral estdo presentes no vetor para
empacotamento num virus (por exemplo, retrovirus,
retrovirus de replicacdo defeituosa, adenovirus, adenovirus
de replicacdo defeituosa, e virus adeno-associados). Os
vetores virais também incluem polinucledétidos transportados
por um virus para a transfeccdo numa célula hospedeira.
Determinados vetores sdo capazes de replicacdo autdnoma
numa célula hospedeira na gqual s&do introduzidos (por

exemplo, vetores Dbacterianos que tém uma origem de



replicacdo bacteriana e vetores epissomais de mamiferos).
Outros vetores (por exemplo, vetores nédo epissomais de
mamiferos) sdo integrados no genoma de uma célula
hospedeira gquando da introducdo na célula hospedeira, e
assim sdo replicados juntamente com o genoma do hospedeiro.
Além disso, determinados vetores s&do capazes de dirigir a
expressdo de genes aos qualis estdo operacionalmente
ligados. Estes vetores sdo aqui referidos como "vetores de
expressao”. Os vetores de expressdo mais comuns com
utilidade em técnicas de DNA recombinante estdo muitas

vezes na forma de plasmideos.

Os vetores de expressdo recombinante podem compreender um
dcido nucleico da divulgacdo numa forma adequada para
expressdo do &cido nucleico numa célula hospedeira, o que
significa que os vetores de expressdo recombinantes incluem
um ou mais elementos de regulacéo, que podem ser
selecionados com base nas células hospedeiras a gser
utilizado para a expressdo, o0 que estd operacionalmente
ligado a sequéncia de 4cido nucleico a ser expressa. Dentro
de um vetor de expressdo recombinante, "operativamente
ligado" pretende significar que a sequéncia de nucledtidos
de interesse ¢é ligada ao elemento ou aos elementos
reguladores de um modo que permite a expressdo da sequéncia
de nucledtidos (por exemplo, num gsistema in vitro de
transcricdo/traducdo ou numa célula hospedeira quando o

vetor é introduzido na célula hospedeira).

0 termo "elemento regulador" destina-se a incluir
promotores, potenciadores (enhancers), locais internos de
entrada do ribossoma (IRES), e outros elementos de controlo
da expresséo (por exemplo, sinais de terminacdo da

transcricéo, tais como sinais de poliadenilacéo e



sequéncias de poli-U). Tais elementos reguladores
encontram-se descritos, por exemplo, em Goeddel, GENE
EXPRESSION TECHNOLOGY: METHODS IN ENZYMOLOGY 185, Academic
Press, San Diego, Califdérnia (1990) . Os elementos
reguladores incluem aqueles gque controlam a expressao
constitutiva de uma sequéncia de nucledtidos em muitos
tipos de células hospedeiras e 0s que controlam a expresséo
da sequéncia nucleotidica apenas em determinadas células
hospedeiras (por exemplo, sequéncias reguladoras
egspecificas de tecido). Um promotor especifico de tecido
pode controlar a expressdo principalmente num tecido de
interesse desejado, tal como musculo, neurdnios, 08so,
pele, sangue, O6rgdos especificos (por exemplo, figado,
pancreas), ou tipos de células em particular (por exemplo
linfécitos). Os elementos reguladores podem também
controlar a expressdo de uma forma dependente de tempo, tal
como de um modo dependente do ciclo celular ou da fase de
desenvolvimento, o gque também pode ou pode ndo ser
especifico do tecido ou tipo de célula. Em algumas formas
de realizacdo, um vetor compreende um ou mais promotor de
pol III (por exemplo, 1, 2, 3, 4, 5, ou mais promotores de
pol III), um ou mais promotores de pol II (por exemplo, 1,
2, 3, 4, 5, ou mais promotores de pol II), um ou mais
promotores de pol I (por exemplo, 1, 2, 3, 4, 5, ou mais
promotores de pol I), ou combinacdes dos mesmos. Exemplos
de promotores de pol III incluem, mas ndo estdo limitados
a, promotores U6 e Hl. Exemplos de promotores de pol II

incluem, mas ndo estdo limitados a, promotor LTR retroviral

do wvirus do sarcoma de Rous (RSV) (opcionalmente com o
potenciador RSV), o citomegalovirus (CMV) (opcionalmente
com o potenciador CMV) [ver, por exemplo, Boshart et al,

Cell, 41:521-530 (1985)], o promotor SV40, o promotor

dihidrofolato redutase, o promotor f-actina, o promotor



fosfoglicerol <cinase (PGK) e o promotor EFla. Também
englobados pelo termo "elemento regulador"™ sdo elementos
potenciadores, tais como WPRE; potenciadores CMV; 0
segmento R-U5' em LTR de HTLV-I (Mol. Cell. Biol.,
Vol.8(1l), p.466-472, 1988); potenciador SV40; e a sequéncia
do 1intrdo entre os exbes 2 e 3 da B-globina de coelho
(Proc. Natl. Acad. Sci. USA., Vol.78(3), p.1527-31, 1981).
Serd apreciado pelos peritos na técnica que o desenho do
vetor de expressdo pode depender de fatores tais como a
escolha da célula hospedeira a ser transformada, o nivel de
expressdo desejado, etc. Um vetor pode ser introduzido nas
células hospedeiras para assim produzir transcritos,
proteinas ou péptidos, incluindo proteinas ou péptidos de
fusédo, codificados por &cidos nucleicos como agqui descrito
(por exemplo, transcritos de Repetigdes Palindrdmicas
Curtas Agrupadas e Regularmente Espacadas (CRISPR),
proteinas, enzimas, formas mutantes dos mesmos, proteinas

de fusdo dos mesmos, etc.).

Os vetores vantajosos incluem os lentivirus e os virus
adeno-associados, e também podem ser selecionados tipos de
tais vetores para direcionar tipos de células em

particular.

Num aspeto, a presente divulgacéo prevé um  vetor
compreendendo um elemento regulador ligado operativamente a
uma sequéncia que codifica enzimas que codificam a enzima
CRISPR compreendendo uma ou mais sequéncias de localizacéo
nuclear. Em algumas formas de realizacdo, tais elementos
reguladores conduzem a transcricdo da enzima CRISPR numa
célula eucaridtica de tal forma que a referida enzima
CRISPR acumula numa quantidade detetdvel no nucleo da

célula eucaridtica. Em algumas formas de realizacdo, O
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Metabolismo da Frutose e
Manose

HK2; GCK; HK I

Metabolismo da Galactose

HK2; GCK; HK1

Biossintese do
Estilbeno, Cumarina e
Lignina

PRDX6; PRDX1; TYR

Via de Apresentagdo do
Antigene

CALR; B2M

Biossintese de
Esteroides

NQO1; DHCRY

Metabolismo do Butirato

ALDH1Al; NLGN1

Ciclo do Citrato

IDH2; IDH1

Metabolismo de Acidos
Gordos

ALDH1Al; CYP1BI

Metabolismo de
Glicerofosfolipidos

PRDX6; CHKA

Metabolismo da Histidina

PRMT5; ALDHI1Al

Metabolismo do Inositol

ERO1L; APEX1

Metabolismo de
Xenobidéticos pelo
Citocromo p450

GSTP1; CYPIBI

Metabolismo do Metano

PRDX6; PRDX1

Metabolismo da
Fenilalanina

PRDX6; PRDX1

Metabolismo do
Propanoato

ALDH1Al; LDHA

Metabolismo de
Aminodcidos com Selénio

PRMT5; AHCY

Metabolismo de

SPHK1; SPHK2

Esfingolipidos

Metabolismo de PRMTS
Aminofosfonato

Metabolismo de PRMT5
Androgénio e Estrogénio
Metabolismo do Ascorbato | ALDH1AlL
e do Acido Aldarico

Biossintese de Acidos ALDH1Al
Biliares

Metabolismo da Cisteina LDHA
Biossintese dos Acidos FASN
Gordos

Via de sinalizacdo do GNB2L1
Recetor do Glutamato

Resposta ao Stress PRDX1

Oxidativo mediada pelo
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NRF2
Via das Pentose Fosfato GPI
Interconversdo de UCHL1

Pentose e Glucuronato

Metabolismo do Retinol ALDH1A1l

Metabolismo da TYR
Riboflavina

Metabolismo da Tirosina PRMTS5, TYR
Biossintese da PRMT5
Ubiguinona

Degradacéo da Valina, ALDHI1Al

Leucina e Isoleucina

Metabolismo da Glicina, CHKA
Serina e Treonina

Degradacdo da Lisina ALDH1Al
Dor/Sabor TRPM5; TRPA1l
Dor TRPM7; TRPCS5; TRPCO6; TRPC1;

Cnrl; cnr2; Grk2; Trpal; Ponc;
Cgrp; Crf; Pka; Era; Nr2b;
TRPM5; Prkaca; Prkacb; Prkarla;

Prkar2a

Funcdo Mitocondrial ATF; CytC; SMAC (Diablo); Aifm-
1; Aifm-2

Neurologia de BMP-4; Chordin (Chrd); Noggin

Desenvolvimento (Nog) ; WNT (Wnt2; Wnt2b; Wnt3a;
Wnt4; Wntba; Wnto6; Wnt7b;

Wnt8b; WntS9a; WntO9b; WntlOa;
WntlO0b; Wntlo); beta-catenina;
Dkk-1; proteinas relacionadas
com Frizzled; Otx-2; Gbx2; FGF-
8; Reelin; Dabl; unc-86 (Poudfl
ou Brn3a); Numb; Reln

As formas de realizacdo da presente divulgacdo também se
relacionam com métodos e composicgdes relacionadas com
inativacdo (knocking out) de genes, ampliacdo de genes e
reparacdo de mutacdes especificas associadas com a
instabilidade da repeticdo no DNA e distuUrbios neuroldgicos
(Robert D. Wells, Tetsuo Ashizawa, Genetic Instabilities
and Neurological Diseases, Segunda Edicdo, Academic Press,
13 de outubro de 2011 - Medical). Encontrou-se aspetos

especificos das sequéncias de repeticdo em tandem que sé&o
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responsaveis por mais de vinte doencas humanas (New
insights into repeat instability: role of RNA-DNA hybrids.
McIvor EI, Polak U, Napierala M. RNA Biol. Setembro-Outubro
2010; 7(5):551-8). O sistema CRISPR-Cas pode ser
aproveitado para corrigir esses defeitos de instabilidade

gendmica.

Um outro aspeto da presente divulgacdo refere-se a
utilizacdo do sistema CRISPR-Cas para a edicdo de defeitos
nos genes EMP2A e EMP2B que foram identificados como
estando associados com a doenca de Lafora. A doenca de
Lafora ¢é uma condicdo autossdmica recessiva que se
caracteriza por epilepsia miocldbdnica progressiva que pode
comecar como convulsdes epiléticas na adolescéncia. Em
poucos casos da doenca a causa pode estar em mutacdes em
genes ainda ndo identificados. A doencga provoca convulsdes,
espasmos musculares, dificuldade para caminhar, deméncia e,
eventualmente, a morte. Nido existe atualmente nenhuma
terapia que se tenha mostrado eficaz contra a progressédo da
doenca. Outras anormalidades genéticas associadas a
epilepsia também pode ser alvo do sistema CRISPR-Cas e a
genética subjacente ¢é descrita adicionalmente em Genetics
of Epilepsy and Genetic Epilepsies, editado por Giuliano
Avanzini, Jeffrey L. Noebels, Mariani Foundation Paediatric

Neurology: 20; 2009).

Num outro aspeto da presente divulgacdo, o sistema CRISPR-
Cas pode ser wusado para corrigir defeitos oculares que
surgem devido a diversas mutacdes genéticas que se
descrevem adicionalmente em Genetic Diseases of the Eye,
Segunda Edicdo, editado por Elias I. Traboulsi, Oxford

University Press, 2012.
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Varios aspetos adicionais da presente divulgacé&o
relacionam-se com a edicdo de defeitos associados com uma
vasta gama de doencas genéticas que sdo descritas
adicionalmente no sitio Web dos Institutos Nacionais de
Saude na subsecdo sob o tdépico Doencas Genéticas. As
doencas cerebrais genéticas podem incluir, mas ndo estédo
limitadas a Adrenoleucodistrofia, Agenesia do Corpo Caloso,
Sindrome de Aicardi, Doenca de Alpers, Doenca de Alzheimer,
Sindrome de Barth, Doenca de Batten, CADASIL, Degeneracéao
Cerebelar, Doenca de Fabry, Doenca de Gerstmann-Straussler-
Scheinker, Doenca de Huntington e de outras Desordens de
Repeticdo de Tripletos, Doenca de Leigh, Sindrome de Lesch-
Nyhan, Doenca de  Menkes, Miopatias Mitocondriais e
Colpocefalia NINDS. Estas doencas sdo descritas com
detalhes adicionais no site Web dos Institutos Nacionais de
Saude na subsecdo sob o tdépico Doencas Genéticas do

Cérebro.

Em algumas formas de realizacdo, a condicdo pode ser a
neoplasia. Em algumas formas de realizacdo, em que a
condicdo ¢ neoplasia, o0s genes alvo sdo qualquer um dos
listados na Tabela A (neste caso PTEN, e assim por diante).
Em algumas formas de realizacdo, a condicdo pode ser
Degeneracdo Macular Relacionada com a Idade. Em algumas
formas de <realizacéo, a condicdo pode ser a Doenca
Esquizofrenia. Em algumas formas de realizacdo, a condicédo
pode ser um DistuUrbio de Repeticdes de Trinucledtidos. Em
algumas formas de realizacdo, a condicdo pode ser o
Sindrome de X fragil. Em algumas formas de realizacdo, a
condicdo pode ser um Disturbio Relacionado com a Secretase.
Em algumas formas de realizacdo, a condicdo pode ser
distlrbio relacionado com Prides. Em algumas formas de

realizacdo, a condicdo pode ser ALS. Em algumas formas de
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realizacdo, a condicdo pode ser uma dependéncia de drogas.
Em algumas formas de realizacdo, a condicdo pode ser
autismo. Em algumas formas de realizacdo, a condicdo pode
ser a Doenca de Alzheimer. Em algumas formas de realizacéo,
a condicdo pode ser a inflamacdo. Em algumas formas de

realizacdo, a condicdo pode ser a Doenca de Parkinson.

Exemplos de proteinas associadas com a doenca de Parkinson
incluem, mas ndo estdo limitados a o-sinucleina, DJ-1,

LRRK2, PINK1l, Parkin, UCHL1l, Sinfilina-1, e NURRI.

Os exemplos de proteinas relacionadas com dependéncia podem

incluir ABAT por exemplo.

Os exemplos de proteinas relacionadas com a inflamacéo
podem incluir a proteina quimioatrativa de mondbcitos 1
(MCP1) codificada pelo gene CCR2, o recetor C-C de
gquimiocinas de tipo 5 (CCRb5) codificada pelo gene CCR5, o
recetor IIB de 1IgG (FCGR2Db, também denominado CD32)
codificado pelo gene Fcgr2b, ou a proteina Fc épsilon Rlg

(FCER1g) codificada pelo gene Fcerlg, por exemplo.

Exemplos de proteinas associadas a doencas cardiovasculares
podem incluir IL1B (interleucina-1, beta), XDH (xantina
desidrogenase), TP53 (proteina tumoral p53), PTGIS (sintase
da prostaglandina I2 (prostaciclina)), MB (mioglobina), IL4
(interleucina 4), ANGPT1 (angiopoietina 1), ABCG8 (cassete
de ligacdo a ATP, subfamilia G (WHITE), membro 8), ou CTSK

(catepsina K), por exemplo.

Exemplos de proteinas associadas a doenca de Alzheimer
podem incluir a proteina recetora de lipoproteinas de muito

baixa densidade (VLDLR) codificada pelo gene de VLDLR, a
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enzima 1 do modificador de tipo ubigquitina (UBAL)
codificada pelo gene UBAl, ou a proteina de subunidade
catalitica da enzima El1 ativadora de NEDDS (UBEL1C)

codificada pelo gene UBA3, por exemplo.

Exemplos de ©proteinas associadas com Perturbacdes do
Espectro Autista podem incluir a proteina 1 associada ao
recetor de benzodiazepina (periférica) (BZRAP1l) codificada
pelo gene BZRAP1l, a proteina membro 2 da familia AF4/FMR2
(AFF2) codificada pelo gene AFF2 (também denominado MFR2),
a proteina do hombélogo 1 autossdmico de atraso mental pelo
cromossoma X fragil (FXR1) codificada pelo gene FXR1l, ou a
proteina do hombélogo 2 autossdmico de atraso mental pelo
cromossoma X fragil (FXR2) codificada pelo gene FXR2, por

exemplo.

Exemplos de proteinas associadas com a Degeneracdo Macular
podem incluir a proteina 4 (ABCA4), membro da cassete de
ligacdo a ATP, subfamilia A (ABCl), codificada pelo gene
ABCR, a proteina apolipoproteina E (APOE), codificada pelo
gene da APOE, ou a proteina do Ligando 2 (CCL2) da
gquimiocina (motivo C-C) codificada pelo gene CCL2, por

exemplo.

Exemplos de proteinas associadas com a Esquizofrenia podem
incluir NRG1, ErbB4, CPLX1, TPH1, TPH2, NRXN1, GSK3A, BDNF,

Discl, GSK3B, e suas combinacdes.

Exemplos de proteinas envolvidas na supressdo de tumores
podem incluir ATM (Ataxia telangiectasia mutada), a ATR
(Ataxia Telangiectasia e relacionada com Rad3), EGFR
(recetor do fator de <crescimento epidérmico), ERBB2

(homélogo 2 do oncogene viral de leucemia eritroblastica v-
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erb-b2), ErbB3 (hombélogo 3 do oncogene viral de leucemia
eritroblastica v-erb-b2), ErbB4 (homdélogo 4 do oncogene
viral de leucemia eritroblistica v-erb-b2), Notchl, Notch2,

Notch3, ou Notch4, por exemplo.

Exemplos de proteinas associadas a uma desordem da
secretase podem incluir PSENEN (homélogo do potenciador 2
da presenilina (C. elegans)), CTSB (catepsina B), PSENI
(presenilina 1), APP (proteina precursora (A4) de Dbeta
amiloide), APHIB (homdélogo B da faringe defeituosa anterior
1 (C. elegans)), PSENZ2 (presenilina 2 (doenca de Alzheimer
4)), ou de BACEl (enzima 1 de clivagem de APP no sitio

beta), por exemplo.

Exemplos de proteinas associadas com a Esclerose Lateral
Amiotrdfica podem incluir SOD1 (superdxido dismutase 1),
ALS?2 (esclerose lateral amiotrdéfica 2), proteina FUS
(proteina fundida de sarcoma), TARDBP (proteina TAR de
ligagcdo ao DNA), VAGFA (fator de crescimento endotelial
vascular A), VAGEB (fator de crescimento endotelial
vascular B), e VAGFC (fator de crescimento endotelial

vascular C), e qualgquer combinacdo das mesmas.

Exemplos de proteinas associadas a doencas de prides podem
incluir SOD1 (superdéxido dismutase 1), ALS2 (esclerose
lateral amiotréfica 2), proteina FUS (proteina fundida de
sarcoma), TARDBP (proteina TAR de ligacdo ao DNA), VAGFA
(fator de crescimento endotelial wvascular A), VAGEFB (fator
de crescimento endotelial wvascular B), e VAGFC (fator de
crescimento endotelial wvascular C), e qualquer combinacédo

das mesmas.
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Os exemplos de ©proteinas relacionadas com condicdes
neurodegenerativas em desordens de prides podem incluir A2M
(Alfa-2-Macroglobulina), AATF (Fator de transcricédo
antagonista da Apoptose), ACPP (Fosfatase acida
prostéatica), ACTA2 (Alfa Actina 2 do musculo 1liso da
aorta), ADAM22 (dominio de metalopeptidase ADAM), ADORA3
(Recetor de Adenosina A3), ou ADRALD (recetor adrenérgico
Alfa-1D para recetor alfa-adrenérgicos 1D), por exemplo.

Exemplos de proteinas associadas a imunodeficiéncia podem
incluir A2M [alfa-2-macroglobulina]; AANAT [arilalquilamina
N-acetiltransferase]; ABCAl |[cassete de 1ligacdo a ATP,
subfamilia A (ABCl), membro 1]; ABCA2 [cassete de ligacédo a
ATP, subfamilia A (ABCl), membro 2]; ou ABCA3 [cassete de

ligacdo a ATP, subfamilia A (ABCl), membro 3]; por exemplo.

Exemplos de proteinas associadas com Disturbios de
Repeticdes de Trinucledétidos incluem AR (recetor dos
androgénios), FMR1 (atraso mental ligado ao X fragil tipo
1), HTT (huntingtina), ou DMPK (proteina cinase da
distrofia miotdénica), FXN (frataxina), ATXN2 (ataxina 2),

por exemplo.

Exemplos de proteinas associadas a Desordens dos
neurotransmissores incluem  SST (somatostatina), NOS1
(sintase de ¢6xido nitrico 1 (neuronal)), ADRA2A (recetor
adrenérgico, alfa-2A-), ADRA2C (recetor adrenérgico, alfa-
2C-), TACR1 (recetor da tagquicinina 1), ou HTR2C (recetor

2C de 5-hidroxitriptamina (serotonina)), por exemplo.

Exemplos de sequéncias associadas ao desenvolvimento
neuroldégico incluem A2BP1l [proteina 1 de ligacdo a ataxina
21, AADAT [aminoadipato aminotransferase], AANAT

[arilalquilamina N-acetiltransferase], ABAT [4-
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aminobutirato aminotransferase], ABCAl [cassete de ligacé&o
a ATP, subfamilia A (ABCl), membro 1], ou ABCAl3 [cassete
de ligacdo a ATP, subfamilia A (ABCl), membro 13], por

exemplo.

Exemplos adicionais de condicgdes preferidas que podem ser
tratadas com o presente sistema incluem as que podem ser
selecionadas a partir de: Sindrome de Aicardi-Goutieres;
Doenca de Alexander; Sindrome de Allan-Herndon-Dudley;
Sindromes relacionados com POLG; Alfa-Manosidose (Tipo II e
IIT); Sindrome de Alstrdm; Sindrome de Angelman; Ataxia
Telangiectasia; Lipofuscinose Ceroide Neuronal; Beta-
talassemia; Atrofia Bilateral Otica e (Infantil) Atrofia
Otica tipo 1; Retinoblastoma (bilateral); Doenca de
Canavan; Sindrome 1 Cerebro-éculo-facio-esquelético
[COFS1]; Xantomatose Cerebrotendinosa; Sindrome de Cornelia
de Lange; Transtornos relacionados com MAPT; Doencas
genéticas de Prides; Sindrome de Dravet; Doenga de
Alzheimer de Inicio Precoce-Familial; Ataxia de Friedreich
[FRDA]; Sindrome de Fryns; Fucosidose; Distrofia Muscular
Congénita de Fukuyama; Galactosialidose; Doenca de Gaucher;
Acidémias organicas; Linfohistiocitose Hemofagocitica;
Sindrome de Progeria de Hutchinson-Gilford; Mucolipidose
II; Doenca infantil do Armazenamento de Acido sidlico;
Neurodegeneracdo associada com PLA2G6; Sindrome de Jervell
e Lange-Nielsen; Epidermdélise bolhosa nas articulacgdes;
Doenca de Huntington; Doenca de Krabbe (Infantil); Sindrome
de Leigh associado ao DNA mitocondrial e NARP; Sindrome de
Lesch-Nyhan; Lisencefalia associada LIS1; Sindrome de Lowe;
Doenca da urina com odor a xarope de bordo; Sindrome de
duplicacéo MECP2; Desordem do transporte de cobre
relacionada com ATP7A; Distrofia Muscular Relacionado com

LAMA2; Deficiéncia na Arilsulfatase A; Mucopolissacaridose



elemento regulador ¢ um promotor de polimerase II. Em
algumas formas de realizacdo, a enzima CRISPR & uma enzima
do sistema CRISPR de tipo II. Em algumas formas de
realizacdo, a enzima CRISPR é uma enzima Cas9. Em algumas
formas de realizacdo, a enzima Cas9 é uma Cas9 de S.
pneumonias, S. pyogenes, ou S. thermophilus, e pode incluir
uma Cas9 mutada derivada desses organismos. Em algumas
formas de realizacdo, a enzima CRISPR tem coddes otimizados
para a expressdo numa célula eucaridtica. Em algumas formas
de realizacdo, a enzima CRISPR orienta a clivagem de uma ou
duas cadeias na posicdo da sequéncia alvo. Em algumas
formas de realizacdo, a enzima CRISPR carece de atividade

de clivagem da cadeia de DNA.

Num aspeto, a presente divulgacdo prevé uma enzima CRISP
compreendendo uma ou mais sequéncias de localizacdo nuclear
de resisténcia suficiente para dirigir a acumulacdo da
referida enzima CRISPR numa quantidade detetédvel no nucleo
de uma célula eucaridética. Em algumas formas de realizacéo,
a enzima CRISPR ¢ uma enzima do sistema CRISPR de tipo II.
Em algumas formas de realizacdo, a enzima CRISPR & uma
enzima Cas9. Em algumas formas de realizacdo, a enzima Cas?9
¢ uma Cas9 de S. pneumonias, S. pyogenes, ou S.
thermophilus, e pode incluir wuma Cas9 mutada derivada
desses organismos. A enzima pode ser um hombélogo ou
ortdélogo da Cas9. Em algumas formas de realizacdo, a enzima
CRISPR ndo tem a capacidade para clivar uma ou mais cadeias

de uma sequéncia alvo a qual se liga.

Num aspeto, a presente divulgacdo prevé uma célula
hospedeira eucaridtica, compreendendo (a) um primeiro
elemento regulador ligado operacionalmente a uma sequéncia

de emparelhamento tracr e um ou mais locais de insercéo
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tipo I, II ou III; Desordem na biogénese dos Peroxissomas,
Espectro do Sindrome de Zellweger; Neurodegeneracdo com
disturbios na Acumulacdo de Ferro no Cérebro; Deficiéncia
de Esfingomielinase Acida; Doenca de Niemann-Pick de tipo
C; Encefalopatia de Glicina; Disturbios relacionados com
ARX; DistuUrbios no Ciclo da Ureia; Osteogénese Imperfeita
Relacionada com COL1Al1/2; Sindromes de delecdo do DNA
mitocondrial; Disturbios relacionados com PLPl; Sindrome de
Perry; Sindrome de Phelan-McDermid; Doenca do Armazenamento
de Glicogénio de Tipo II (Doenca de Pompe) (Infantil);
DistUrbios relacionados com MAPT; Distlrbios Relacionados
com MECP2; Condrodisplasia Punctata Rizomélica tipo 1;
Sindrome de Roberts; Doenca de Sandhoff; Doenca de
Schindler - Tipo 1; Deficiéncia de Adenosina Desaminase;
Sindrome de Smith-Lemli-Opitz; Atrofia Muscular Espinhal;
Ataxia Espinocerebelar de inicio Infantil; Deficiéncia da
Hexosaminidase A; Displasia Tanatofdérica de Tipo 1;
Distirbios relacionados com o colagénio de tipo VI;
Sindrome de Usher de Tipo I; Distrofia Muscular Congénita;
Sindrome de Wolf-Hirschhorn; Deficiéncia da Lipase Acida

Lisossomal; e Xerodermia Pigmentosa.

A administracdo crdénica de terapéuticas com proteinas pode
desencadear respostas imunes inaceitaveis para a proteina
especifica. A imunogenicidade dos farmacos de proteina pode
ser atribuida a alguns epitopos imunodominantes de
linfécitos T auxiliares (HTL). A reducdo da afinidade da
ligacdo de MHC a estes epitopos HTL contidos nestas
proteinas pode gerar farmacos com menor imunogenicidade
(Tangri S, et al. ("Rationally engineered therapeutic
proteins with reduced immunogenicity" J Immunol. 15 de
Marco 2005; 174(6):3187-96.) Na presente divulgacdo, a

imunogenicidade da enzima CRISPR, em particular, pode ser
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reduzida seguindo a primeira abordagem descrita em Tangri
et al no que diz respeito a eritropoietina e posteriormente
desenvolvida. Por conseguinte, podem ser wutilizado a
evolugédo dirigida ou desenho racional para reduzir a
imunogenicidade da enzima CRISPR (por exemplo uma Cas9) nas

espécies hospedeiras (ser humano ou outras espécies).

Nas plantas, frequentemente os patdgenos sédo especificos do
hospedeiro. Por exemplo, Fusarium oxysporum f. sp.
lycopersici faz com que o tomate muche mas ataca sé o
tomate, e F. oxysporum f. dianthii Puccinia graminis f sp.
tritici ataca apenas o trigo. As plantas tém defesas
existentes e induzidas para —resistir a maioria dos
patdgenos. As mutacdes e eventos de recombinacdo entre as
geracdes de plantas conduzem a variabilidade genética que
d4d origem a suscetibilidade, especialmente na medida que o0s
patdgenos se reproduzem com mais frequéncia do que as
plantas. Em plantas ©pode n&do haver resisténcia do
hospedeiro, por exemplo, o hospedeiro e patdgeno séo
incompativeis. Também pode haver Resisténcia Horizontal,
por exemplo, resisténcia parcial contra todas as racas de
um patdgeno, normalmente controladas por muitos genes e
Resisténcia Vertical, por exemplo, resisténcia completa a
algumas racas de um patdgeno mas ndo para outras ragas,
geralmente controlada por poucos genes. Num nivel Gene-
para-Gene, plantas e patdgenos evoluem em conjunto, e as
alteracdes genéticas em equilibrio alteram-se em outras.
Assim, usando Variabilidade Natural, os criadores combinam
a maioria dos genes Uteis para Producdo, Qualidade,
Uniformidade, Rigidez, e Resisténcia. As fontes de genes de
resisténcia incluem Variedades nativas ou estrangeiras,
Variedades de Heranca, Parentes de Plantas Selvagens, e

Mutacdes Induzidas, por exemplo, tratando o material
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vegetal com agentes mutagénicos. Usando a presente
invencdo, os criadores de plantas s&do fornecidos com uma
nova ferramenta para induzir mutacdes. Por conseguinte, um
perito na técnica pode analisar o genoma de fontes de genes
de resisténcia, e em Variedades que tém as caracteristicas
ou tracos desejados empregam a presente 1invencdo para
induzir o aumento de genes de resisténcia, com mais
precisdo do que oS agentes mutagénicos anteriores e,
portanto, podem acelerar e melhoram os programas de

reproducdo de plantas.

Como serd evidente, prevé-se que o presente sistema possa
ser dirigido qualquer sequéncia polinucledtida de
interesse. Alguns exemplos de disttrbios ou doencas dque
podem ser tratados de forma Util utilizando o presente
sistema estédo incluidos nas Tabelas mencionadas
anteriormente e exemplos de genes atualmente associados com
estes disturbios ou doencas também sdo fornecidos nessas
mesmas tabelas. No entanto, os genes exemplificados né&do o

sdo de modo exaustivo.

Exemelos

Os exemplos seguintes sdo apresentados com a finalidade de
ilustrar véarias formas de realizacdo da invencdo e nado se
destinam a limitar de qualquer forma a presente invencéo.
Os presentes exemplos, juntamente com os métodos descritos
na presente divulgacdo sdo representativos de realizacdes
preferidas na atualidade, sdo exemplificativos, e néo

pretendem servir de limitacdes ao dmbito da invencéio.

Exemplo 1: Atividade do Complexo CRISPR no nucleo de uma

célula eucaridtica
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Um exemplo do sistema CRISPR de tipo II é o locus CRISPR de
tipo II SF370 de Streptococcus pyogenes, que contém um
conjunto (cluster) de quatro genes Cas9, Casl, Cas2, e
Csnl, bem como dois elementos de RNA ndo codificantes,

tracrRNA e uma matriz caracteristica de sequéncias

repetitivas (repeticdes diretas) intercaladas por
fragmentos curtos de sequéncias nao repetitivas
(espacadores, cada um com aproximadamente 30 pb). Neste

sistema, é gerado o corte da cadeia dupla de DNA alvo (DSB)
em quatro passos sequenciais (Figura 2A). Em primeiro
lugar, os dois RNAs n&do codificantes, o pré-crRNA matriz e
o0 tracrRNA, sdo transcritos a partir do locus CRISPR. Em
segundo lugar, o tracrRNA hibrida com as repeticdes diretas
de pré-crRNA, o qual é em seguida processado em CcrRNA
maduro contendo sequéncias separadoras individuais. Em
terceiro lugar, o complexo crRNA:tracrRNA maduro orienta a
Cas9 para o alvo de DNA que consiste no proto-espacador e
PAM correspondente através da formacdo de um hétero-duplex
entre a regido espacadora do crRNA e o DNA proto-espacador.
Finalmente, a Cas9 medeia a clivagem do DNA alvo a montante
de PAM para criar um DSB dentro do proto-espacador (Figura
2A) . Este exemplo descreve um exemplo de processo para
adaptar este gsistema nuclease programavel de RNA para
dirigir a atividade do complexo CRISPR nos nucleos das

células eucaridticas.

Para melhorar a expressdo de componentes CRISPR em células
de mamiferos foram otimizados os coddes dos dois genes do
locus 1 de SF370 de Streptococcus pyogenes (S. pyogenes),
Cas9 (SpCas9) e RNase III (SpRNase III). Para facilitar a
localizacdo nuclear, um sinal de localizacdo nuclear (NLS),
foi incluido no terminal amino (N) ou carboxilico (C) tanto

em SpCas9 como SpRNase III (Figura 2B). Para facilitar a
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visualizacdo da expressdo da proteina, também foi incluida
um marcador de proteina fluorescente, nos terminais N ou C
de ambas as proteinas (Figura 2B). Uma versdo de SpCas9 com
um NLS ligado a ambos os terminais N e C também foi gerada
(2xNLS-SpCas9). Os vetores contendo SpCas9 e SpRNase III
fundidos com NLS foram transfetados para em células de rim
embriondrio humano (HEK) 293FT, e observou-se que o0
posicionamento relativo de NLS para SpCas9 e SpRNase III
afeta a sua eficiéncia de localizacdo nuclear. Considerando
que o C-terminal de NLS era suficiente para orientar a
SpRNase III para o nucleo, a ligacdo de uma Unica cédpia
destas NLS em particular a qualgquer dos terminais N ou C de
SpCas9 foi incapaz de atingir a localizacdo nuclear
adequada neste sistema. Neste exemplo, o C-terminal de NLS
foi o de nucleoplasmina (KRPAATKKAGQAKKKK) , e NLS C-
terminal foi de antigénio T grande de SV40 (PKKKRKV). Das
versdes de SpCas9 testadas, apenas 2xNLS-SpCas9 apresentou

uma localizacdo nuclear (Figura 2B).

O tracrRNA do locus CRISPR SF370 de S. pyogenes tem dois
sitios de inicio da transcricdo, dando origem a dois
transcritos de 89 nucledtidos (nt), e 171 nt que séo
posteriormente processados em tracrRNAs maduros idénticos
de 75 nt. O tracrRNA de 89 nt mais curto foi selecionado
para a expressdo em células de mamifero (vetores de
expressdo ilustrados na Figura 6, com a funcionalidade
tendo sido determinada por resultados de ensaio Surveyor
mostrado na Figura 6B). O0Os locais de iniciacdo da
transcricdo sdo marcados como +1, e também sdo indicados o
terminador da transcricdo e a sequéncia sonda da
transferéncia de Northern. A  expressdo de tracrRNA
processado também foi confirmada mediante a transferéncia

de Northern. A Figura 7C mostra os resultados de uma
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andlise de transferéncia de Northern de um RNA total
extraido de células 293FT transfectadas com vetores de
expressdo U6 que suportam tracrRNA longo ou curto, bem como
SpCas9 e DR-EMX1 (1)-DR. Os painéis esquerdo e direito séo
de células 293FT transfectadas com ou sem SpRNase III,
respetivamente. U6 indica o controlo de carga transferido
com um SnRNA de U6 humano dirigido pela sonda. A
transfeccdo do vetor de expressdo de tracrRNA curto levou a
niveis abundantes da forma processada de tracrRNA (~75 pb).
Quantidades muito baixas de tracrRNA longo sdo detetadas na

transferéncia de Northern.

Para promover a 1iniciacdo precisa da transcricédo, foi
selecionado o promotor U6 baseado na RNA polimerase III
para orientar a expressédo de tracrRNA (Figura 2C). Do mesmo
modo, foi desenvolvido um vetor baseado em promotor U6 para
expressar uma matriz de pré-crRNA gue consiste num unico
espacador flangueado por duas repeticgdes diretas (DRS,
também englobados pelo termo "sequéncias de emparelhamento
tracr"; Figura 2C). O espacador inicial foi desenhado para
se dirigir a um local alvo de 33 pares de bases (pb)
(proto-espacador de 30 pb e mais uma segquéncia motivo
CRISPR (PAM) de 3 pb que satisfaz o motivo de
reconhecimento de NGG de Cas9) no locus EMXI humano (Figura
2C), um gene essencial no desenvolvimento do cdértex

cerebral.

Para testar se a expressdo heterbdloga do sistema CRISPR
(SpCas9, SpRNase III, tracrRNA, e pré-crRNA) em células de
mamiferos pode ser conseguida com a clivagem direcionada
dos cromossomas de mamiferos, foram transfectadas células
HEK 293FT com combinacdes de componentes CRISPR. Dado que

as DSB em nlcleos de mamifero sdo parcialmente reparadas
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pela via de ligacdo de extremidade n&o-hombéloga (NHEJ), o
que leva a formacdo de indels, o ensaio Surveyor foi
utilizado para detetar a atividade de clivagem potencial no
locus EMX1 alvo (ver, por exemplo Guschin et al., 2010, Mol
Biol Methods 649:247). A co-transfeccdo de todos os qguatro
componentes CRISPR foi capaz de induzir até 5,0% a clivagem
de uma cadeia no proto-espacador (ver Figura 2D). A co-
transfeccdo de todos os componentes CRISPR menos a SpRNase
IIT também foi capaz de induzir uma indel até 4,7% no
proto-espacador, o© gque sugere que pode haver RNases de
mamiferos enddgenos que sdo capazes de ajudar na maturacio
crRNA, tais como por exemplo as enzimas Dicer e Drosha
relacionadas. A remocdo de qualquer uma das restantes trés
componentes aboliu a atividade de clivagem do genoma do
sistema CRISPR (Figura 2D). A sequenciacdo Sanger de
amplicons contendo o locus alvo verificou que a atividade
de clivagem: se encontrava em 43 clones sequenciados, 5
alelos mutados (11,6%). Experiéncias semelhantes usando uma
variedade de sequéncias guia produziu percentagens de indel
tdo elevadas quanto 29% (ver Figuras 4-8, 10 e 11). Estes
resultados definem um sistema de trés componentes para a
modificacdo eficiente do genoma mediada por CRISPR em

células de mamifero.

A fim de otimizar a eficiéncia de clivagem, os Requerentes
também testaram se diferentes isoformas de tracrRNA
influenciavam a eficiéncia de clivagem e verificaram que,
neste sistema de exemplo, apenas a forma de transcrito (89
pb) curta foi capaz de mediar a clivagem do locus gendmico
EMX1  humano. A Figura 9 fornece uma analise de
transferéncia de Northern de processamento adicional de
crRNA em células de mamifero. A Figura 9A ilustra uma

representacdo esquemdtica gque mostra o vetor de expresséo
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para um uUnico espacador flangqueado por duas repeticdes
diretas (DR-EMX1(1)-DR). O espacador de 30 pb gque dirige o
proto-espacador 1 do locus EMXI humano e as sequéncias de
repeticdo direta sdo mostrados na sequéncia abaixo da
Figura 9A. A 1linha indica a regido cuja sequéncia de
complemento inverso foi utilizada para gerar sondas para a
transferéncia de Northern para a detecdo de crRNA de
EMX1(1). A Figura 9B mostra uma andlise de transferéncia
Northern de RNA total extraido de células 293FT
transfectadas com vetores de expressdo U6 que carregam DR-
EMX1 (1)-DR. Os painéis esquerdo e direito s&o de células
293FT transfectadas com ou sem SpRNase III respetivamente.
DR-EMX1 (1)-DR foi processado em crRNA maduros apenas na
presenca de SpCas9 e tracrRNA curto e ndo era dependente da
presenca de SpRNase III. O crRNA maduro detetado a partir
RNA total de 293FT transfectadas tem ~33 pb e é mais curto
do que o crRNA maduro de 39-42 pb de S. pyogenes. Estes
resultados demonstram que um Sistema CRISPR se pode
transplantar e reprogramar em células eucaridticas para
facilitar a clivagem de polinucledtidos alvo enddgenos de

mamifero.

A Figura 2 ilustra o sistema CRISPR bacteriano descrito
neste exemplo. A Figura 2A ilustra uma representacdo
esquemdtica que mostra o sitio CRISPR 1 de SF370 de
Streptococcus pyogenes e um mecanismo proposto de clivagem
de DNA mediada por CRISPR com este sistema. O crRNA maduro
processado a partir da matriz de repeticédo direta-espacador
dirige a Cas9 a alvos gendmicos gque consistem em proto-
espacadores complementares e um motivo adjacente proto-
espacador (PAM). Apds o emparelhamento do alvo-espacador, a
Cas9 medeia uma quebra da cadeia dupla no DNA alvo. Figura

2B ilustra a modificacdo por engenharia da Cas9 de S.
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pyogenes (SpCas9) e RNase III (SpRNase III) com sinais de
localizacédo nuclear (NLS) para permitir a importacdo para o
nucleo dos mamiferos. A Figura 2C ilustra a expressdo em
mamifero de SpCas9 e de SpRNase III conduzida pelo promotor
constitutivo EFla e tracrRNA e matriz de pré-crRNA (DR-
espacador-DR) dirigida pelo promotor U6 de RNA de Pol3 para
promover a iniciacdo e terminacdo precisas da transcricéo.
Um proto-espacador do locus de EMXI humano com uma
sequéncia de PAM satisfatdéria é usado como o espacador na
matriz de pré-crRNA. A Figura 2D ilustra o ensaio de
nuclease Surveyor para 1insercdes e delecdes menores
mediadas por SpCas9. SpCas9 foi expressa com e sem SpRNase
IITI, tracrRNA, e uma matriz de pré-crRNA carregando o
espacador EMX1 alvo. Figura 2E ilustra uma representacdo
esquemadtica de emparelhamento de bases entre locus alvo e
EMX1-alvo crRNA, bem como um exemplo de um cromatograma que
mostra a eliminacdo de micro adjacente ao local de clivagem
da SpCas9. A Figura 2F ilustra alelos mutados identificados
a partir da andlise de sequenciacdo de 43 amplicons clonais
mostrando uma variedade de micro insercdes e delecdes. Os
tracos indicam bases excluidas e as bases ndo-alinhadas ou
mal emparelhadas indicam insercdes ou mutacdes. Escala da

barra = 10 um.

Para simplificar ainda mais o sistema de trés componentes,
foi adaptado um desenho hibrido crRNA-tracrRNA quimérico,
onde um crRNA maduro (que compreende uma sequéncia guia)
estd condensado com um tracrRNA parcial através de uma alca
de haste para imitar o duplex de crRNA:tracrRNA natural

(Figura 3A).

As sequéncias guia podem ser inseridas entre os locais BbsI

utilizando oligonucledétidos emparelhados. Os proto-
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espacadores nas cadeias sense e anti-sense sdo indicados
acima e abaixo das sequéncias de DNA, respetivamente. Uma
taxa de modificacdo de 6,3% e de 0,75% foi atingida para os
loci PVALB humano e Th de ratinho, respetivamente, o que
demonstra a ampla aplicabilidade do sistema CRISPR na
modificacdo de diferentes loci em varios organismos.
Enquanto a clivagem foi detetada apenas com um dos trés
espacadores para cada locus utilizando as construcdes
quiméricas, todas as sequéncias alvo foram clivados com uma
eficiéncia de producdo indel que alcanca 27% gquando se
utiliza a disposicédo de co-expressdo de pré-crRNA (Figuras

4 ¢ 5).

A Figura 5 fornece uma ilustracdo adicional de que a SpCas?9
pode ser reprogramada para dirigir maltiplos loci gendmicos
alvo em células de mamifero. A figura 5A fornece uma
representacdo esquematica do locus EMXI humano mostrando a
localizacdo de cinco proto-espacadores, indicado pelas
sequéncias sublinhadas. A figura 5B fornece uma
representacdo esquemidtica do complexo de pré-crRNA/trcrRNA
mostrando hibridacdo entre a regido de repeticdo direta do
pré-crRNA e tracrRNA (topo), e um desenho esquemdtico de um
design de RNA quimérico que compreende uma Ssequéncia guia
de 20 pb, e sequéncias de emparelhamento tracr e sequéncias
tracr gque consistem em sequéncias de repeticdo direta
parcial e tracrRNA hibridadas numa estrutura em forquilha
(parte inferior). 0Os resultados de um ensaio de Surveyor
que comparam a eficédcia da clivagem mediada por Cas9 em
cinco proto-espacadores no locus EMX1 humano sdo ilustrados
na Figura 5C. Cada proto-espacador é direcionado através do
complexo processado pré-crRNA/ tracrRNA (crRNA) ou RNA

quimérico (chiRNA).
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para a insercdo de uma ou mais sequéncias guia a montante
da sequéncia de emparelhamento tracr, em que, quando
expressa, a sequéncia guia direciona a ligacdo especifica
da sequéncia de um complexo CRISPR a uma sequéncia alvo
numa célula, por exemplo, célula eucaridtica, em que o
complexo CRISPR compreende uma enzima CRISPR num complexo
com (1) a sequéncia guia que hibrida com a sequéncia alvo,
e (2) a sequéncia de emparelhamento tracr que hibrida com a
sequéncia tracr; e/ou (b) um segundo elemento regulador,
ligado operacionalmente a uma sequéncia que codifica
enzimas que codificam a referida enzima CRISPR

compreendendo uma sequéncia de localizacdo nuclear. Em

algumas formas de realizacéao, a célula hospedeira
compreende os componentes (a) e (b). Em algumas formas de
realizacéo, O componente (a), componente (b), ou o0s

componentes (a) e (b) sdo integrados de forma estédvel no
genoma da célula eucaridética hospedeira. Em algumas formas
de realizacéo, o componente (a) compreende ainda a
sequéncia tracr a Jjusante da sequéncia de emparelhamento
tracr sob o controlo do primeiro elemento regulador. Em
algumas formas de realizacdo, o componente (a) compreende
adicionalmente duas ou mais sequéncias guia
operacionalmente ligadas ao primeiro elemento regulador, em
que, quando expressas, cada uma das duas ou mais sequéncias
guia direcionam a ligacdo especifica de um complexo CRISPR
para uma sequéncia alvo diferente numa célula eucaridtica.
Em algumas formas de realizacdo, a célula hospedeira
eucaridtica compreende ainda um terceiro elemento
regulador, tal como um promotor de polimerase III,
operacionalmente ligado a referida sequéncia tracr. Em
algumas formas de realizacdo, a sequéncia tracr exibe, pelo
menos, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 95%, ou 99% de

complementaridade de sequéncia ao longo do comprimento da
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Uma vez que a estrutura secunddria do RNA pode ser crucial
para interacdes intermoleculares, foi utilizado um
algoritmo de predicdo da estrutura com base na energia
livre minima e conjunto de estrutura ponderada de Boltzmann
para comparar a estrutura secundaria putativa de todas as
sequéncias guia utilizadas na nossa experiéncia dirigida ao
genoma (Figura 3B) (ver por exemplo, Gruber et al., 2008,
Nucleic Acids Research, 36:W70). A andlise revelou que, na
maioria dos casos, as sequéncias guia eficientes no
contexto do crRNA quimérico eram substancialmente livres de
motivos de estrutura secundéria, enquanto que as sequéncias
guia 1ineficiéncia tinham maior probabilidade de formar
estruturas secundédrias internas que poderiam impedir o
emparelhamento de bases com o DNA proto-espacador alvo.
Assim, ¢é possivel que a variabilidade na estrutura
secunddria do espacador tenha um impacto na eficiéncia da
interferéncia mediada por CRISPR quando se utiliza um crRNA

quimérico.

A Figura 3 ilustra vetores de expressdo a modo de exemplo.
A Figura 3A fornece uma representacdo esquematica de um
vetor bicistrénico para dirigir a expressdo de uma quimera
sintética crRNA-tracrRNA (RNA guimérico), assim como
SpCas9. O RNA guia guimérico contém uma sequéncia guia de
20 pb correspondendo ao proto-espacador no local gendmico
alvo. A figura 3B fornece um diagrama esquemadtico gue
mostra as sequéncias guia a serem dirigidas aos loci EMXI e
PVALB humanos, e Th de ratinho, assim como as suas
estruturas secundéarias previstas. A eficiéncia da
modificacdo em cada local alvo é indicada abaixo da figura
da estrutura secunddria do RNA (EMX1, n = 216 leituras de
sequenciacdo dos amplicons; PVALB, n = 224 leituras; Th, n

= 265 leituras). O algoritmo de dobragem origina uma saida
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com cada base colorida de acordo com a sua probabilidade de
assumir a estrutura secundaria prevista, tal como indicado
por uma escala de arco-iris que estéd representada na figura
3B em escala de cinzentos. Outros modelos de vetores para
SpCas9 s&o mostrados na Figura 3A, incluindo vetores de
expressdo simples que incorpora um promotor U6 ligado a um
sitio de insercdo para um oligo guia, e um promotor Cbh

ligado a sequéncia de codificacdo da SpCas?9.

Para testar se 0s espacadores contendo estruturas
secundarias s&o capazes de funcionar em células
procaridéticas onde CRISPR opera naturalmente, foi usado um
ensaio de interferéncia de transformacdo de plasmideos
portadores de proto-espacador de uma estirpe de E. coli que
expressa de forma heterdloga o locus 1 de CRISPR SF370 de
S. pyogenes (Figura 3C). O locus CRISPR foi clonado num
vetor de expressdo de E. coli de baixo numero de cdédpias e a
matriz crRNA foi substituida com um TUnico espacador
flanqueado por um par de DR (pCRISPR). As estirpes de E.
coli contendo plasmideos diferentes PCRISPR foram
transformadas com plasmideos contendo as sequéncias em
teste com o correspondente proto-espacador e PAM (Figura
3C). No ensaio bacteriano, todos os espacadores facilitavam
a interferéncia eficiente de CRISPR (Figura 3C). Estes
resultados sugerem que podem existir fatores adicionais que
afetam a eficiéncia da atividade CRISPR em células de

mamifero.

Para investigar a especificidade da clivagem mediada por
CRISPR, o efeito de mutacgbes de um uUnico nucledtido na
sequéncia guia na clivagem do proto-espacador no genoma de
mamifero foi analisada utilizando uma série de CcrRNAs

quiméricos que tém como alvo EMX1 com mutacdes pontuais
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individuais (Figura 4A). A Figura 4B ilustra os resultados
de um ensaio de nuclease de Surveyor que compara a eficécia
de clivagem da Cas9 gquando emparelhada com diferentes RNASs
quiméricos mutantes. Os emparelhamentos incorretos de uma
tnica base até 12 pb na posicdo b5' do PAM abole
substancialmente a clivagem gendmica por SpCas9, enquanto
que os espacadores com mutacdes nas posicdes mais a
montante mantiveram a atividade frente ao alvo proto-
espacador original (Figura 4B). Além do PAM, SpCas9 tem
especificidade tinica de bases nos ultimos 12 pb do
espacador. Além disso, CRISPR é capaz de mediar a clivagem
gendmica tdo eficientemente gquanto um par de nucleasses
TALE (TALEN) gque se dirigem ao mesmo proto-espacador de
EMX1. A Figura 4C fornece uma representacdo esquemdtica que
mostra o desenho de TALEN com alvo em EMX1, e a Figura 4D
mostra um gel de Surveyor que compara a eficiéncia de TALEN

e Cas9 (n = 3).

Depois de ter sido estabelecido um conjunto de componentes
para conseguir a edicdo de genes mediada por CRISPR em
células de mamifero através do mecanismo de NHEJ propenso a
erros, foi testada a capacidade de CRISPR para estimular a
recombinacdo hombéloga (HR), uma via de reparacdo de genes
de alta-fidelidade para realizar corregdes precisas no
genoma, foi testado. A SpCas9 de tipo selvagem é capaz de
mediar DSB especificas de local, que se podem reparar,
tanto através de NHEJ como de HR. Além disso, foi
manipulada por engenharia a substituicdo de um aspartato
por alanina (D10A) no dominio catalitico de RuvC I de
SpCas9 para converter a nuclease numa nickase (SpCas9n;
ilustrado na Figura b5A) (ver por exemplo Sapranausaks et
al., 2011, Nucleic Acids Research, 39:9275; Gasiunas et
al., 2012, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 109:E2579), de tal
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modo que o DNA gendmico nicked sofre a reparacdo dirigida
por homologia de alta fidelidade (HDR). O ensaio Surveyor
confirmou que a SpCas9n ndo gera indels no proto-espacador
alvo de EMX1. Tal como ilustrado na Figura 5B, a co-
expressdo de crRNA quimérico para ser dirigido a EMXI com
SpCas9 produz indels no local alvo, enquanto que a co-
expressdo com SpCas9n ndo produz (n = 3). Além disso, a
sequenciacdo de 327 amplicons ndo detetou quaisquer indels
induzidos por SpCas9n. O mesmo locus foi escolhido para
testar HR mediada por CRISPR mediante a co-transfecdo de
células HEK 293FT com o RNA alvo quimérico a ser dirigido a
EMX1, hSpCas9 ou hS3SpCas9n, bem como um modelo de HR para
introduzir um par de locais de restricdo (HindIII e Nhel)
perto do proto-espacador. A  Figura 5C fornece uma
ilustracdo esquemdtica da estratégia de HR, com as
localizacgdes relativas dos pontos de recombinacdo e as
sequéncias de hibridacdo dos primers (setas). De fato,
SpCas9 e SpCas9n catalisam a integracdo do molde HR no
locus EMXI1. A amplificacdo por PCR da regido alvo seguida
de digestdo com enzima de <restricdo HindIII revelou
produtos de clivagem correspondentes aos tamanhos dos
fragmentos esperados (na Figura 5D as setas que se mostram
no gel da andlise dos polimorfismo de comprimento de
fragmento de restricdo), e com SpCas9 SpCas9n a mediar
niveis semelhantes de eficiéncia de HR. Os Requerentes
verificaram ainda HR utilizando sequenciacdo de Sanger de
amplicons gendmicos (Figura 5E) . Estes resultados
demonstram a utilidade de CRISPR para facilitar a insercéo
do gene de forma dirigida no genoma de mamifero. Dada a
especificidade do alvo de 14 pb (12 pb do espacador e 2 pb
do PAM) da SpCas9 do tipo selvagem, a disponibilidade de
uma nickase pode reduzir de forma significativa a

probabilidade de alteracdes para fora do alvo, uma vez dque



122

quebras das cadeias individuais ndo sé&do substratos para a

via NHEJ mais propensa a erros.

A construcdo de vetores de expressdo que imitam a
arquitetura natural dos loci CRISPR com espacadores
agrupados (Figura 2A) de modo a testar a possibilidade de
direcionamento de maltiplas sequéncias. Usando uma unica
matriz CRISPR que codifica um par de direcionamento EMX1 e
PVALB, foi detetada a clivagem eficiente em ambos os loci
(Figura 4F, que mostra tanto um desenho esquematico da
matriz de crRNA como uma transferéncia de Surveyor que
mostra a mediacdo eficiente da <clivagem). Também foi
testada a eliminacdo direcionada de regides gendmicas
maiores através DSB simultédneos usando espacadores contra
dois alvos dentro de EMX1I espacados por 119 pb, e foi
detetada uma eficidcia de delecdo de 1,6% (3 de 182
amplicons; Figura 5G) foi detetado. Isto demonstra gque o
sistema CRISPR pode mediar a edicdo multiplex dentro de um

inico genoma.

Exemplo 2: Modificacdes e alternativas do sistema CRISPR

A capacidade para usar o RNA para programar a clivagem
especifica da sequéncia de DNA define uma nova classe de
ferramentas de modificacdo mediante engenharia do genoma
para uma variedade de aplicacdes de investigacdo e
industriais. Varios aspetos do sistema CRISPR podem ser
ainda melhorados para aumentar a eficiéncia e versatilidade
do direcionamento de CRISPR. A atividade Cas9 6tima pode
depender da disponibilidade de Mg?" livre em niveis mais
elevados do que o gue se encontra presente no nucleo de
mamiferos (ver, por exemplo Jinek et al., 2012, Science,

337:816), e a preferéncia para um motivo NGG imediatamente
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a jusante do proto-espacador restringe a capacidade de se
dirigir em média a cada 12 pb no genoma humano. Algumas
destas limitacdes podem ser superadas explorando a
diversidade de loci de CRISPR em todo o metagenoma
microbiano (ver, por exemplo Makarova et al., 2011, Nat Rev
Microbiol, 9:467) . Outros loci de CRISPR podem gser
transplantados para o meio celular de mamifero mediante um
processo semelhante ao descrito no Exemplo 1. A eficiéncia
da modificacdo em cada local alvo é indicada a seguir as
estruturas secundédrias de RNA. O algoritmo para gerar as
estruturas de cores para cada de base de acordo com a sua
probabilidade de assumir a estrutura secundaria prevista.
Os espacadores de RNA guia 1 e 2 induziram 14% e 6,4%,
respetivamente. A andlise estatistica da atividade de
clivagem através de réplicas bioldgicas nestes dois locais

de proto-espacadores também é fornecida na Figura 7.

Exemplo 3: Algoritmo de selecdo de sequéncia alvo na

amostra

Foi projetado um programa de software para identificar
sequéncias alvo CRISPR candidatas em ambas as cadeias de
uma sequéncia de DNA de entrada com base no comprimento da
sequéncia guia desejada e uma sequéncia motivo CRISPR (PAM)
para uma enzima CRISPR especificada. Por exemplo, podem-se
identificar os locais alvo para a Cas9 de S. pyogenes, com
sequéncias NGG de PAM, mediante a procura de 5'-Ny-NGG-3',
tanto na sequéncia de entrada como no complemento reverso
da entrada. Da mesma forma, se podem identificar os locais
alvo para Cas9 de CRISPR1 de S. thermophilus, com sequéncia
PAM NNAGAAW, mediante a procura de 5'-Ny-NNAGAAW-3', tanto
na sequéncia de entrada e como no complemento reverso da

entrada. Da mesma forma, podem ser identificados os locais
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alvo para Cas9 de CRISPR3 de S. thermophilus, com segquéncia
PAM NGGNG, através da procura de 5'-Ny-NGGNG-3', tanto na
sequéncia de entrada como no complemento reverso da
entrada. O valor "x" em N, pode ser fixado pelo programa ou

especificado pelo usuario, tal como 20.

Uma vez qgue Vvarias ocorréncias no genoma do local alvo de
DNA podem conduzir a edicdo ndo especifica do genoma, apds
a identificacdo de todos os locais potenciais, o programa
filtra as sequéncias com base no numero de vezes dJque
aparecem no genoma de referéncia relevante. Para essas
enzimas CRISPR para as quais a especificidade de sequéncia
¢ determinada por uma sequéncia "semente", tal como de 11-
12 pb na regido 5' da sequéncia de PAM, incluindo a proépria
sequéncia PAM, o passo de filtragem pode basear-se na
sequéncia semente. Assim, para evitar a edicdo em loci
gendmicos adicionais, os resultados sdo filtrados com base
no numero de ocorréncias da sequéncia semente:PAM no genoma
relevante. O utilizador pode ser autorizado a escolher o
comprimento da sequéncia semente. O usudrio também pode ser
permitido especificar o numero de ocorréncias da sequéncia
semente:PAM num genoma para fins de passar o filtro. O
valor padrdo é identificar sequéncias uUnicas. O nivel do
filtro é alterado mudando tanto o comprimento da sequéncia
semente como © numero de ocorréncias da sequéncia no
genoma. O programa pode em adicdo ou em alternativa
fornecer a sequéncia de uma sequéncia guia complementar da
sequéncia ou sequéncias alvo relatadas através do
fornecimento do complemento reverso da segquéncia ou

sequéncias alvo identificadas.
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Exemplo 4: Avaliacdo de multiplos hibridos de crRNA-

tracrRNA quiméricos

Este exemplo descreve o0s resultados obtidos para os RNA
quiméricos (chiRNAs; que compreende uma sequéncia guia, uma
sequéncia de emparelhamento tracr, e uma sequéncia tracr
num Unico transcrito) que tém sequéncias tracr que
incorporam diferentes comprimentos de sequéncia tracrRNA de
tipo selvagem. A Figura 18a ilustra uma representacdo
esquemédtica de um vetor de expressdo bicistrénico para RNA
quimérico e Cas9. Cas9 é acionada pelo promotor CBh e o RNA
quimérico ¢ acionado por um promotor U6. O RNA guia
quimérico consiste numa sequéncia guia de 20 pb (Ns) ligada
a sequéncia tracr (que acontece desde o primeiro "U"™ da
cadeia inferior até ao fim do +transcrito), o qual ¢é
truncado em vAarias posicdes, tal como indicado. As
sequéncias guia e tracr sdo separadas pela sequéncia de
emparelhamento tracr GUUUUAGAGCUA seguida pela segquéncia de
alca GAAA. Os resultados dos ensaios SURVEYOR para indels
mediados por Cas9 nos loci EMX1 e PVALB humanos estédo
ilustrados na Figura 18b e 18c, respetivamente. As setas
indicam os fragmentos SURVEYOR esperados. Os chiRNA sé&o
indicados pela designacdo "+n", e crRNA refere-se a um RNA
hibrido no qual as sequéncias guia e tracr sdo expressas
como transcritos separados. A quantificacéo destes
resultados, realizados em triplicado, s&o ilustrados em
histograma nas Figuras 1lla e 1llb, qgue correspondem as
Figuras 10b e 10c, respetivamente ("N.D." indica que né&o héa
indels detetados). Os ID dos proto-espacadores e seus alvos
gendmicos, sequéncia proto-espacador, sequéncia de PAM, e
localizacdo da cadeia s&do fornecidos na Tabela D. As
sequéncias guia foram desenhadas para serem complementares

a sequéncia proto-espacador completa no caso de transcritos
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separados no gsistema hibrido, ou apenas para a porgéao

sublinhada no caso de RNA quiméricos.

Tabela D:

.............................................................................................................................................................................................................................

ID § Alvo Sequenc1a Proto-espagador (5' to §PA :Cadel

~ Proto- §gen6mic§ 3') § M § a
espacado § o : : :
g r :
................ : EMxlGGACATCGATGTCACCTCCAATGACTAGTG+
T AT AT AR GRS aeae T T
AT "
3 Emx1  |GGAAGGGCCTGAGTCCGAGCAGAAGAA ' GG | +
4 - pvars | GGTGGCGAGAGGGGCCGAGATTGGGTGT | AG | +
IC e

s bvars | ATGCAGGAGGGTGGCGAGAGGGGCCGA 16 |+
(GAT G

Cultura de células e transfeccdo

A linha celular 293FT de rim embriondrio humano (HEK) (Life
Technologies) foi mantida em Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium (DMEM) suplementado com 10% de soro fetal bovino
(HyClone), 2 mM GlutaMAX (Life Technologies), 100U/mL de
penicilina, e 100 pg/mL de estreptomicina a 37°C com
incubacdo com 5% de CO,. As células 293FT foram inoculadas
em placas de 24 pocgos (Corning) 24 horas antes da
transfeccdo a uma densidade de 150.000 células por poco. As
células foram transfectadas utilizando Lipofectamina 2000
(Life Technologies) seguindo o protocolo recomendado pelo
fabricante. Para cada poco de uma placa de 24 pocgos, foi

usado um total de 500 ng de plasmideo.

Ensaio SURVEYOR para a modificacdo do genocoma
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As células 293FT foram transfectadas com DNA plasmidico,
como descrito anteriormente. As células foram incubadas a
37°C durante 72 horas apds a transfeccdo antes da extracdo
do DNA gendémico. O DNA gendmico foi extraido utilizando o
QuickExtract DNA Extraction Solution (Epicentre) seguindo o
protocolo do fabricante. Resumidamente, as células
sedimentadas foram ressuspensas em solucdo QuickExtract e
incubou-se a 65°C durante 15 minutos e 98°C durante 10
minutos. A regido gendmica que flangqueia o local alvo
CRISPR para cada gene foi amplificada por PCR (primers
listados na Tabela E), e os produtos foram purificados
utilizando uma coluna de centrifugacdo QiaQuick (Qiagen)
seguindo o protocolo do fabricante. Um total de 400 ng dos
produtos de PCR purificados foram misturados com 2 uL de
tampdo 10X Tag DNA polimerase PCR (Enzymatics) e &gua
ultrapura até um volume final de 20 uL, e submetido a um
processo de re-emparelhamento (re-annealing) para permitir
a formacdo de heteroduplexes: 95°C durante 10 min, 95°C a
85°C aumentando - 2°C/s, de 85°C a 25°C a - 0,25°C/s, e
25°C mantido durante 1 minuto. Depois de re-emparelhamento,
os produtos foram tratados com nuclease SURVEYOR e
potenciador S SURVEYOR (Transgenomics) seguindo o protocolo
recomendado pelo fabricante, e analisados em géis Novex de
4-20% de poliacrilamida em TBE (Life Technologies). Os géis
foram corados com O corante SYBR Gold DNA (Life
Technologies) durante 30 minutos e fotografados com um
sistema de imagem para géis Gel Doc (Bio-Rad) . A
quantificacdo foi baseada em intensidades relativas de

bandas.
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sequéncia de emparelhamento tracr quando otimamente
alinhadas. Em algumas formas de realizacdo, a enzima CRISPR
compreende uma ou mais sequéncias de localizacdo nuclear de
resisténcia suficiente para dirigir a acumulacdo da
referida enzima CRISPR no nucleo de uma célula eucaridtica
numa quantidade detetdvel. Em algumas formas de realizacéo,
a enzima é uma enzima CRISPR do sistema CRISPR de tipo II.
Em algumas formas de realizacdo, a enzima CRISPR & uma
enzima Cas9. Em algumas formas de realizacdo, a enzima Cas9
¢ uma Cas9 de S. pneumonias, S. pyogenes, ou S.
thermophilus, e ©pode incluir wuma Cas9 mutada derivada
desses organismos. A enzima pode ser um homdélogo ou
ortbélogo da Cas9. Em algumas formas de realizacdo, a enzima
CRISPR tem coddes otimizados para a expressdo numa célula
eucaridtica. Em algumas formas de realizacdo, a enzima
CRISPR orienta a clivagem de uma ou duas cadeias na posicédo
da sequéncia alvo. Em algumas formas de realizacdo, a
enzima CRISPR carece de atividade de clivagem da cadeia de
DNA. Em algumas formas de realizacdo, o primeiro elemento
regulador é um promotor de polimerase III. Em algumas
formas de realizacdo, o segundo elemento regulador ¢ um
promotor de polimerase II. Em algumas formas de realizacéo,
a sequéncia guia tem de comprimento pelo menos 15, 16, 17,
18, 19, 20, 25 nucledétidos, ou entre 10-30, ou entre 15-25,
ou entre 15-20 nuclebdétidos. Num aspeto, a presente
divulgagcdo prevé um organismo eucariota n&do humano; de
preferéncia um organismo eucariota multicelular, que
compreende uma célula eucariota hospedeira de acordo com
qualquer uma das formas de realizacdo descritas. Em outros
aspetos, a invencdo fornece um organismo eucariota; de
preferéncia um organismo eucariota multicelular, que
compreende uma célula hospedeira eucariota de acordo com

qualguer uma das realizacdes descritas. O organismo em
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Tabela E:

Nome do Alvo gendémico Sequéncia do primer (5' para
Primer 3")
Sp-EMX1-F EMX1 AAAACCACCCTTCTCTCTGGC
Sp-EMX1-R EMX1 GGAGATTGGAGACACGGAGA
G
Sp-PVALB-F PVALB CTGGAAAGCCAATGCCTGAC
Sp-PVALB-R PVALB GGCAGCAAACTCCTTGTCCT
Identificacdo computacional de locais alvo exclusivos de
CRISPR

Para identificar locais alvo exclusivos para a enzima Cas9

SF370 de S. pyogenes

rato, peixe =zebra, mosca

desenvolvido pelos
digitalizar ambas as
identificar todos

este exemplo,

(SpCas9)

cadeilas

08 possiveis

no genoma humano, de ratinho,

da fruta, e C(C. elegans, foi

inventores um pacote de software para

de uma sequéncia de DNA e

locais alvo SpCas9. Para

cada local alvo SpCas9 foi operacionalmente

definido como uma sequéncia de 20 pb seguido por uma
sequéncia de motivo adjacente proto-espacador NGG (PAM), e
os inventores identificaram todas as sequéncias que
satisfazem essa definicdo 5'-Nyg-NGG-3' em todos o©s
cromossomas. Para impedir a edicdo de genoma né&o-
especifico, apds a identificacdo de todos os locais

potenciais,

todos os locais alvo foram filtradas com base

no numero de vezes em que aparecem no genoma de referéncia

relevante. Para tirar

sequéncia
"semente",

que pode ser,

posicédo 5!

as sequéncias 5'-NNNNNNNNNN-NGG-3'

ser Unica no genoma

vantagem

relevante.

da especificidade da

da atividade Cas9 conferida por uma sequéncia de

por exemplo, uma sequéncia na

de aproximadamente 11-12 pb da sequéncia de PAM,

foram selecionadas para

Todas as sequéncias

gendmicas foram retiradas a partir do UCSC Genome Browser

(genoma Humano hgl9,

genoma Ratinho MM9,

genoma Rato mb,
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genoma do Peixe Zebra danRer7, genoma de D. melanogaster
dm4 e genoma de C. elegans cell). 0Os resultados da pesquisa
completa estdo disponiveis para visualizacdo usando a
informacdo do UCSC Genome Browser. Um exemplo visualizacéo
de alguns locais alvo no genoma humano € apresentado na

Figura 22.

Inicialmente, trés locais dentro do locus EMXI em células
HEK 293FT humanas foram alvo. Foi avaliada a eficiéncia da
modificacdo do genoma de cada chiRNA utilizando o ensaio de
nuclease SURVEYOR, que deteta mutacdes que resultam de
quebras da cadeia dupla de DNA (DSB) e sua posterior
reparacdo pela via de reparacdo dos danos no DNA gue une o
extremo ndo homdélogo (NHEJ). As construcdes designadas
chiRNA (+n) indicam gque até ao nucledétido +n do tracrRNA de
tipo selvagem ¢ incluido na construcdo de RNA quimérico,
com valores de 48, 54, 67, e 85 wusado para n. 0Os RNA
quiméricos que contém fragmentos mais longos de tipo
selvagem tracrRNA (chiRNA (+67) e chiRNA (+85)) mediam a
clivagem de DNA em todos os trés locais alvo EMX1, com
chiRNA (+85), em especial, demonstrando niveis
significativamente mais elevados de clivagem de DNA do que
os hibridos correspondente de crRNA/tracrRNA que expressam
sequéncias guia e tracr em transcritos separados (Figuras
10b e 10a). Dois locais no locus PVALB gque ndo originaram
nenhuma clivagem detetavel wusando o sistema hibrido
(sequéncia guia e sequéncia tracr expressa como transcritos
separados) também foram alvo usando chiRNAs. Os chiRNA
(+67) e chiRNA (+85) foram capazes de mediar clivagem
significativa nos dois proto-espacadores PVALB (Figuras 10c

e 10b) .
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Para todos os c¢inco alvos nos loci EMX1 e PVALB, foi
observado um  aumento consistente na eficiéncia da
modificacdo do genoma com © aumento do comprimento da
sequéncia tracr. Sem se pretender ficar limitado por
qualguer teoria, a estrutura secunddria formada pela
extremidade 3' do tracrRNA pode desempenhar um papel no
aumento da taxa de formacdo do complexo CRISPR. Uma
ilustracdo de estruturas secunddrias previstas para cada um
dos RNA qguiméricos utilizados no presente exemplo &
fornecido na Figura 21. A estrutura secundaria foi prevista
utilizando RNAfold (http://rna.tbi.univie.ac.at/cgi-
bin/RNAfold.cgi) usando o algoritmo de energia livre minima
e de funcdo de emparelhamento. A pseudo-cor para cada base
(reproduzida em escala de cinza) indica a probabilidade de
emparelhamento. Dado que os chiRNAs com sequéncias tracr
mais longas foram capazes de clivar alvos que ndo foram
clivados por hibridos de crRNA/tracrRNA CRISPR nativos, ¢é
possivel que o RNA quimérico pode ser carregado numa Cas9
mais eficientemente do que o seu homélogo hibrido nativo.
Para facilitar a aplicacdo de Cas9 para edicdo de genoma
especifico do local em células e organismos eucaridticas,
todos os locais alvo Unicos previstos para Cas9 de S.
pyogenes foram identificados computacionalmente nos genomas
de humano, ratinho, rato, peixe zebra, C. elegans, e D.
melanogaster. Os RNA quiméricos podem ser desenhados para
as enzimas Cas9 de outros micrdébios para expandir o espaco

alvo de nucleasses de RNA programaveis CRISPR.

As Figuras 11 e 21 ilustram exemplos de vetores de
expressdo bicistrénica para a expressdo de RNA quimérico
incluindo até +85 nucledtidos da sequéncia de RNA tracr de
tipo selvagem, e SpCas9 com sequéncias de localizacéo

nuclear. A SpCas9 é expressa a partir de um promotor CBh e
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termina com o sinal DbGH poliA (bGH pA). A seqguéncia
ampliada apresentada imediatamente abaixo corresponde a
regido em torno do local de insercdo de sequéncia guia, e
inclui, de 5' para 3', a porcdo 3' do promotor U6 (primeira
regido sombreada), locais de clivagem BbsI (setas),
repeticdo direta parcial (sequéncia de emparelhamento tracr
GTTTTAGAGCTA, sublinhada), sequéncia de alca GAAA, e
sequéncia tracr +85 (sequéncia sublinhada depois da
sequéncia alca). Uma insercdo da sequéncia guia a modo de
exemplo ¢ ilustrado abaixo do local de insercdo da
sequéncia guia, com a sequéncia de nucledtidos guia para um

alvo selecionado representado por um "N".

As sequéncias descritas nos exemplos anteriores sSdo as
seguintes (as sequéncias de polinucledétidos s&o

apresentadas de 5' para 3'):

tracrRNA curto U6 (SF370 de Streptococcus pyogenes) :
GAGGGCCTATTTCCCATCATTCCTTCATATTTGCATATACGATACAAGGCTGTTAGA
GAGATAATTGGAATTAATTTGACTGTAAACACAAAGATATTAGTACAAAATACGTG
ACGTAGAAAGTAATAATTTCTTGGGTAGTTTGCAGTTTTAAAATTATGTTITTAAAAT
GGACTATCATATGCTTACCGTAACTTGAAAGTATTTCGATTTCTTGGCTTTATATATC
TTGTGGAAAGGCGACGAAACACCGGAACCATTCAAAACAGCATAGCAAGTTAAAAT
AAGGCTAGTCCGTTATCAACTTGAAAAAGTGGCACCGAGTCGGTGCTTHYTT

(Negrito= sequéncia tracRNA; sublinhado= sequéncia de

finalizacé&o)

tracrRNA longo U6 (SF370 de Streptococcus pyogenes) :
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GAGGGCCTATTTCCCATGATTCCTTCATATTTGCATATACGATACAAGGCTGTTAGA
GAGATAATTGGAATTAATTTGACTGTAAACACAAAGATATTAGTACAAAATACGTG
ACGTAGAAAGTAATAATTTCTTGGGTAGTTTGCAGTTTTAAAATTATGTTTTAAAAT
GGACTATCATATGCTTACCGTAACTTGAAAGTATTTCGATTTCTTGGCTTTATATATC
TTGTGGAAAGGACGAAACACCGGTAGTATTAAGTATTGTTTTATGGCTGATAAATTT
CTTTGAATTTCTCCTTGATTATTTGTTATAAAAGTTATAAAATAATCTTGTTGGAACC
ATTCAAAACAGCATAGCAAGTTAAAATAAGGCTAGTCCGTTATCAACTTGAAAAAG
TGGCACCGAGTCGGTGCTTTTTTT

Cadeia principal-DR U6-DR-BbsI (SF370 de Streptococcus

pyogenes) :
GAGGGCCTATTTCCCATGATTCCTTCATATTTGCATATACGATACAAGGCTGTTAGA
GAGATAATTGGAATTAATTTGACTGTAAACACAAAGATATTAGTACAAAATACGTG
ACGTAGAAAGTAATAATTTCTTGGGTAGTTTGCAGTTTTAAAATTATGTTTTAAAAT
GGACTATCATATGCTTACCGTAACTTGAAAGTATTTCGATTTCTTGGCTTTATATATC
TTGTGGAAAGGACGAAACACCGGGTTTTAGAGCTATGCTGTTTTGAATGGTCCCAAA
ACGGGTCTTCGAGAAGACGTTTTAGAGCTATGCTGTTTTGAATGGTCCCAAAAC

Cadeia principal de U6-RNA quimérico-BbsI (SF370 de

Streptococcus pyogenes)

GAGGGCCTATTTCCCATGATTCCTTCATATTTGCATATACGATACAAGGCTGTTAGA
GAGATAATTGGAATTAATTTGACTGTAAACACAAAGATATTAGTACAAAATACGTG
ACGTAGAAAGTAATAATTTCTTGGGTAGTTTGCAGTTTTAAAATTATGTTTTAAAAT

GGACTATCATATGCTTACCGTAACTTGAAAGTATTTCGATTTCTTGGCTTTATATATC
TTGTGGAAAGGACGAAACACCGGGTCTTCGAGAAGACCTGTTTTAGAGCTAGAAAT
AGCAAGTTAAAATAAGGCTAGTCCG



NLS-SpCas9-EGFP:
MDYKDHDGDYKDHDIDYKDDDDKMAPKKKRKVGIHGVPAADKKYSIGLDIGTNSVG
WAVITDEY KVPSKKFKVLGNTDRHSIKKNLIGALLFDSGETAEATRLKRTARRRYTRRK
NRICYLQEIFSNEMAKVDDSFFHRLEESFLVEEDKKHERHPIFGNIVDEVAYHEKYPTIYH
LRKKLVDSTDKADLRLIYLALAHMIKFRGHFLIEGDLNPDNSDVDKLFIQLVQTYNQLFE
ENPINASGVDAKAILSARLSKSRRLENLIAQLPGEKKNGLFGNLIALSLGLTPNFKSNFDL
AEDAKLQLSKDTYDDDLDNLLAQIGDQYADLFLAAKNLSDAILLSDILRVNTEITKAPLS
ASMIKRYDEHHQDLTLLKALVRQQLPEKYKEIFFDQSKNGYAGYIDGGASQEEFYKFIK
PILEKMDGTEELLVKLNREDLLRKQRTFDNGSIPHQIHLGELHAILRRQEDFYPFLKDNR
EKIEKILTFRIPYYVGPLARGNSRFAWMTRKSEETITPWNFEEVVDKGASAQSFIERMTN
FDKNLPNEKVLPKHSLLYEYFTVYNELTKVKYVTEGMRKPAFLSGEQKKAIVDLLFKTN
RKVTVKQLKEDYFKKIECFDSVEISGVEDRFNASLGTYHDLLKIIKDKDFLDNEENEDILE
DIVLTLTLFEDREMIEERLKTYAHLFDDKVMKQLKRRRYTGWGRLSRKLINGIRDKQSG
KTILDFLKSDGFANRNFMQLIHDDSLTFKEDIQKAQVSGQGDSLHEHIANLAGSPAIKKG
ILQTVKVVDELVKVMGRHKPENIVIEMARENQTTQK GQKNSRERMKRIEEGIKELGSQI
LKEHPVENTQLONEKLYLYYLQNGRDMYVDQELDINRLSDYDVDHIVPQSFLKDDSID
NKVLTRSDKNRGKSDNVPSEEVVKKMKNYWRQLLNAKLITQRKFDNLTKAERGGLSE
LDKAGFIKRQLVETRQITKHVAQILDSRMNTKYDENDKLIREVKVITLKSKLVSDFRKDF
QFYKVREINNYHHAHDAYLNAVVGTALIKKYPKLESEFVYGDYKVYDVRKMIAKSEQE
IGKATAKYFFYSNIMNFFKTEITLANGEIRKRPLIETNGETGEIVWDKGRDFATVRKVLS
MPQVNIVKKTEVQTGGFSKESILPKRNSDKLIARKKDWDPKKYGGFDSPTVAYSVLVV
AKVEKGKSKKLKSVKELLGITIMERSSFEKNPIDFLEAKGYKEVKKDLIIKLPKYSLFELE
NGRKRMLASAGELQKGNELALPSKYVNFLYLASHYEKLKGSPEDNEQKQLFVEQHKH
YLDEHNEQISEFSKRVILADANLDKVLSAYNKHRDKPIREQAENIHHLFTLTNLGAPAAFKY
FDTTIDRKRYTSTKEVLDATLIHQSITGLYETRIDLSQLGGDAAAVSKGEELFTGVVPILY
ELDGDVNGHKFSVSGEGEGDATYGKLTLKFICTTGKLPVPWPTLVTTLTYGVQCFSRYP
DHMKQHDFFKSAMPEGY VQERTIFFKDDGNYKTRAEVKFEGDTLVNRIELKGIDFKED
GNILGHKLEYNYNSHNVYIMADKQKNGIKVNFKIRHNIEDGSVQLADHYQQNTPIGDGP
VLLPDNHYLSTQSALSKDPNEKRDHMVLLEFVTAAGITLGMDELYK
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SpCas9-EGFP-NLS:
MDKKYSIGLDIGTNSVGWAVITDEYKVPSKKFKVLGNTDRHSIKKNLIGALLFDSGETA
EATRLKRTARRRYTRRKNRICYLQEIFSNEMAKVDDSFFHRLEESFLVEEDKKHERHPIF
GNIVDEVAYHEKYPTIYHLRKKLVDSTDKADLRLIYLALAHMIKFRGHFLIEGDLNPDNS
DVDKLFIQLVQTYNQLFEENPINASGVDAKAILSARLSKSRRLENLIAQLPGEKKNGLFG
NLIALSLGLTPNFKSNFDLAEDAKLQLSKDTYDDDLDNLLAQIGDQYADLFLAAKNLSD
AILLSDILRVNTEITKAPLSASMIKRYDEHHQDLTLLKALVRQQLPEKYKEIFFDQSKNGY
AGYIDGGASQEEFYKFIKPILEKMDGTEELLVKLNREDLLRKQRTFDNGSIPHQIHLGEL
HAILRRQEDFYPFLKDNREKIEKILTFRIPYYVGPLARGNSRFAWMTRKSEETITPWNFEE
VVDKGASAQSFIERMTNFDKNLPNEKVLPKHSLLYEYFTVYNELTKVKYVTEGMRKPA
FLSGEQKKAIVDLLFKTNRKVTVKQLKEDYFKKIECFDSVEISGVEDRFNASLGTYHDLL
KIIKDKDFLDNEENEDILEDIVLTLTLFEDREMIEERLKTY AHLFDDKVMKQLKRRRYTG
WGRLSRKLINGIRDKQSGKTILDFLKSDGFANRNFMQLIHDDSLTFKEDIQKAQVSGQG

DSLHEHIANLAGSPAIKKGILQTVKVVDELVKVMGRHKPENIVIEMARENQTTQKGQKN
SRERMKRIEEGIKELGSQILKEHPVENTQLQNEKLYLYYLQNGRDMYVDQELDINRLSD
YDVDHIVPQSFLKDDSIDNKVLTRSDKNRGKSDNVPSEEVVKKMKNYWRQLLNAKLIT
QRKFDNLTKAERGGLSELDKAGFIKRQLVETRQITKHVAQILDSRMNTKYDENDKLIRE
VKVITLKSKLVSDFRKDFQFYKVREINNYHHAHDAYLNAVVGTALIKKYPKLESEFVYG
DYKVYDVRKMiAKSEQEIGKATAKYFFYSNIMNF FKTEITLANGEIRKRPLIETNGETGEI
VWDKGRDFATVRKVLSMPQVNIVKKTEVQTGGFSKESILPKRNSDKLIARKKDWDPKK
YGGFDSPTVAYSVLVVAKVEKGKSKKLKSVKELLGITIMERSSFEKNPIDFLEAKGYKE
VKKDLIIKLPKYSLFELENGRKRMLASAGELQKGNELALPSKYVNFLYLASHYEKLKGS
PEDNEQKQLFVEQHKHYLDENEQISEFSKRVILADANLDKVLSAYNKHRDKPIREQAENI
IHLFTLTNLGAPAAFKYFDTTIDRKRYTSTKEVLDATLIHQSITGLYETRIDLSQLGGDAA
AVSKGEELFTGVVPILVELDGDVNGHKFSVSGEGEGDATYGKLTLKFICTTGKLPVPWP
TLVTTLTYGVQCFSRYPDHMKQHDFFKSAMPEGY VQERTIFFKDDGNYKTRAEVKFEG
DTLVNRIELKGIDFKEDGNILGHKLEYNYNSHNVYIMADKQKNGIKVNFKIRHNIEDGSV
QLADHYQQNTPIGDGPVLLPDNHYLSTQSALSKDPNEKRDHMVLLEFVTAAGITLGMD
ELYKKRPAATKKAGQAKKKK
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NLS-SpCas9-EGFP-NLS:
MDYKDHDGDYKDHDIDYKDDDDKMAPKKKRKVGIHGVPAADKKYSIGLDIGTNSVG
WAVITDEYKVPSKKFKVLGNTDRHSIKKNLIGALLFDSGETAEATRLKRTARRRYTRRK
NRICYLQEIFSNEMAKVDDSFFHRLEESFLVEEDKKHERHPIFGNIVDEVAYHEKYPTIYH
LRKKLVDSTDKADLRLIYLALAHMIKFRGHFLIEGDLNPDNSDVDKLFIQLVQTYNQLFE
ENPINASGVDAKAILSARLSKSRRLENLIAQLPGEKKNGLFGNLIALSLGLTPNFKSNFDL
AEDAKLQLSKDTYDDDLDNLLAQIGDQYADLFLAAKNLSDAILLSDILRVNTEITKAPLS
ASMIKRYDEHHQDLTLLKALVRQQLPEKYKEIFFDQSKNGYAGYIDGGASQEEFYKFIK
PILEKMDGTEELLVKLNREDLLRKQRTFDNGSIPHQIHLGELHAILRRQEDFYPFLKDNR
EKIEKILTFRIPYYVGPLARGNSRFAWMTRKSEETITPWNFEEVVDKGASAQSFIERMTN
FDKNLPNEKVLPKHSLLYEYFTVYNELTKVKYVTEGMRKPAFLSGEQKKAIVDLLFKTN
RKVTVKQLKEDYFKKIECFDSVEISGVEDRFNASLGTYHDLLKIIKDKDFLDNEENEDILE
DIVLTLTLFEDREMIEERLKTYAHLFDDKVMKQLKRRRYTGWGRLSRKLINGIRDKQSG
KTILDFLKSDGFANRNFMQLIHDDSLTFKEDIQKAQVSGQGDSLHEHIANLAGSPAIKKG
ILQTVKVVDELVKVMGRHKPENIVIEMARENQTTQKGQKNSRERMKRIEEGIKELGSQI

LKEHPVENTQLQNEKLYLYYLQNGRDMYVDQELDINRLSDYDVDHIVPQSFLKDDSID
NKVLTRSDKNRGKSDNVPSEEVVKKMKNYWRQLLNAKLITQRKFDNLTKAERGGLSE
LDKAGFIKRQLVETRQITKHVAQILDSRMNTKYDENDKLIREVKVITLKSKLVSDFRKDF
QFYKVREINNYHHAHDAYLNAVVGTALIKKYPKLESEFVYGDYKVYDVRKMIAKSEQE
IGKATAKYFFYSNIMNFFKTEITLANGEIRKRPLIETNGETGEIVWDKGRDFATVRKVLS
MPQVNIVKKTEVQTGGFSKESILPKRNSDKLIARKKDWDPKKYGGFDSPTVAYSVLVV
AKVEKGKSKKLKSVKELLGITIMERSSFEKNPIDFLEAKGYKEVKKDLIIKLPKYSLFELE
NGRKRMLASAGELQKGNELALPSKYVNFLYLASHYEKLKGSPEDNEQKQLFVEQHKH
YLDEIIEQISEFSKRVILADANLDKVLSAYNKHRDKPIREQAENITHLFTLTNLGAPAAFKY
FDTTIDRKRYTSTKEVLDATLIHQSITGLYETRIDLSQLGGDAAAVSKGEELFTGVVPILV
ELDGDVNGHKFSVSGEGEGDATYGKLTLKFICTTGKLPVPWPTLVTTLTYGVQCFSRYP
DHMKQHDFFKSAMPEGYVQERTIFFKDDGNYKTRAEVKFEGDTLVNRIELKGIDFKED
GNILGHKLEYNYNSHNVYIMADKQKNGIKVNFKIRHNIEDGSVQLADHYQQNTPIGDGP
VLLPDNHYLSTQSALSKDPNEKRDHMVLLEFVTAAGITLGMDELYKKRPAATKKAGQA
KKKK
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NLS-SpCas9-NLS:

MDYKDHDGDYKDHDIDYKDDDDKMAPKKKRKVGIHGVPAADKKYSIGLDIGTNSVG
WAVITDEYKVPSKKFKVLGNTDRHSIKKNLIGALLFDSGETAEATRLKRTARRRYTRRK
NRICYLQEIFSNEMAKVDDSFFHRLEESFLVEEDKKHERHPIFGNIVDEVAYHEKYPTIYH
LRKKLVDSTDKADLRLIYLALAHMIKFRGHFLIEGDLNPDNSDVDKLFIQLVQTYNQLFE
ENPINASGVDAKAILSARLSKSRRLENLIAQLPGEKKNGLFGNLIALSLGLTPNFKSNFDL
AEDAKLQLSKDTYDDDLDNLLAQIGDQYADLFLAAKNLSDAILLSDILRVNTEITKAPLS
ASMIKRYDEHHQDLTLLKALVRQQLPEKYKEIFFDQSKNGYAGYIDGGASQEEFYKFIK
PILEKMDGTEELLVKLNREDLLRKQRTFDNGSIPHQIHLGELHAILRRQEDFYPFLKDNR
EKIEKILTFRIPYY VGPLARGNSRFAWMTRKSEETITPWNFEEVVDKGASAQSFIERMTN
FDKNLPNEKVLPKHSLLYEYFTVYNELTKVKYVTEGMRKPAFLSGEQKKAIVDLLFKTN
RKVTVKQLKEDYFKKIECFDSVEISGVEDRFNASLGTYHDLLKIIKDKDFLDNEENEDILE
DIVLTLTLFEDREMIEERLKTYAHLFDDKVMKQLKRRRYTGWGRLSRKLINGIRDKQSG
KTILDFLKSDGFANRNFMQLIHDDSLTFKEDIQKAQVSGQGDSLHEHIANLAGSPAIKKG
ILQTVKVVDELVKVMGRHKPENIVIEMARENQTTQK GQKNSRERMKRIEEGIKELGSQI
LKEHPVENTQLQNEKLYLYYLQNGRDMYVDQELDINRLSDYDVDHIVPQSFLKDDSID
NKVLTRSDKNRGKSDNVPSEEVVKKMKNYWRQLLNAKLITQRKFDNLTKAERGGLSE
LDKAGFIKRQLVETRQITKHVAQILDSRMNTKYDENDKLIREVKVITLKSKLVSDFRKDF
QFYKVREINNYHHAHDAYLNAVVGTALIKKYPKLESEFVYGDYKVYDVRKMIAKSEQE
IGKATAKYFFYSNIMNFFKTEITLANGEIRKRPLIETNGETGEIVWDKGRDFATVRKVLS
MPQVNIVKKTEVQTGGFSKESILPKRNSDKLIARKKDWDPKKYGGFDSPTVAYSVLVV
AKVEKGKSKKLKSVKELLGITIMERSSFEKNPIDFLEAKGYKEVKKDLIIKLPKYSLFELE
NGRKRMLASAGELQKGNELALPSKYVNFLYLASHYEKLKGSPEDNEQKQLFVEQHKH
YLDEHEQISEFSKRVILADANLDKVLSAYNKHRDKPIREQAENIIHLFTLTNLGAPAAFKY
FDTTIDRKRYTSTKEVLDATLIHQSITGLYETRIDLSQLGGDKRPAATKKAGQAKKKK

NLS-mCherry-SpRNase3:

MFLFLSLTSFLSSSRTLVSKGEEDNMAIIKEFMRFKVHMEGSVNGHEFEIEGEGEGRPYE
GTQTAKLKVTKGGPLPFAWDILSPQFMYGSKAYVKHPADIPDYLKLSFPEGFKWERVM
NFEDGGVVTVTQDSSLQDGEFIYKVKLRGTNFPSDGPVMQKKTMGWEASSERMYPED
GALKGEIKQRLKLKDGGHYDAEVKTTYKAKKPVQLPGAYNVNIKLDITSHNEDYTIVE
QYERAEGRHSTGGMDELYKGSKQLEELLSTSFDIQFNDLTLLETAFTHTSYANEHRLLN
VSHNERLEFLGDAVLQLIISEYLFAKYPKKTEGDMSKLRSMIVREESLAGFSRFCSFDAY!
KLGKGEEKSGGRRRDTILGDLFEAFLGALLLDKGIDAVRRFLKQVMIPQVEKGNFERVK
DYKTCLQEFLQTKGDVAIDYQVISEKGPAHAKQFEVSIVVNGAVLSKGLGKSKKLAEQD
AAKNALAQLSEV

136



SpRNase3-mCherry-NLS:
MKQLEELLSTSFDIQFNDLTLLETAFTHTSYANEHRLLNVSHNERLEFLGDAVLQLIISEY
LFAKYPKKTEGDMSKLRSMIVREESLAGFSRFCSFDAYIKLGKGEEKSGGRRRDTILGDL
FEAFLGALLLDKGIDAVRRFLKQVMIPQVEKGNFERVKDYKTCLQEFLQTKGDVAIDYQ
VISEKGPAHAKQFEVSIVVNGAVLSKGLGKSKKLAEQDAAKNALAQLSEVGSVSKGEE
DNMAIIKEFMRFKVHMEGSVNGHEFEIEGEGEGRPYEGTQTAKLKVTKGGPLPFAWDIL
SPQFMYGSKAYVKHPADIPDYLKLSFPEGFKWERVMNFEDGGVVTVTQDSSLQDGEFI
YKVKLRGTNFPSDGPVMQKKTMGWEASSERMYPEDGALKGEIKQRLKLKDGGHYDAE
VKTTYKAKKPVQLPGAYNVNIKLDITSHNEDYTIVEQYERAEGRHSTGGMDELYKKRP
AATKKAGQAKKKK

NLS-SpCas9n-NLS (a mutacdo nickase D10A esta

em minusculas) :

MDYKDHDGDYKDHDIDYKDDDDKMAPKKKRKVGIHGVPAADKKY SIGLaIGTNSVGW
AVITDEYKVPSKKFKVLGNTDRHSIKKNLIGALLFDSGETAEATRLKRTARRRY TRRKN
RICYLQEIFSNEMAK VDDSFFHRLEESFLVEEDKKHERHPIFGNIVDEVAYHEKYPTIYHL
RKKLVDSTDKADLRLIYLALAHMIKFRGHFLIEGDLNPDNSDVDKLFIQLVQTYNQLFEE
NPINASGVDAKAILSARLSKSRRLENLIAQLPGEKKNGLFGNLIALSLGLTPNFKSNFDLA
EDAKLQLSKDTYDDDLDNLLAQIGDQYADLFLAAKNLSDAILLSDILRVNTEITKAPLSA
SMIKRYDEHHQDLTLLKALVRQQLPEK YKEIFFDQSKNGY AGY IDGGASQEEFYK FIKPI
LEKMDGTEELLVKLNREDLLRKQRTFDNGSIPHQIHLGELHAILRRQEDFYPFLKDNREK
IEKILTFRIPYYVGPLARGNSRFAWMTRKSEETITPWNFEEVVDKGASAQSFIERMTNFD
KNLPNEKVLPKHSLLYEYFTVYNELTKVKYVTEGMRKPAFLSGEQKKAIVDLLFKTNR
KVTVKQLKEDYFKKIECFDSVEISGVEDRFNASLGTYHDLLKIIKDKDFLDNEENEDILE
DIVLTLTLFEDREMIEERLKTYAHLFDDKVMKQLKRRRY TGWGRLSRKLINGIRDKQSG
KTILDFLKSDGFANRNFMQLIHDDSLTFKEDIQKAQVSGQGDSLHEHIANLAGSPAIKKG
ILQTVKVVDELVKVMGRHKPENIVIEMARENQTTQK GQKNSRERMKRIEEGIK ELGSQI
LKEHPVENTQLQNEKLYLYYLQNGRDMY VDQELDINRLSDYDVDHIVPQSFLKDDSID
NKVLTRSDKNRGKSDNVPSEEVVKKMKNYWRQLLNAKLITQRKFDNLTKAERGGLSE
LDKAGFIKRQLVETRQITKHVAQILDSRMNTKYDENDKLIREVK VITLK SKLVSDFRKDF
QFYKVREINNYHHAHDAYLNAVVGTALIKKYPKLESEFVYGDYKVYDVRKMIAKSEQE
IGKATAKYFFYSNIMNFFKTEITLANGEIRKRPLIETNGETGEIVWDKGRDFATVRKVLS
MPQVNIVKK TEVQTGGFSKESILPK RNSDKLIARKKDWDPKKYGGFDSPTVAYSVLVV
AKVEKGKSKKLKSVKELLGITIMERSSFEKNPIDFLEAKGYKEVKKDLIIKLPKYSLFELE
NGRKRMLASAGELQKGNELALPSKYVNFLYLASHYEKLKGSPEDNEQKQLFVEQHKH
YLDEHNEQISEFSKRVILADANLDKVLSAYNKHRDKPIREQAENIIHLFTLTNLGAPAAFKY
FDTTIDRKRYTSTKEVLDATLIHQSITGLYETRIDLSQLGGDKRPAATKKAGQAKKKK
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algumas formas de realizacdo destes aspetos pode ser um
animal; por exemplo, um mamifero. Além disso, 0 organismo
pode ser um artrdépode, tal como um inseto. O organismo
também pode ser uma planta. Além disso, o organismo pode

ser um fungo.

Num aspeto, a presente divulgacdo prevé um kit que
compreende um ou mais dos componentes aqui descritos. Em
algumas formas de realizacdo, o kit compreende um sistema
de vetor e instrucdes para utilizar o kit. Em algumas
formas de realizacdo, o sistema de vetor compreende (a) um
primeiro elemento regulador ligado operacionalmente a uma
sequéncia de emparelhamento tracr e um ou mais locais de
insercdo para a insercdo de uma ou mais sequéncias guia a
montante da sequéncia de emparelhamento tracr, em dque,
quando expressa, a sequéncia guia direciona a ligacéo
especifica da sequéncia de um complexo CRISPR a uma
sequéncia alvo na célula eucaridbdtica, em que o complexo
CRISPR compreende uma enzima CRISPR num complexo com (1) a
sequéncia guia que hibrida com a sequéncia alvo, e (2) a
sequéncia de emparelhamento tracr que hibrida com a
sequéncia tracr; e/ou (b) um segundo elemento regulador,
ligado operacionalmente a uma sequéncia que codifica
enzimas que codificam a referida enzima CRISPR
compreendendo uma sequéncia de localizacdo nuclear. Em
algumas formas de realizacéo, o) kit compreende 0S8
componentes (a) e (b) localizados no mesmo ou em diferentes
vetores do sistema. Em algumas formas de realizacdo, o
componente (a) compreende ainda a sequéncia tracr a jusante
da sequéncia de emparelhamento tracr sob o controlo do
primeiro elemento regulador. Em algumas formas de
realizacdo, o componente (a) compreende ainda a segquéncia

tracr a jusante da sequéncia de emparelhamento tracr sob o



hEMX1-HR Molde-HindII-Nhel:

GAATGCTGCCCTCAGACCCGCTTCCTCCCTGTCCTTGTCTGTCCAAGGAGAATGAGG
TCTCACTGGTGGATTTCGGACTACCCTGAGGAGCTGGCACCTGAGGGACAAGGCCC
CCCACCTGCCCAGCTCCAGCCTCTGATGAGGGGTGGGAGAGAGCTACATGAGGTTG
CTAAGAAAGCCTCCCCTGAAGGAGACCACACAGTGTGTGAGGTTGGAGTCTCTAGC
AGCGGGTTCTGTGCCCCCAGGGATAGTCTGGCTGTCCAGGCACTGCTCTTGATATAA
ACACCACCTCCTAGTTATGAAACCATGCCCATTCTGCCTCTCTGTATGGAAAAGAGC
ATGGGGCTGGCCCGTGGGGTGGTGTCCACTTTAGGCCCTGTGGGAGATCATGGGAA
CCCACGCAGTGGGTCATAGGCTCTCTCATTTACTACTCACATCCACTCTGTGAAGAA
GCGATTATGATCTCTCCTCTAGAAACTCGTAGAGTCCCATGTCTGCCGGCTTCCAGA
GCCTGCACTCCTCCACCTTGGCTTGGCTTTGCTGGGGCTAGAGGAGCTAGGATGCAC
AGCAGCTCTGTGACCCTTTGTTTGAGAGGAACAGGAAAACCACCCTTCTCTCTGGCC
CACTGTGTCCTCTTCCTGCCCTGCCATCCCCTTCTGTGAATGTTAGACCCATGGGAGC
AGCTGGTCAGAGGGGACCCCGGCCTGGGGCCCCTAACCCTATGTAGCCTCAGTCTTC
CCATCAGGCTCTCAGCTCAGCCTGAGTGTTGAGGCCCCAGTGGCTGCTCTGGGGGCC
TCCTGAGTTTCTCATCTGTGCCCCTCCCTCCCTGGCCCAGGTGAAGGTGTGGTTCCAG
AACCGGAGGACAAAGTACAAACGGCAGAAGCTGGAGGAGGAAGGGCCTGAGTCCG
AGCAGAAGAAGAAGGGCTCCCATCACATCAACCGGTGGCGCATTGCCACGAAGCAG
GCCAATGGGGAGGACATCGATGTCACCTCCAATGACaagettgetageGGTGGGCAACCAC
AAACCCACGAGGGCAGAGTGCTGCTTGCTGCTGGCCAGGCCCCTGCGTGGGCCCAA
GCTGGACTCTGGCCACTCCCTGGCCAGGCTTTGGGGAGGCCTGGAGTCATGGCCCCA
CAGGGCTTGAAGCCCGGGGCCGCCATTGACAGAGGGACAAGCAATGGGCTGGCTGA
GGCCTGGGACCACTTGGCCTTCTCCTCGGAGAGCCTGCCTGCCTGGGCGGGCCCGCC
CGCCACCGCAGCCTCCCAGCTGCTCTCCGTGTCTCCAATCTCCCTTTTGTTTTGATGC
ATTTCTGTTTTAATTTATTTTCCAGGCACCACTGTAGTTTAGTGATCCCCAGTGTCCC
CCTTCCCTATGGGAATAATAAAAGTCTCTCTCTTAATGACACGGGCATCCAGCTCCA
GCCCCAGAGCCTGGGGTGGTAGATTCCGGCTCTGAGGGCCAGTGGGGGCTGGTAGA
GCAAACGCGTTCAGGGCCTGGGAGCCTGGGGTGGGGTACTGGTGGAGGGGGTCAAG
GGTAATTCATTAACTCCTCTCTTTTGTTGGGGGACCCTGGTCTCTACCTCCAGCTCCA
CAGCAGGAGAAACAGGCTAGACATAGGGAAGGGCCATCCTGTATCTTGAGGGAGGA
CAGGCCCAGGTCTTTCTTAACGTATTGAGAGGTGGGAATCAGGCCCAGGTAGTTCAA
TGGGAGAGGGAGAGTGCTTCCCTCTGCCTAGAGACTCTGGTGGCTTCTCCAGTTGAG
GAGAAACCAGAGGAAAGGGGAGGATTGGGGTCTGGGGGAGGGAACACCATTCACA
AAGGCTGACGGTTCCAGTCCGAAGTCGTGGGCCCACCAGGATGCTCACCTGTCCTTG
GAGAACCGCTGGGCAGGTTGAGACTGCAGAGACAGGGCTTAAGGCTGAGCCTGCAA
CCAGTCCCCAGTGACTCAGGGCCTCCTCAGCCCAAGAAAGAGCAACGTGCCAGGGC
CCGCTGAGCTCTTGTGTTCACCTG
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NLS-StCsnl-NLS:

MKRPAATKKAGQAKKKKSDLVLGLDIGIGSVGVGILNKVTGEITHKNSRIFPAAQAENN
LVRRTNRQGRRLARRKKHRRVRLNRLFEESGLITDFTKISINLNPYQLRVKGLTDELSNE
ELFIALKNMVKHRGISYLDDASDDGNSSVGDYAQIVKENSKQLETKTPGQIQLERYQTY
GQLRGDFTVEKDGKKHRLINVFPTSAYRSEALRILQTQQEFNPQITDEFINRYLEILTGKR
KYYHGPGNEKSRTDYGRYRTSGETLDNIFGILIGKCTFYPDEFRAAKASYTAQEFNLLND
LNNLTVPTETKKLSKEQKNQIINY VKNEKAMGPAKLFKYIAKLLSCDVADIKGYRIDKS
GKAEIHTFEAYRKMKTLETLDIEQMDRETLDKLAYVLTLNTEREGIQEALEHEFADGSFS
QKQVDELVQFRKANSSIFGKGWHNFSVKLMMELIPELYETSEEQMTILTRLGKQKTTSS
SNKTKYIDEKLLTEETYNPVVAKSVRQAIKIVNAAIKEY GDFDNIVIEMARETNEDDEKK
AIQKIQKANKDEKDAAMLKAANQYNGKAELPHSVFHGHKQLATKIRLWHQQGERCLY
TGKTISIHDLINNSNQFEVDHILPLSITFDDSLANKVLVYATANQEKGQRTPYQALDSMD
DAWSFRELKAFVRESKTLSNKKKEYLLTEEDISKFDVRKKFIERNLVDTRYASRVVLNA
LQEHFRAHKIDTKVSVVRGQFTSQLRRHWGIEKTRDTYHHHAVDALNAASSQLNLWKK
QKNTLVSYSEDQLLDIETGELISDDEYKESVFKAPYQHFVDTLKSKEFEDSILFSYQVDSK
FNRKISDATIYATRQAKVGKDKADETYVLGKIKDIYTQDGYDAFMKIYKKDKSKFLMY
RHDPQTFEKVIEPILENYPNKQINEKGKEVPCNPFLKYKEEHGYIRKYSKKGNGPEIKSLK
YYDSKLGNHIDITPKDSNNKVVLQSVSPWRADVYFNKTTGKYEILGLKYADLQFEKGT
GTYKISQEKYNDIKKKEGVDSDSEFKFTLYKNDLLLVKDTETKEQQLFRFLSRTMPKQK
HYVELKPYDKQKFEGGEALIKVLGNVANSGQCKKGLGKSNISIYKVRTDVLGNQHIIKN
EGDKPKLDFKRPAATKKAGQAKKKK

U6-St tracrRNA (7-97):
GAGGGCCTATTTCCCATGATTCCTTCATATTTGCATATACGATACAAGGCTGTTAGA
GAGATAATTGGAATTAATTTGACTGTAAACACAAAGATATTAGTACAAAATACGTG
ACGTAGAAAGTAATAATTTCTTGGGTAGTTTGCAGTTTTAAAATTATGTTTTAAAAT
GGACTATCATATGCTTACCGTAACTTGAAAGTATTTCGATTTCTTGGCTTTATATATC
TTGTGGAAAGGACGAAACACCGTTACTTAAATCTTGCAGAAGCTACAAAGATAAGG
CTTCATGCCGAAATCAACACCCTGTCATTTTATGGCAGGGTGTTTICGTTATTTAA

U6-DR-espacador-DR (SF370 de S. pyogenes)

gagggcctatttcccatgattccticatatttgcatatacgatacaaggetgttagagagataattggaattaatttgactgtaaacacaaagatat
tagtacaaaatacgtgacgtagaaagtaataatttctigggtagtttgcagtittaaaattatgttttaaaatggactatcatatgettaccgtaactt
gaaagtatttcgatttctiggetttatatatctigtggaaaggacgaaacaccgggitttagagetatgctgttttgaatg gtcccaaaacNNN

NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNgttttagagetatgetgttttgaategteccaaaac TTTTTTT

(sublinhado em mintsculas = repeticdo direta; N =

sequéncia guia; negrito = terminador)
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RNA quimérico contendo +48 tracrRNA (SF370 de S. pyogenes)

dagasriveiaattioiigrairefioagiiteinipiRuaesiggat it s gritatoginad

T S SRR Q
NNNNNNNNENN N Nt

Sansagiwinugsite SRR R R R PR R

W TTTTYY

LR
RRRECCE S N R NS

(N = Sequéncia guia; primeira parte sublinhada = sequéncia
de emparelhamento tracr; segunda parte sublinhada =

sequéncia tracr; negrito = terminador)

RNA quimérico contendo +54 tracrRNA (SF370 de S. pyogenes)
gagggcctatticccatgattccticatattigeatatacgatacaaggctgtiagagagataattggaattaattigacigtaaacacaaagatat
tagtacaaaatacgigacgtagaaagtaataatitctigggtagtitgeagtittaaaattatgttitaaaatggactateatatgettacc gtaactt
gaaagtatticgatitcttggctttatatatctigiggaaaggacgaaacacc NNINNNNNNNNNNNNNNNNNNgttttaga
getagaaatageaagttagaataagectagtecottatcaTTTTTTTT

(N = Sequéncia guia; primeira parte sublinhada = sequéncia
de emparelhamento tracr; segunda parte sublinhada =

sequéncia tracr; negrito = terminador)

RNA quimérico contendo +67 tracrRNA (SF370 de S. pyogenes)
gaggacclatttcecatgattocticatatttgeatatacgatacaaggeigtiagagagataattggaattaattigactgtaaacacaaagatat
tagtacaaaatacgtgacgtagaaagtaataattictigggtaptitgeagtttiaaaattaigtittaaaatggactatcatatgettacegtaacit
gaaagtatttcgatttctiggetitatatatetigtggaaaggacgaaacacC NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNgttttaga
getagaaatageaagttaaaataaggctagiccgttatcaacttgaaaaagte TYTTTTT

(N = Sequéncia guia; primeira parte sublinhada = sequéncia
de emparelhamento tracr; segunda parte sublinhada =

sequéncia tracr; negrito = terminador)

RNA quimérico que contém +85 tracrRNA (SF370 de S.
pyogenes)
gaggocctatttcccalgattecttcatattigcatatacgatacaaggetgttagagagataattggaattaattigactgtaaacacaaagatat
tagtacaaaatacgtgac gtagaaagtaataatitctigggtagtitgeagttttaaaattatgttttaaaatggactatcatatgettaccgtaactt
gagagtatticgatttetiggctitatatatctigtggaaaggacgaaacacc NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNgtittaga
gctagaaatagcaagttaasataagoctagteepttatcaactigaaasagtgocaccgagteggtec TTTTTTIT

(N = Sequéncia guia; primeira parte sublinhada = sequéncia



de emparelhamento tracr; segunda parte sublinhada

sequéncia tracr; negrito = terminador)

CBh-NLS-SpCas9-NLS

CGTTACATAACTTACGGTAAATGGCCCGCCTGGCTGACCGCCCAACGACCCCCGCCC
ATTGACGTCAATAATGACGTATGTTCCCATAGTAACGCCAATAGGGACTTTCCATTG
ACGTCAATGGGTGGAGTATTTACGGTAAACTGCCCACTTGGCAGTACATCAAGTGTA
TCATATGCCAAGTACGCCCCCTATTGACGTCAATGACGGTAAATGGCCCGCCTGGCA
TTATGCCCAGTACATGACCTTATGGGACTTTCCTACTTGGCAGTACATCTACGTATTA
GTCATCGCTATTACCATGGTCGAGGTGAGCCCCACGTTCTGCTTCACTCTCCCCATCT
CCCCCCCCTCCCCACCCCCAATTTTGTATTTATTTATTTTTTAATTATTTTGTGCAGCG
ATGGGGGCGGGGGGGGGGGGGGGGCGCGCGCCAGGCGGGGCGGGGCGGGGCGAG
GGGCGGGGCGGGGCGAGGCGGAGAGGTGCGGCGGCAGCCAATCAGAGCGGCGCGC
TCCGAAAGTTTCCTTTTATGGCGAGGCGGCGGCGGCGGCGGCCCTATAAAAAGCGA
AGCGCGCGGCGGGCGGGAGTCGCTGCGACGCTGCCTTCGCCCCGTGCCCCGCTCCG
CCGCCGCCTCGCGCCGCCCGCCCCGGCTCTGACTGACCGCGTTACTCCCACAGGTGA
GCGGGCGGGACGGCCCTTCTCCTCCGGGCTGTAATTAGCTGAGCAAGAGGTAAGGG
TTTAAGGGATGGTTGGTTGGTGGGGTATTAATGTTTAATTACCTGGAGCACCTGCCT
GAAATCACTTTTTTTCAGGTTGGaccggtgecaccATGGACTATAAGGACCACGACGGAGA
CTACAAGGATCATGATATTGATTACAAAGACGATGACGATAAGATGGCCCCAAAGA
AGAAGCGGAAGGTCGGTATCCACGGAGTCCCAGCAGCCGACAAGAAGTACAGCATC
GGCCTGGACATCGGCACCAACTCTGTGGGCTGGGCCGTGATCACCGACGAGTACAA
GGTGCCCAGCAAGAAATTCAAGGTGCTGGGCAACACCGACCGGCACAGCATCAAGA
AGAACCTGATCGGAGCCCTGCTGTTCGACAGCGGCGAAACAGCCGAGGCCACCCGG
CTGAAGAGAACCGCCAGAAGAAGATACACCAGACGGAAGAACCGGATCTGCTATCT
GCAAGAGATCTTCAGCAACGAGATGGCCAAGGTGGACGACAGCTTCTTCCACAGAC
TGGAAGAGTCCTTCCTGGTGGAAGAGGATAAGAAGCACGAGCGGCACCCCATCTTC
GGCAACATCGTGGACGAGGTGGCCTACCACGAGAAGTACCCCACCATCTACCACCT
GAGAAAGAAACTGGTGGACAGCACCGACAAGGCCGACCTGCGGCTGATCTATCTGG
CCCTGGCCCACATGATCAAGTTCCGGGGCCACTTCCTGATCGAGGGCGACCTGAACC
CCGACAACAGCGACGTGGACAAGCTGTTCATCCAGCTGGTGCAGACCTACAACCAG
CTGTTCGAGGAAAACCCCATCAACGCCAGCGGCGTGGACGCCAAGGCCATCCTGTC
TGCCAGACTGAGCAAGAGCAGACGGCTGGAAAATCTGATCGCCCAGCTGCCCGGCG
AGAAGAAGAATGGCCTGTTCGGCAACCTGATTGCCCTGAGCCTGGGCCTGACCCCC
AACTTCAAGAGCAACTTCGACCTGGCCGAGGATGCCAAACTGCAGCTGAGCAAGGA
CACCTACGACGACGACCTGGACAACCTGCTGGCCCAGATCGGCGACCAGTACGCCG
ACCTGTTTCTGGCCGCCAAGAACCTGTCCGACGCCATCCTGCTGAGCGACATCCTGA
GAGTGAACACCGAGATCACCAAGGCCCCCCTGAGCGCCTCTATGATCAAGAGATAC
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GACGAGCACCACCAGGACCTGACCCTGCTGAAAGCTCTCGTGCGGCAGCAGCTGCC
TGAGAAGTACAAAGAGATTTTCTTCGACCAGAGCAAGAACGGCTACGCCGGCTACA
TTGACGGCGGAGCCAGCCAGGAAGAGTTCTACAAGTTCATCAAGCCCATCCTGGAA
AAGATGGACGGCACCGAGGAACTGCTCGTGAAGCTGAACAGAGAGGACCTGCTGCG
GAAGCAGCGGACCTTCGACAACGGCAGCATCCCCCACCAGATCCACCTGGGAGAGC
TGCACGCCATTCTGCGGCGGCAGGAAGATTTTTACCCATTCCTGAAGGACAACCGGG
AAAAGATCGAGAAGATCCTGACCTTCCGCATCCCCTACTACGTGGGCCCTCTGGCCA
GGGGAAACAGCAGATTCGCCTGGATGACCAGAAAGAGCGAGGAAACCATCACCCC
CTGGAACTTCGAGGAAGTGGTGGACAAGGGCGCTTCCGCCCAGAGCTTCATCGAGC
GGATGACCAACTTCGATAAGAACCTGCCCAACGAGAAGGTGCTGCCCAAGCACAGC
CTGCTGTACGAGTACTTCACCGTGTATAACGAGCTGACCAAAGTGAAATACGTGACC
GAGGGAATGAGAAAGCCCGCCTTCCTGAGCGGCGAGCAGAAAAAGGCCATCGTGG
ACCTGCTGTTCAAGACCAACCGGAAAGTGACCGTGAAGCAGCTGAAAGAGGACTAC
TTCAAGAAAATCGAGTGCTTCGACTCCGTGGAAATCTCCGGCGTGGAAGATCGGTTC
AACGCCTCCCTGGGCACATACCACGATCTGCTGAAAATTATCAAGGACAAGGACTT
CCTGGACAATGAGGAAAACGAGGACATTCTGGAAGATATCGTGCTGACCCTGACAC
TGTTTGAGGACAGAGAGATGATCGAGGAACGGCTGAAAACCTATGCCCACCTGTTC
GACGACAAAGTGATGAAGCAGCTGAAGCGGCGGAGATACACCGGCTGGGGCAGGC
TGAGCCGGAAGCTGATCAACGGCATCCCGGACAAGCAGTCCGGCAAGACAATCCTG
GATTTCCTGAAGTCCGACGGCTTCGCCAACAGAAACTTCATGCAGCTGATCCACGAC
GACAGCCTGACCTTTAAAGAGGACATCCAGAAAGCCCAGGTGTCCGGCCAGGGCGA
TAGCCTGCACGAGCACATTGCCAATCTGGCCGGCAGCCCCGCCATTAAGAAGGGCA
TCCTGCAGACAGTGAAGGTGGTGGACGAGCTCGTGAAAGTGATGGGCCGGCACAAG
CCCGAGAACATCGTGATCGAAATGGCCAGAGAGAACCAGACCACCCAGAAGGGAC
AGAAGAACAGCCGCGAGAGAATGAAGCGGATCGAAGAGGGCATCAAAGAGCTGGG
CAGCCAGATCCTGAAAGAACACCCCGTGGAAAACACCCAGCTGCAGAACGAGAAG
CTGTACCTGTACTACCTGCAGAATGGGCGGGATATGTACGTGGACCAGGAACTGGA
CATCAACCGGCTGTCCGACTACGATGTGGACCATATCGTGCCTCAGAGCTTTCTGAA
GGACGACTCCATCGACAACAAGGTGCTGACCAGAAGCGACAAGAACCGGGGCAAG
AGCGACAACGTGCCCTCCGAAGAGGTCGTGAAGAAGATGAAGAACTACTGGCGGCA

GCTGCTGAACGCCAAGCTGATTACCCAGAGAAAGTTCGACAATCTGACCAAGGCCG
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AGAGAGGCGGCCTGAGCGAACTGGATAAGGCCGGCTTCATCAAGAGACAGCTGGTG
GAAACCCGGCAGATCACAAAGCACGTGGCACAGATCCTGGACTCCCGGATGAACAC
TAAGTACGACGAGAATGACAAGCTGATCCGGGAAGTGAAAGTGATCACCCTGAAGT
CCAAGCTGGTGTCCGATTTCCGGAAGGATTITCCAGTTTTACAAAGTGCGCGAGATCA
ACAACTACCACCACGCCCACGACGCCTACCTGAACGCCGTCGTGGGAACCGCCCTG
ATCAAAAAGTACCCTAAGCTGGAAAGCGAGTTCGTGTACGGCGACTACAAGGTGTA
CGACGTGCGGAAGATCGATCGCCAAGAGCGAGCAGGAAATCGGCAAGGCTACCGCC
AAGTACTTCTTCTACAGCAACATCATGAACTTTTTCAAGACCGAGATTACCCTGGCC
AACGGCGAGATCCGGAAGCGGCCTCTGATCGAGACAAACGGCGAAACCGGGGAGA
TCGTGTGGGATAAGGGCCGGGATTTTGCCACCGTGCGGAAAGTGCTGAGCATGCCC
CAAGTGAATATCGTGAAAAAGACCGAGGTGCAGACAGGCGGCTTCAGCAAAGAGTC
TATCCTGCCCAAGAGGAACAGCGATAAGCTGATCGCCAGAAAGAAGGACTGGGACC
CTAAGAAGTACGGCGGCTTCGACAGCCCCACCGTGGCCTATTICTGTGCTGGTGGTGG
CCAAAGTGGAAAAGGGCAAGTCCAAGAAACTGAAGAGTGTGAAAGAGCTGCTGGG
GATCACCATCATGGAAAGAAGCAGCTTCGAGAAGAATCCCATCGACTTTCTGGAAG
CCAAGGGCTACAAAGAAGTGAAAAAGGACCTGATCATCAAGCTGCCTAAGTACTCC
CTGTTCGAGCTGGAAAACGGCCGGAAGAGAATGCTGGCCTCTGCCGGCGAACTGCA
GAAGGGAAACGAACTGGCCCTGCCCTCCAAATATGTGAACTTCCTGTACCT GGCCA
GCCACTATGAGAAGCTGAAGGGCTCCCCCGAGGATAATGAGCAGAAACAGCTGTTT
GTGGAACAGCACAAGCACTACCTGGACGAGATCATCGAGCAGATCAGCGAGTTCTC
CAAGAGAGTGATCCTGGCCGACGCTAATCTGGACAAAGTGCTGTCCGCCTACAACA
AGCACCGGGATAAGCCCATCAGAGAGCAGGCCGAGAATATCATCCACCTGTTTACC
CTGACCAATCTGGGAGCCCCTGCCGCCTTCAAGTACTTTGACACCACCATCGACCGG
AAGAGGTACACCAGCACCAAAGAGGTGCTGGACGCCACCCTGATCCACCAGAGCAT
CACCGGCCTGTACGAGACACGGATCGACCTGTCTCAGCTGGGAGGCGACTITCTTTT
TCTTAGCTTGACCAGCTTTCTTAGTAGCAGCAGGACGCTTTAA (underline = NLS-
hSpCas9-NLS)

(sublinhado = NLS-hSpCas9-NLS)

Exemplo de RNA quimérico para LMD-9 CRISPR1 Cas9 de S.
thermophilus (com PAM de NNAGAAW)

NNNNNNNNNNNNNNNN NNNNgtttttgtactctcaagatttaGA A Ataaatcttgcagaacctacaaagataaggctt
catgccgaaatcaacaceotgteattitatggcagggtottttcgttatttaa TTTTTT

(N = Sequéncia guia; primeira parte sublinhada = sequéncia
de emparelhamento tracr; segunda parte sublinhada =
sequéncia tracr; negrito = terminador)

Exemplo de RNA quimérico ILMD-9 CRISPR1 Cas9 de S.
thermophilus (com PAM de NNAGAAW)
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NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNgttittgtactctcaGAA Atgcagaagetacaaagataagecticateccgagatca

acacceigtcattitatggcageototitticottatttaaTTTTTT

(N = Sequéncia guia; primeira parte sublinhada = sequéncia
de emparelhamento tracr; segunda parte sublinhada =

sequéncia tracr; negrito = terminador)

Exemplo de RNA qguimérico LMD-9 CRISPR1 Cas9 de S.
thermophilus (com PAM de NNAGAAW)

NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNgttmgtactctcaGAAAtgcagaagctacaaagataaggottcatgccgaaatca
acaccetgtcattttategcaggetet TTTTTT

(N = Sequéncia guia; primeira parte sublinhada = sequéncia
de emparelhamento tracr; segunda parte sublinhada =

sequéncia tracr; negrito = terminador)

Exemplo de RNA quimérico ILMD-9 CRISPR1 Cas9 de 3.
thermophilus (com PAM de NNAGAAW)

NNNNNNNNNNNN NNNNNNNNgttattetactctcaagatttaGA A Ataaatcttgeagaagetacaaagataagectt
calgcegaaatcaacaccctgicattttatgecagegteititcgttaittaaTTTTTT

(N = Sequéncia guia; primeira parte sublinhada = sequéncia
de emparelhamento tracr; segundaa parte sublinhada =

sequéncia tracr; negrito = terminador)

Exemplo de RNA quimérico ILMD-9 CRISPR1 Cas9 de S.
thermophilus (com PAM de NNAGAAW)

NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNgﬂattgtactctcaGAAAIgcagaagctacaaagataaggcttcatgccgaaatc
aacacecigicattitatggcageetetticgttattiaggf T TTTTT

(N = Sequéncia guia; primeira parte sublinhada = sequéncia
de emparelhamento tracr; segunda parte sublinhada =

sequéncia tracr; negrito = terminador)
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Exemplo de RNA quimérico ILMD-9 CRISPR1 Cas9 de S.
thermophilus (com PAM de NNAGAAW)
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNgttattgtactctcaG A A Atgeagaagcetacanagataaggctteatgecgaaate
aacaccctgtcattttatgocagootot TTTTTET

(N = Sequéncia guia; primeira parte sublinhada = sequéncia

de emparelhamento tracr; segunda parte sublinhada =

sequéncia tracr; negrito = terminador)

Exemplo de RNA LMD-9 CRISPR1 Cas9 de S. thermophilus (com
PAM de NNAGAAW)

NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNgttattgtactetcaagatttaGA A Ataaatcttgcagaagetacaatgataaggett

catgccgaaatcaacacceigteattitatggecagggigttticettatttaaFTTTTT
(N = Sequéncia guia; primeira parte sublinhada = sequéncia
de emparelhamento tracr; segunda parte sublinhada =

sequéncia tracr; negrito = terminador)

Exemplo de RNA quimérico LMD-9 CRISPR1 Cas9 de S.
thermophilus (com PAM de NNAGAAW)

NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNgttattetactctcaGA A Atgcagaagetacaatgataaggcticatgecgaaatca
acacccteteattttateecagegtotttticottatitaaTTTTTT

(N = Sequéncia guia; primeira parte sublinhada = sequéncia
de emparelhamento tracr; segunda parte sublinhada =

sequéncia tracr; negrito = terminador)

Exemplo de RNA quimérico LMD-9 CRISPR1 Cas9 de S.
thermophilus (com PAM de NNAGAAW)

NNINNNNNNNNNNNNNNNNNNgttattotacictcaGA A Atgcagaagctacaateataagecttcatecceaaatca
acacccteteattttategcacostet TTTTTT

(N = Sequéncia guia; primeira parte sublinhada = sequéncia
de emparelhamento tracr; segunda parte sublinhada =

sequéncia tracr; negrito = terminador)
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Exemplo de RNA quimérico ILMD-9 CRISPR3 Cas9 de S.
thermophilus (com PAM de NGGNG)

NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNgttttagagetgtgGA A Acacage gagttaaaataagecttagtcegtactcaactt
gaaaaggtoecaccgattcg ot TTTTTT

(N = Sequéncia guia; primeira parte sublinhada = sequéncia
de emparelhamento tracr; segunda parte sublinhada =
sequéncia tracr; negrito = terminador)

Versdo otimizada para coddo de Cas9 do locus LMD-9 CRISPR3

de S. thermophilus (com NLS em ambas as terminacdes 5' e
3")
ATGAAAAGGCCGGCGGCCACGAAAAAGGCCGGCCAGGCAAAAAAGAAAAAGACCA
AGCCCTACAGCATCGGCCTGGACATCGGCACCAATAGCGTGGGCTGGGCCGTGACC
ACCGACAACTACAAGGTGCCCAGCAAGAAAATGAAGGTGCTGGGCAACACCTCCAA
GAAGTACATCAAGAAAAACCTGCTGGGCGTGCTGCTGTTCGACAGCGGCATTACAG
CCGAGGGCAGACGGCTGAAGAGAACCGCCAGACGGCGGTACACCCGGCGGAGAAA
CAGAATCCTGTATCTGCAAGAGATCTTCAGCACCGAGATGGCTACCCTGGACGACG
CCTTCTTCCAGCGGCTGGACGACAGCTTCCTGGTGCCCGACGACAAGCGGGACAGC
AAGTACCCCATCTTCGGCAACCTGGTGGAAGAGAAGGCCTACCACGACGAGTTCCC
CACCATCTACCACCTGAGAAAGTACCTGGCCGACAGCACCAAGAAGGCCGACCTGA
GACTGGTGTATCTGGCCCTGGCCCACATGATCAAGTACCGGGGCCACTTCCTGATCG
AGGGCGAGTTCAACAGCAAGAACAACGACATCCAGAAGAACTTCCAGGACTTCCTG



GACACCTACAACGCCATCTTCGAGAGCGACCTGTCCCTGGAAAACAGCAAGCAGCT
GGAAGAGATCGTGAAGGACAAGATCAGCAAGCTGGAAAAGAAGGACCGCATCCTG
AAGCTGTTCCCCGGCGAGAAGAACAGCGGAATCTTCAGCGAGTTTCTGAAGCTGAT
CGTGGGCAACCAGGCCGACTTCAGAAAGTGCTTCAACCTGGACGAGAAAGCCAGCC
TGCACTTCAGCAAAGAGAGCTACGACCGAGGACCTGGAAACCCTGCTGGGATATATC
GGCGACGACTACAGCGACGTGTTCCTGAAGGCCAAGAAGCTGTACGACGCTATCCT
GCTGAGCGGCTTCCTGACCGTGACCGACAACGAGACAGAGGCCCCACTGAGCAGCG
CCATGATTAAGCGGTACAACGAGCACAAAGAGGATCTGGCTCTGCTGAAAGAGTAC
ATCCGGAACATCAGCCTGAAAACCTACAATGAGGTGTTCAAGGACGACACCAAGAA
CGGCTACGCCGGCTACATCGACGGCAAGACCAACCAGGAAGATTTCTATGTGTACC
TGAAGAAGCTGCTGGCCGAGTTCGAGGGGGCCGACTACTTTCTGGAAAAAATCGAC
CGCGAGGATTTCCTGCGGAAGCAGCGGACCTTCGACAACGGCAGCATCCCCTACCA
GATCCATCTGCAGGAAATGCGGGCCATCCTGGACAAGCAGGCCAAGTTCTACCCAT
TCCTGGCCAAGAACAAAGAGCGGATCGAGAAGATCCTGACCTTCCGCATCCCTTACT
ACGTGGGCCCCCTGGCCAGAGGCAACAGCGATTTTGCCTGGTCCATCCGGAAGCGC
AATGAGAAGATCACCCCCTGGAACTTCGAGGACGTGATCGACAAAGAGTCCAGCGC
CGAGGCCTTCATCAACCGGATGACCAGCTTCGACCTGTACCTGCCCGAGGAAAAGG
TGCTGCCCAAGCACAGCCTGCTGTACGAGACATTCAATGTGTATAACGAGCTGACCA
AAGTGCGGTTTATCGCCGAGTCTATGCGGGACTACCAGTTCCTGGACTCCAAGCAGA
AAAAGGACATCGTGCGGCTGTACTTCAAGGACAAGCGGAAAGTGACCGATAAGGAC
ATCATCGAGTACCTGCACGCCATCTACGGCTACGATGGCATCGAGCTGAAGGGCAT
CGAGAAGCAGTTCAACTCCAGCCTGAGCACATACCACGACCTGCTGAACATTATCA
ACGACAAAGAATTTCTGGACGACTCCAGCAACGAGGCCATCATCGAAGAGATCATC
CACACCCTGACCATCTTTGAGGACCGCGAGATGATCAAGCAGCGGCTGAGCAAGTT
CGAGAACATCTTCGACAAGAGCGTGCTGAAAAAGCTGAGCAGACGGCACTACACCG
GCTGGGGCAAGCTGAGCGCCAAGCTGATCAACGGCATCCGGGACGAGAAGTCCGGC
AACACAATCCTGGACTACCTGATCGACGACGGCATCAGCAACCGGAACTTCATGCA
GCTGATCCACGACGACGCCCTGAGCTTCAAGAAGAAGATCCAGAAGGCCCAGATCA
TCGGGGACGAGGACAAGGGCAACATCAAAGAAGTCGTGAAGTCCCTGCCCGGCAGC
CCCGCCATCAAGAAGGGAATCCTGCAGAGCATCAAGATCGTGGACGAGCTCGTGAA
AGTGATGGGCGGCAGAAAGCCCGAGAGCATCGTGGTGGAAATGGCTAGAGAGAAC
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controlo do primeiro elemento regulador. Em algumas formas
de realizacdo, o componente (a) compreende adicionalmente
duas ou mais sequéncias guia ligadas de forma operativa ao
primeiro elemento regulador, em que, quando expressas, cada
uma das duas ou mais sequéncias guia orienta a ligacédo
especifica de um complexo CRISPR de uma sequéncia alvo
diferente numa célula eucaridética. Em algumas formas de
realizacdo, o sistema compreende ainda um terceiro elemento
regulador, tal como um promotor de polimerase IIT,
operacionalmente ligado a referida sequéncia tracr. Em
algumas formas de realizacdo, a sequéncia tracr apresenta,
pelo menos, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 95%, ou 99% de
complementaridade de sequéncia ao longo do comprimento da
sequéncia de emparelhamento tracr qguando otimamente
alinhadas. Em algumas formas de realizacdo, o complexo
CRISPR compreende uma ou mais sequéncias de localizacéo
nuclear de resisténcia suficiente para dirigir a acumulacéo
do referido complexo CRISPR numa quantidade detetédvel no
nicleo de uma célula eucaridtica. Em algumas formas de
realizacdo, a enzima CRISPR ¢ uma enzima do sistema CRISPR
de tipo II. Em algumas formas de realizacdo, a enzima
CRISPR é uma enzima Cas9. Em algumas formas de realizacéo,
a enzima Cas9 é uma Cas9 de S. pneumonias, S. pyogenes, ou
S. thermophilus, e pode incluir uma Cas9 mutada derivado
desses organismos. A enzima pode ser um hombélogo ou
ortdélogo da Cas9. Em algumas formas de realizacdo, a enzima
CRISPR tem coddes otimizados para expressdo numa célula
eucaridtica. Em algumas formas de realizacdo, a enzima
CRISPR orienta a clivagem de uma ou duas cadeias na posicéo
da sequéncia alvo. Em algumas formas de realizacdo, a
enzima CRISPR carece de atividade de clivagem da cadeia de
DNA. Em algumas formas de realizacdo, o primeiro elemento

regulador ¢é um promotor de polimerase III. Em algumas



CAGTACACCAATCAGGGCAAGAGCAACAGCCAGCAGAGACTGAAGAGACTGGAAA
AGTCCCTGAAAGAGCTGGGCAGCAAGATTCTGAAAGAGAATATCCCTGCCAAGCTG
TCCAAGATCGACAACAACGCCCTGCAGAACGACCGGCTGTACCTGTACTACCTGCA
GAATGGCAAGGACATGTATACAGGCGACGACCTGGATATCGACCGCCTGAGCAACT
ACGACATCGACCATATTATCCCCCAGGCCTTCCTGAAAGACAACAGCATTGACAAC
AAAGTGCTGGTGTCCTCCGCCAGCAACCGCGGCAAGTCCGATGATGTGCCCAGCCT
GGAAGTCGTGAAAAAGAGAAAGACCTTCTGGTATCAGCTGCTGAAAAGCAAGCTGA
TTAGCCAGAGGAAGTTCGACAACCTGACCAAGGCCGAGAGAGGCGGCCTGAGCCCT
GAAGATAAGGCCGGCTTCATCCAGAGACAGCTGGTGGAAACCCGGCAGATCACCAA
GCACGTGGCCAGACTGCTGGATGAGAAGTTTAACAACAAGAAGGACGAGAACAACC
GGGCCGTGCGGACCGTGAAGATCATCACCCTGAAGTCCACCCTGGTGTCCCAGTTCC
GGAAGGACTTCGAGCTGTATAAAGTGCGCGAGATCAATGACTTTCACCACGCCCAC
GACGCCTACCTGAATGCCGTGGTGGCTTCCGCCCTGCTGAAGAAGTACCCTAAGCTG
GAACCCGAGTTCGTGTACGGCGACTACCCCAAGTACAACTCCTTCAGAGAGCGGAA
GTCCGCCACCGAGAAGGTGTACTTCTACTCCAACATCATGAATATCTTTAAGAAGTC
CATCTCCCTGGCCGATGGCAGAGTGATCGAGCGGCCCCTGATCGAAGTGAACGAAG
AGACAGGCGAGAGCGTGTGGAACAAAGAAAGCGACCTGGCCACCGTGCGGCGGGT
GCTGAGTTATCCTCAAGTGAATGTCGTGAAGAAGGTGGAAGAACAGAACCACGGCC
TGGATCGGGGCAAGCCCAAGGGCCTGTTCAACGCCAACCTGTCCAGCAAGCCTAAG
CCCAACTCCAACGAGAATCTCGTGGGGGCCAAAGAGTACCTGGACCCTAAGAAGTA
CGGCGGATACGCCGGCATCTCCAATAGCTTCACCGTGCTCGTGAAGGGCACAATCG
AGAAGGGCGCTAAGAAAAAGATCACAAACGTGCTGGAATTTCAGGGGATCTCTATC
CTGGACCGGATCAACTACCGGAAGGATAAGCTGAACTTTCTGCTGGAAAAAGGCTA
CAAGGACATTGAGCTGATTATCGAGCTGCCTAAGTACTCCCTGTTCGAACTGAGCGA
CGGCTCCAGACGGATGCTGGCCTCCATCCTGTCCACCAACAACAAGCGGGGCGAGA
TCCACAAGGGAAACCAGATCTTCCTGAGCCAGAAATTTGTGAAACTGCTGTACCACG
CCAAGCGGATCTCCAACACCATCAATGAGAACCACCGGAAATACGTGGAAAACCAC
AAGAAAGAGTTTGAGGAACTGTTCTACTACATCCTGGAGTTCAACGAGAACTATGTG
GGAGCCAAGAAGAACGGCAAACTGCTGAACTCCGCCTTCCAGAGCTGGCAGAACCA
CAGCATCGACGAGCTGTGCAGCTCCTTCATCGGCCCTACCGGCAGCGAGCGGAAGG
GACTGTTTGAGCTGACCTCCAGAGGCTCTGCCGCCGACTTTGAGTTCCTGGGAGTGA
AGATCCCCCGGTACAGAGACTACACCCCCTCTAGTCTGCTGAAGGACGCCACCCTGA
TCCACCAGAGCGTGACCGGCCTGTACGAAACCCGGATCGACCTGGCTAAGCTGGGC
GAGGGAAAGCGTCCTGCTGCTACTAAGAAAGCTGGTCAAGCTAAGAAAAAGAAATA
A

Exemplo 5: Otimizacdo de RNA guia para Cas?9

de Streptococcus pyogenes (referido como SpCas9).
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Os Requerentes mutaram as sequéncias tracrRNA e de
repeticdo direta, ou mutaram o RNA guia gquimérico para

aumentar os RNA nas células.

A otimizacdo é baseada na observacdo de gue havia trechos
de timinas (T) no tracrRNA e no RNA guia, que poderiam
levar a terminacdo precoce da transcricdo pelo promotor pol
3. Portanto, o0s Requerentes geraram as seguintes sequéncias
otimizadas que sdo apresentadas em seguida. O tracrRNA
otimizado e a correspondente repeticdo direta otimizada sé&o

apresentados em pares.

tracrRNA 1 Otimizado (mutacdo a sublinhado):

GGAACCATTCAIAACAGCATAGCAAGTTAIAATAAGGCTAGTCCGTTATCAACTTGAA
AAAGTGGCACCGAGTCGGTGCTTTTT

Repeticdo direta 1 otimizada (mutacdo a sublinhado):

GTTaTAGAGCTATGCTGTTaTGAATGGTCCCAAAAC

tracrRNA 2 Otimizado (mutacdo a sublinhado):

GGAACCATTCAALACAGCATAGCAAGTTAAIATAAGGCTAGTCCGTTATCAACTTGAA
AAAGTGGCACCGAGTCGGTGCTTTITT

Repeticdo direta 2 otimizada (mutacdo a sublinhado):

GTaTTAGAGCTATGCTGTaTTGAATGGTCCCAAAAC

Os Requerentes também otimizaram o RNA guia quimérico para

uma atividade 6tima em células eucaridticas.

RNA guia original:
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNGTTTTAGAGCTAGAAATAGCAAGTTAAAATAAGGC
TAGTCCGTTATCAACTTGAAAAAGTGGCACCGAGTCGGTGCTTTTTTT
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Sequéncia de RNA guia quimérico 1
otimizada:

NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNGTATTAGAGCTAGAAATAGCAAGTTAATATAAGGC
TAGTCCGTTATCAACTTGAAAAAGTGGCACCGAGTCGGTGCTTTTTTT

Sequéncia de RNA guia quimérico 2 otimizada:

NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNGTTTTAGAGCTATGCTGTTTTGGAAACAAAACAGCA
TAGCAAGTTAAAATAAGGCTAGTCCGTTATCAACTTGAAAAAGTGGCACCGAGTCG
GTGCTTTTIT]

Sequéncia de RNA guia quimérico 3 otimizada:
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNGTATTAGAGCTATGCTGTATTGGAAACAATACAGC

ATAGCAAGTTAATATAAGGCTAGTCCGTTATCAACTTGAAAAAGTGGCACCGAGTC
GGTGCTTTTTTT

0Os requerentes mostraram que o RNA guia quimérico otimizado
funciona melhor tal como indicado na Figura 9. A
experiéncia foi conduzida mediante a co-transfeccdo de
células 293FT com Cas9 e uma cassete de DNA de U6- RNA guia
para expressar uma das quatro formas de RNA mostradas
anteriormente. O alvo do RNA guia € o mesmo sitio alvo no

locus EMX1 humano: "GTCACCTCCAATGACTAGGG"

Exemplo 6: Otimizacédo de LMD-9 CRISPR1 Cas9 de

Streptococcus thermophilus (denominado StlCas9).

Os requerentes desenharam RNA guias quiméricos tal como se

mostra na Figura 12.

O RNA guia StlCas9 pode ser submetido ao mesmo tipo de
otimizacdo como o efetuado para RNA guia SpCas9, quebrando

os fragmentos de poli timinas (T).
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Exemplo 7: Melhoria do sistema Cas9 para a aplicacdo 1in

Vivo

Os Requerentes conduziram uma busca Meta gendmica para uma
Cas9 com baixo peso molecular. A maioria dos homdélogos Cas9
sdo bastante grandes. Por exemplo, a SpCas9 tem
aproximadamente 1368aa de comprimento, sendo muito grande
para ser facilmente empacotada em vetores virais para
administracdo. Algumas das sequéncias podem ter sido
anotadas de forma errdénea e, portanto, a frequéncia exata
para cada comprimento pode ndo ser necessariamente precisa.
No entanto, fornece um vislumbre da distribuicdo de
proteinas Cas9 e sugerem que existem hombélogos Cas9 mais

curtos.

Através da anadlise computacional, os Requerentes
verificaram que na estirpe Dbacteriana de Campylobacter
existem duas proteinas Cas9 com menos do que 1000
aminodcidos. A sequéncia para um Cas9 de Campylobacter
jejuni é apresentada em seguida. Com este comprimento, a
CjCas9 pode ser facilmente empacotada em AAV, lentivirus,
Adenovirus, e outros vetores virais para a administracédo

robusta em células primdrias e em modelos animais in vivo.

> Cas9 de Campylobacter jejuni (CjCas9)
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MARILAFDIGISSIGWAFSENDELKDCGVRIFTKVENPKTGESLALPRRLARSARKRLARR
KARLNHLKHLIANEFKLNYEDYQSFDESLAKAYKGSLISPYELRFRALNELLSKQDFAR
VILHIAKRRGYDDIKNSDDKEKGAILKAIKQNEEKLANYQSVGEYLYKEYFQKFKENSK
EFTNVRNKKESYERCIAQSFLKDELKLIFKKQREFGFSFSKKFEEEVLSVAFYKRALKDFS
HLVGNCSFFTDEKRAPKNSPLAFMFVALTRIINLLNNLKNTEGILY TKDDLNALLNEVLK
NGTLTYKQTKKLLGLSDDYEFKGEKGTYFIEFKKYKEFIKALGEHNLSQDDLNEIAKDIT
LIKDEIKLKKALAKYDLNQNQIDSLSKLEFKDHLNISFKALKLVTPLMLEGKKYDEACNE
LNLKVAINEDKKDFLPAFNETYYKDEVTNPVVLRAIKEYRKVLNALLKKYGKVHKINIE
LAREVGKNHSQRAKIEKEQNENYKAKKDAELECEKLGLKINSKNILKLRLFKEQKEFCA
YSGEKIKISDLQDEKMLEIDHIYPYSRSFDDSYMNKVLVFTKQNQEKLNQTPFEAFGNDS
AKWQKIEVLAKNLPTKKQKRILDKNYKDKEQKNFKDRNLNDTRYIARLVLNYTKDYL
DFLPLSDDENTKLNDTQKGSKVHVEAKSGMLTSALRHTWGFSAKDRNNHLHHAIDAVI
IAYANNSIVKAFSDFKKEQESNSAELY AKKISELDYKNKRKFFEPFSGFRQKVLDKIDEIF
VSKPERKKPSGALHEETFRKEEEFYQSYGGKEGVLKALELGKIRKVNGKIVKNGDMFR
VDIFKHKKTNKFYAVPIYTMDFALKVLPNKAVARSKKGEIKDWILMDENYEFCFSLYK
DSLILIQTKDMQEPEFVYYNAFTSSTVSLIVSKHDNKFETLSKNQKILFKNANEKEVIAKS
IGIQNLKVFEKYIVSALGEVTKAEFRQREDFKK.

0 elemento tracrRNA putativo para esta CjCas?9
é:

TATAATCTCATAAGAAATTTAAAAAGGGACTAAAATAAAGAGTTTGCGGGACTCTG
CGGGGTTACAATCCCCTAAAACCGCTTTTAAAATT

A sequéncia da Repeticédo Direta é:

ATTTTACCATAAAGAAATTTAAAAAGGGACTAAAAC

A estrutura de co-dobra do tracrRNA e a repeticdo direta

sdo fornecidos na Figura 6.

Um exemplo de um RNA guia quimérico para CjCas9 é:

NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNGUUUUAGUCCCGAAAGGGACUAAAAUAAAGAGUU
UGCGGGACUCUGCGGGGUUACAAUCCCCUAAAACCGCUUUU

Os Requerentes também tém otimizado RNA guia Cas?9
utilizando métodos in vitro. A Figura 18 mostra os dados da

otimizacdo de RNA guia quimérico StlCas9 in vitro.

Embora as formas de realizacdo preferidas da presente
invencdo tenham sido aqui apresentadas e descritas, seré
evidente para o0s peritos na técnica que tais formas de

realizacdo sdo fornecidas apenas a modo de um exemplo. Os
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peritos na técnica encontrardo numerosas variacoes,
alteracdes e substituicdes sem se afastar da invencdo. Deve
ser entendido que na pratica da invencdo podem ser
empregues varias alternativas para as formas de realizacéo
da invencéo aqui descrita. Pretende-se que as
reivindicag¢des seguintes definam o dmbito da invencdo e os
métodos e estruturas dentro do ambito destas reivindicacodes

e seus eguivalentes sejam assim cobertos.

Exemplo 8: Otimizacdo de sgRNA de Sa

Os Requerentes desenharam cinco variantes sgRNA para SaCas?9
para uma arquitetura truncada ideal com maior eficiéncia de
clivagem. Além disso, foi testado o sistema duplex nativo
de repeticdo direta:tracr Jjunto com @ 0s SgRNAs. As
sequéncias guia com comprimentos indicados foram co-
transfectadas com SaCas9 e testadas em células HEK 293FT
para a atividade. Um total de 100 ng de amplicon U6-PCR
SgRNA (ou 50 ng de repeticdo direta e 50 ng de tracrRNA) e
400 ng de plasmideo SaCas9 foram co-transfectados em
200.000 de hepatécitos Hepal-6 de ratinho, e o DNA foi
colhido 72 horas apds a transfeccdo para anédlise de

SURVEYOR. Os resultados sdo mostrados na Fig. 23.
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Embora as realizacdes preferidas da presente invencédo
tenham sido aqui apresentadas e descritas, serd débvio para
0s peritos na técnica que tais formas de realizacdo sé&o
fornecidas por meio de apenas exemplo. Numerosas variacdes,
alteracdes e substituicdes ocorrerdo aos peritos na técnica

sem se afastar da invencdo. Deve ser entendido que varias
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alternativas para as formas de realizacdo da invencdo aqui

descritas podem ser empregues na pratica da invencéo.

Outros aspetos da divulgacdo sdo definidos nas seguintes

cldusulas numeradas.

1. Uma composicdo de origem ndo natural ou obtida por

engenharia compreendendo:

A) uma sequéncia de polinucledtidos de RNA quimérico
(chiRNA) do sistema CRISPR-Cas, em que a sequéncia de

polinucledtidos compreende

(a) uma sequéncia guia capaz de hibridar com uma
sequéncia alvo numa célula eucaridtica,
(b) uma sequéncia de emparelhamento tracr, e

(c) uma sequéncia tracr

em que (a), (b) e (c) se encontrarem dispostos na
orientacédo de 5' para 3',

em que, guando transcrita, a sequéncia de
emparelhamento tracr hibrida com a sequéncia tracr e
a sequéncia guia dirige a ligacdo especifica da
sequéncia de um complexo CRISPR para a sequéncia
alvo,

em que o complexo CRISPR compreende uma enzima CRISPR
que forma um complexo com (1) a sequéncia guia que é
hibridada com a sequéncia alvo, e (2) a sequéncia de
emparelhamento tracr que é hibridada com a sequéncia
tracr,

ou
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B) um sistema de enzima CRISPR, em que o sistema ¢é
codificado por um sistema de vetor compreendendo um

ou mais vetores compreendendo

I. um primeiro elemento regulador ligado
operacionalmente a uma sequéncia de polinucledtido
de RNA guimérico (chiRNA) do sistema CRISPR-Cas, em

que a sequéncia de polinucledtido compreende

(a) uma ou mais sequéncias guia capazes de
hibridar com wuma ou mais sequéncias alvo numa
célula eucariota,

(b) uma sequéncia de emparelhamento tracr, e

(c) uma ou mais sequéncias tracr, e

IT. um segundo elemento regulador ligado
operacionalmente a uma sequéncia codificante de
enzima que codifica uma enzima CRISPR
compreendendo, pelo menos, uma ou mais sequéncias

de localizacdo nuclear,

em que (a), (b) e (c) se encontram dispostas na
orientacdo de 5' para 3',

em que os componentes I e II estdo localizados no
mesmo ou em diferentes vetores do sistema,

em que, quando transcrita a sequéncia de
emparelhamento tracr hibrida com a sequéncia tracr e
a sequéncia guia dirige a ligacdo especifica da
sequéncia de um complexo CRISPR a uma sequéncia alvo,
em que o complexo CRISPR compreende a enzima CRISPR
que forma um complexo com (1) a sequéncia guia que é

hibridada com a sequéncia alvo, e (2) a sequéncia de
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emparelhamento tracr que é hibridada com a sequéncia
tracr,

ou

C) um sistema de enzima CRISPR multiplexo, em que o
sistema ¢é codificado por um sistema de vetor que

compreende um ou mais vetores compreendendo

I. um primeiro elemento regulador ligado
operacionalmente a uma sequéncia de polinucledtido
de RNA gquimérico (chiRNA) do sistema CRISPR-Cas, em
que a sequéncia de polinucledétido compreende
(a) wuma ou mais sequéncias guia capazes de
hibridar com uma ou mais sequéncias alvo numa
célula eucariota,
(b) uma sequéncia de emparelhamento tracr, e

(c) um ou mais sequéncias tracr, e

IT. um segundo elemento regulador ligado
operacionalmente a uma sequéncia codificante de
enzima que codifica uma enzima CRISPR
compreendendo, pelo menos, uma ou mais sequéncias

de localizacdo nuclear,

em que (a), (b) e (c) se encontram dispostas na
orientacdo de 5' para 3',

em que os componentes I e II estdo localizados no
mesmo ou em diferentes vetores do sistema, em que,
quando transcrita a sequéncia de emparelhamento tracr
hibrida com a sequéncia tracr e a sequéncia guia
dirige a ligacdo especifica da sequéncia de um
complexo CRISPR a uma sequéncia alvo,

em gque o complexo CRISPR compreende a enzima CRISPR

que forma um complexo com (1) a sequéncia guia que é
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hibridada com a sequéncia alvo, e (2) a sequéncia de
emparelhamento tracr que ¢ hibridada com a sequéncia
tracr

em que no sistema multiplexo miltiplas sequéncias de
polinucledétidos de chiRNA sdo utilizadas

ou

D) um sistema de enzima CRISPR multiplexo, em que o
sistema ¢é codificado por um sistema de vetor que

compreende um ou mais vetores compreendendo

I. um primeiro elemento regulador ligado

operacionalmente a

(a) wuma ou mais sequéncias guia capazes de
hibridar com uma sequéncia alvo numa célula, e
(b) pelo menos uma ou mais sequéncias de

emparelhamento tracr,

IT. um segundo elemento regulador ligado
operacionalmente a uma sequéncia codificante de
enzima que codifica uma enzima CRISPR, e

IIT. um terceiro elemento regulador ligado

operacionalmente a uma sequéncia tracr,

em que os componentes I, II e III, estdo localizados
no mesmo ou em diferentes vetores do sistema,

em que, quando transcrita a sequéncia de
emparelhamento tracr hibrida com a sequéncia tracr e
a sequéncia guia dirige a ligacdo especifica da
sequéncia de um complexo CRISPR a uma sequéncia alvo,
em que o complexo CRISPR compreende a enzima CRISPR
que forma um complexo com (1) a sequéncia guia que é

hibridada com a sequéncia alvo, e (2) a sequéncia de
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emparelhamento tracr que é hibridada com a sequéncia
tracr, e em gque no sistema multiplexo multiplas
sequéncias guia e uma Unica sequéncia tracr sé&o
utilizadas;

e

em que, na sequéncia de polinucledétido de A), ou no
sistema de B), C) ou D), uma ou mais das sequéncias
guia, tracr e de emparelhamento tracr sdo modificadas

para melhorar a estabilidade.

2. O chiRNA do sistema CRISPR-Cas ou o sistema de
enzima CRISPR da clédusula 1 em que a modificacéo
compreende uma estrutura secundéaria obtida por

engenharia.

3. O chiRNA do sistema CRISPR-Cas ou o sistema de
enzima CRISPR da cléusula 1 ou cldusula 2, em qgque a
modificacdo compreende uma redugcdo numa regido de
hibridacdo entre a sequéncia de emparelhamento tracr e

a sequéncia tracr.

4., O chiRNA do sistema CRISPR-Cas ou o sistema de
enzima CRISPR de qualgquer clausula anterior, em que a
modificacdo compreende a fusdo da sequéncia de
emparelhamento tracr e a sequéncia tracr através de uma

alca artificial.

5. 0O chiRNA do sistema CRISPR-Cas ou o sistema de
enzima CRISPR de qualquer cléausula anterior, em que a
modificacdo compreende que a sequéncia de tracr

apresenta um comprimento entre 40 e 120 pb.
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6. O chiRNA do sistema CRISPR-Cas ou o sistema de
enzima CRISPR de qgualquer cléusula anterior, em que a
sequéncia tracr tem entre 40 pb e o comprimento total

da sequéncia tracr.

7. O chiRNA do sistema CRISPR-Cas ou o sistema de
enzima CRISPR de qualquer cléusula anterior, em que a
sequéncia tracr inclui, pelo menos, os nucledtidos 1-67

do correspondente tracRNA do tipo selvagem.

8. O chiRNA do sistema CRISPR-Cas ou o sistema de
enzima CRISPR de qgualquer cléiusula anterior, em que a
sequéncia tracr inclui, pelo menos, os nucledtidos 1-85

do correspondente tracRNA do tipo selvagem.

9. O chiRNA do sistema CRISPR-Cas ou o sistema de
enzima CRISPR de qualgquer cliausula anterior, em que a
sequéncia tracr compreende os nucledtidos
correspondentes aos nucledtidos 1-67 de tracRNA de Cas?9

de S. pyogenes do tipo selvagem.

10. O chiRNA do sistema CRISPR-Cas ou o sistema de
enzima CRISPR de qualgquer clausula anterior, em que a
sequéncia tracr compreende 0s nucledétidos
correspondentes aos nucledtidos 1-85 de tracRNA de Cas?9

de S. pyogenes do tipo selvagem.

11. O chiRNA do sistema CRISPR-Cas ou o sistema de
enzima CRISPR da cléusula 9 em que a sequéncia tracr
consiste essencialmente em nucledétidos correspondentes
aos nucledétidos 1-67 de tracRNA de Cas9 de S. pyogenes

do tipo selvagem.
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12. O chiRNA do sistema CRISPR-Cas ou o sistema de
enzima CRISPR da cléusula 10 em que a sequéncia tracr
consiste essencialmente em nucledétidos correspondentes
aos nucledtidos 1-85 de tracRNA de Cas9 de S. pyogenes

do tipo selvagem.

13. O chiRNA do sistema CRISPR-Cas ou o sistema de
enzima CRISPR de gqualquer cléusula anterior, em que a

modificacdo compreende a otimizacdo de sequéncia.

14. O chiRNA do sistema CRISPR-Cas ou o sistema de
enzima CRISPR da clausula 13 em que a modificacéo
compreende a reducédo das sequéncias poli-T nas

sequéncias tracr e/ou de emparelhamento tracr.

15. O chiRNA do sistema CRISPR-Cas ou o sistema de
enzima CRISPR da cldusula 14, em que um ou mais T
presentes numa sequéncia poli-T da sequéncia do tipo
selvagem relevante foi substituido por um nucledtido

que ndo seja T.

16. O chiRNA do sistema CRISPR-Cas ou o sistema de
enzima CRISPR da clausula 13, 14, ou 15, em que a
sequéncia modificada nédo compreende qualgquer sequéncia

poli-T com mais de 4 T contiguos.

17. O chiRNA do sistema CRISPR-Cas ou o sistema de
enzima CRISPR de qualquer cléiusula anterior, em que a
modificacdo compreende a adicdo de uma sequéncia de

finalizacdo poli-T.

18. O chiRNA do sistema CRISPR-Cas ou O sistema de

enzima CRISPR da cléusula 17, em que a modificacédo
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compreende a adicdo de uma sequéncia de finalizacéo
poli-T em sequéncias tracr e/ou de emparelhamento

tracr.

19. O chiRNA do sistema CRISPR-Cas ou o sistema de
enzima CRISPR da cléusula 17 ou 18, em que a
modificacdo compreende a adicdo de uma sequéncia de

finalizacdo poli-T na sequéncia guia.

20. O chiRNA do sistema CRISPR-Cas ou o sistema de
enzima CRISPR de qualgquer cléusula anterior, em que a
modificacdo compreende a alteracdo de alcas e/ou

forquilhas.

21. O chiRNA do sistema CRISPR-Cas ou o sistema de
enzima CRISPR da clausula 20 em que a modificacéo
compreende que sejam fornecidas um minimo de duas

forquilhas na sequéncia guia.

22. 0O chiRNA do sistema CRISPR-Cas ou o sistema de
enzima CRISPR da clausula 20 ou 21, em que a
modificacdo compreende gque seja fornecida uma forquilha
formada por complementaridade entre a sequéncia tracr e

de emparelhamento tracr.

23. O chiRNA do sistema CRISPR-Cas ou o sistema de
enzima CRISPR da cldusula 20 a 22 em que a modificacéo
compreende que seja fornecida uma ou mais forquilhas na

extremidade 3' da sequéncia tracrRNA.

24. O chiRNA do sistema CRISPR-Cas ou o sistema de
enzima CRISPR da cliusula 20 a 23 em gque a modificacéo

compreende que seja fornecida uma ou mais forquilhas
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adicionais adicionadas a extremidade 3' da sequéncia

guia.

25. 0O chiRNA do sistema CRISPR-Cas ou o sistema de
enzima CRISPR de qualquer cléusula anterior, em que a
modificacdo compreende uma extensdo da extremidade 5'

da sequéncia guia.

26. 0O chiRNA do sistema CRISPR-Cas ou o sistema de
enzima CRISPR da clausula 25 em que a modificacéo
compreende que sejam fornecidas uma ou mais forquilhas

na extremidade 5' da sequéncia guia.

27. O chiRNA do sistema CRISPR-Cas ou o sistema de
enzima CRISPR da «cliusula 25 ou 26, em que a
modificacdo compreende a anexacdo da sequéncia (5'-

AGGACGAAGTCCTAA) a extremidade 5' da sequéncia guia.

28. O chiRNA do sistema CRISPR-Cas ou o sistema de
enzima CRISPR de gqualquer cléusula anterior, em que a
modificacdo compreende que seja fornecida reticulacéo
ou que seja fornecido um ou mais nucledtidos

modificados na sequéncia de polinucledtidos.

29. O chiRNA do sistema CRISPR-Cas ou o sistema de
enzima CRISPR da cléusula 28, em que os nucledtidos
modificados sdo fornecidos em qualgquer ou em todas as
sequéncias tracr, de emparelhamento tracr, e/ou guia,
e/ou na sequéncia codificante da enzima, e/ou nas

sequéncias do vetor.

30. O chiRNA do sistema CRISPR-Cas ou o sistema de

enzima CRISPR da cléusula 28 ou 29, em que fornecer
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célula eucaridtica, em gque um ou mais vetores dirigirem a
expressdo de um ou mais dos seguintes: a enzima CRISPR, a
sequéncia guia ligada a sequéncia de emparelhamento tracr,
e a sequéncia tracr. Em algumas formas de realizacdo, o0s
referidos vetores sdo fornecidos para a célula eucaridtica
num sujeito. Em algumas formas de realizacdo, referida
modificacdo tem lugar na referida célula eucaridtica de uma
cultura de células. Em algumas formas de realizacdo, o
método compreende ainda o isolamento da referida célula
eucaridtica de um sujeito antes da referida modificacdo. Em
algumas formas de realizacdo, o método compreende ainda o
retorno da referida célula e/ou células eucaridticas delas

derivadas para o referido sujeito.

Num aspeto, a presente divulgacdo prevé um método para a
modificacdo da expressdo de um polinucledtido numa célula
eucaridtica. Em algumas formas de realizacdo, o método
compreende que seja permitido que um complexo CRISPR se
ligue ao polinucledétido de modo que a referida ligacéo
resulta num aumento ou diminuicdo da expressdo do referido
polinucledétido; em que o complexo CRISPR compreende uma
enzima CRISPR que forma um complexo com uma sequéncia guia
hibridada com uma sequéncia alvo dentro do referido
polinucledétido, em que a referida sequéncia guia é ligada a
uma sequéncia de emparelhamento tracr que por sua vez
hibrida com uma sequéncia tracr. Em algumas formas de
realizacdo, o método compreende ainda a entrega de um, ou
mais, vetores para as referidas células eucaridbdticas, em
que um ou mais vetores dirigem a expressdo de uma ou mais:
enzima CRISPR, sequéncia guia ligada a sequéncia de

emparelhamento tracr e sequéncia tracr.



168

nucledétidos modificados compreende a inclusdo de pelo
menos um nucledtido gue ndo ocorre de modo natural, ou

um nucledétido modificado, ou seus andlogos.

31. O chiRNA do sistema CRISPR-Cas ou o sistema de
enzima CRISPR da cléusula 30, em que os nucledtidos
modificados s&o modificados na regido da ribose, do

fosfato, e/ou da base.

32. O chiRNA do sistema CRISPR-Cas ou o sistema de
enzima CRISPR da cléusula 30, em gque o nucledtido
modificado é selecionado a partir do grupo gue consiste
em andlogos 2'-O-metilo, anadlogos 2'-desoxi, ou

andlogos 2'-fluoro.

33. O chiRNA do sistema CRISPR-Cas ou o sistema de
enzima CRISPR da <clausula 30, em gque o nucledtido
modificado é selecionado a partir do grupo gque consiste
de 2-aminopurina, 5-bromo-uridina, pseudouridina,

inosina, 7-metilguanosina.

34. O chiRNA do sistema CRISPR-Cas ou o sistema de
enzima CRISPR de qualgquer clausula anterior, em que a

modificacdo compreende duas forguilhas.

35. O chiRNA do sistema CRISPR-Cas ou o sistema de
enzima CRISPR de qualgquer clidusula anterior, em que a

modificacdo compreende trés forguilhas.

36. O chiRNA do sistema CRISPR-Cas ou o sistema de
enzima CRISPR de qualquer cléausula anterior, em que a

modificacdo compreende um méximo de cinco forquilhas.
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37. O chiRNA do sistema CRISPR-Cas ou o sistema de
enzima CRISPR de gqualquer cléusula anterior, em que a
enzima CRISPR é uma enzima do sistema CRISPR de tipo

IT.

38. O chiRNA do sistema CRISPR-Cas ou o sistema de
enzima CRISPR de qualquer clausula anterior, em que a

enzima CRISPR é& uma enzima Cas?9.

39. O chiRNA do sistema CRISPR-Cas ou o sistema de
enzima CRISPR de qgualquer clausula anterior, em que a

enzima CRISPR compreende menos de mil aminoacidos.

40. O chiRNA do sistema CRISPR-Cas ou o sistema de
enzima CRISPR de qualquer uma das cléausulas 1 a 38, em
que a enzima CRISPR compreende menos de gquatro mil

aminoacidos.

41. O chiRNA do sistema CRISPR-Cas ou o sistema de
enzima CRISPR de gqualquer cléusula anterior, em que a

enzima Cas9 é StCas9 ou StlCas?9.

42. O chiRNA do sistema CRISPR-Cas ou o sistema de
enzima CRISPR de qualquer cléusula anterior, em que a
enzima Cas9 ¢é uma enzima Cas9 de um organismo
selecionado a partir do grupo que compreende o género
Streptococcus, Campylobacter, Nitratifractor,
Staphylococcus, Parvibaculum, Roseburia, Neisseria,
Gluconacetobacter, Azospirillum, Sphaerochaeta,

Lactobacillus, Eubacterium ou Corynebacter.

43. O chiRNA do sistema CRISPR-Cas ou o sistema de

enzima CRISPR de qualquer cléausula anterior, em que a
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enzima CRISPR é uma nuclease que dirige a clivagem de

ambas as cadeias no local da sequéncia alvo.

44, O chiRNA do sistema CRISPR-Cas ou o sistema de
enzima CRISPR de qualguer numero anterior, em gue o0
primeiro elemento regulador é um promotor de polimerase

ITT.

45. O chiRNA do sistema CRISPR-Cas ou o sistema de
enzima CRISPR de qualquer clausula anterior, em que ©
segundo elemento regulador é um promotor de polimerase

IT.

46. O chiRNA do sistema CRISPR-Cas ou o sistema de
enzima CRISPR de qualgquer clausula anterior, em que a
sequéncia guia compreende pelo menos quinze

nucledtidos.

47. O chiRNA do sistema CRISPR-Cas ou o sistema de
enzima CRISPR de gqualquer cléusula anterior, em que a
modificacdo compreende uma sequéncia tracr otimizada
e/ou uma sequéncia guia de RNA otimizada, e/ou uma
estrutura dobra da sequéncia tracr e/ou sequéncia ou
sequéncias de emparelhamento tracr e/ou estruturas
secundarias para estabilizacdo da sequéncia tracr e/ou
uma sequéncia tracr com uma regido reduzida de
emparelhamento de bases e/ou elementos de RNA fundidos
de sequéncia tracr; e/ou, em sistema multiplex existem
dois RNA compreendendo um marcador e compreendendo uma
pluralidade de guias ou um RNA qgue compreende uma

pluralidade de quiméricos.
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48. O chiRNA do sistema CRISPR-Cas ou o sistema de
enzima CRISPR de qualquer uma das cléusulas 1-47, em
que a enzima CRISPR tem coddes otimizados para a

expressdo numa célula eucaridtica.

49, A composicdo de qualguer cliusula precedente, em
que a composicgédo compreende uma sequéncia de
polinucledétido de RNA guimérico (chiRNA) do sistema

CRISPR-Cas.

50. A composicdo da clausula 49, em gue a composicéo
compreende ainda uma sequéncia de polinucledtidos que
codifica uma enzima CRISPR compreendendo pelo menos uma

ou mais sequéncias de localizacdo nuclear.

51. O sistema de enzima CRISPR de qualquer cléusula

anterior.

52. O sistema de enzima CRISPR multiplexo de qualquer

cldusula anterior.

53. 0 produto de transcricdo ou traducdo da composicédo
de cléusula 49 ou 50, o sistema de enzima CRISPR da
cldusula 51, ou o sistema de enzima CRISPR multiplexo

da cliusula 52.
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213> 11

<2A2> PRY

“213* gpyeanismo Desconhecido

“220%

<221> eource

<223> jnota="Descricdc de Organismo .
Desconhecido: Seguéncia NLE C-myc

300> 5

Arg Gln Brg axg Aan Glu Leu Lys Axg Sex Pro
3 5 X9

«210s
<@13>
%212
<213

&

28

PRY

Homo sapiens

174
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<400> 6
Asn Gln Sar Ser Asn Fhe Gly Pro Met Lys Gly Gly Asn Fhe Gly Gly
i 5 in 15

Arg Ser Ser Gly Pro Tyr Gly Gly Sly Gly Gln Tyr Phe Ala Lys Pro
an 25 30

Arg Asn Gln Gly 8ly Tyr
35

<210 7

<211> 42

<2312> BPRT

213> Drganismo Desconhecido
220>

<Z21» Bource

<223» fnota="Descricio de Qrganismo Desconhscideo: Seguéncia

do dominio IBBE da importina-alpha”
<430> 7

Arg Met Arg Ile Glx Phe Lys Asu Lys Gly Lys Asp Thr Ala Glu Leu
1 5 10 is

Arqg Arg Arg Arg Val Glu Val Ser Val Glu Leu Azg Lys Ala Lys Lys
2¢ 25 30

Asp Glu Gin Ile Leu Lys Arg Arg Asn Val
35 40

<2iD> B

<2L1> 8

«212> PRT

«213>» Organisme Desconhecido

<220»

<221> source

<223> /nota="Descrigdc do Organismo Desconhecids:
Sequéncia da proteina Mioma T

<430> B

val Ser Arg Lys Arg Pro Arg Bre

b3 5

<210> &

«2i1i> 8

«2i2> PRY

<213> organisme Desconhecido

<220>

<221> souree

<223> fnota="Descrigioc do Organisme Desconhecido:
Sequénciz da proteina Mioma T

<4500> 9 N
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Pro Pro Lys Lys Ala Arg Glu Asp
1 3

<210> 10

<21ix 8

<212» PRT

<213> Homo sapiens

<480> 10
Pro Gin Pro Lys Lys Lys Pro Leu
1 5

<210> 11
<211> 12
%212> PRT
<213> Mus musculus

<400> 11
Ser Ala Leu Ile Lys Lys Lys Lys Lys Met Ala Pro
1 5 10

<210> 12

<Z211> 5

<212> PRYT

«213> virus Influmenza

<4080> 12
Asp Arg Leu Axg Arg
1 5

<210> 13

<211> 7

<212> PRT

<213» yirus Influenza

<480> 13
Pro lye Gln Lys Lys Arg Lys
1 5

<210> 14

<Z11> 18

<212> PRT

<213> Srirus da Bepztitiz delta

<4{30> 14
Arg Lys Leu Lys Lys Lys Ile Lys Lys Leun
1 5 10

<210> 15
<211>» 19
<212> PRY
<213> Mus musculus

<480> 15
Arg Giu Lys Lys Lys Phe Leu lys Arg Axg
b3 5 10
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«210> 16
<211l> 20
x212> PRT
<213> Homo mapiens

<4G30> 16
Lys Avg Lys Gly asp Glu val Asp Gly val Asp Glu Vval Ala Lys Lys
1 S 16 15

Lys Ser Lys Lys
20

<210> 17
<211> 17
<21Z> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 17
Arg Lys Cys Leu Gin Ala Gly Met Asn Leu Glu Ala Arg Lys Thr Lys
1 5 1a 15

Lys

<210> 18
<211> 27
<212> DNA

<213> gequéncia Avtificial

<220>

<221> source

®223> /nota="Descrigdco de Sequéncia Artificial:
Oligonucledtido sintético®

<220>
221> base modificada

=222> (1) ..{20)
<223> a, ¢, t or g

<220>
<221> base modificada

<222> (21} ..(22)
<223> a, o, t, g, ocutro ou desconhecido

<400> 1B
ARNANNANDN INDNANRNRN Dnagaaw 27

<210> 19

<211> 19

<Zl2> DNA

<213> sequéncia Artificial

<320>

«221> gource

<223> fnota:“Desarigéo de Seqguéncia Artificial:
Qligonucledtideo sintético®



16

Num aspeto, a presente divulgacdo prevé um método para
gerar um modelo de célula eucaridtica compreendendo um gene
mutado da doenca. Em algumas formas de realizacdo, um gene
da doenca é qualquer gene associado com um aumento no risco
de ter ou desenvolver uma doenca. Em algumas formas de
realizacdo, o método compreende (a) introducdo de um ou
mais vetores numa célula eucaridtica, em que O um ou mais
vetores de controlam a expressdo de um ou mais dos
seguintes: uma enzima CRISPR, uma sequéncia guia ligada a
uma sequéncia de emparelhamento tracr, e uma sequéncia
tracr; e (b) permitir gque um complexo CRISPR se ligue a um
polinucledétido alvo para efetuar a clivagem do
polinucleétido alvo no interior do referido gene da doenca,
em que o complexo CRISPR compreende a enzima CRISPR que
forma um complexo com (1) a segquéncia guia que é hibridada
com a sequéncia alvo dentro do polinucledtido alvo, e (2) a
sequéncia de emparelhamento tracr gque ¢é hibridada com a
sequéncia tracr, gerando assim um modelo de célula
eucaridtica compreendendo um gene mutante da doenca. Em
algumas formas de realizacéo, a referida clivagem
compreende a clivagem de uma ou duas cadeias na posicdo da
sequéncia alvo pela referida enzima CRISPR. Em algumas
formas de realizacdo, a referida clivagem resulta na
diminuicdo da transcricdo de um gene alvo. Em algumas
formas de realizacdo, o método compreende ainda reparar o
referido polinucledétido alvo clivado por recombinagédo
homéloga com um polinucledtido molde exdgeno, em qgue a
referida reparacdo resulta numa mutacdo compreendendo uma
insercdo, delecdo ou substituicdo de um ou mais nucledtidos
do referido polinucledtido alvo. Em algumas formas de
realizacéao, a referida mutacdo resulta numa ou mais
alteracdes de aminodcidos na expressdo de uma proteina a

partir de um gene que compreende a sequéncia alvo.
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«220>

<221> base modificada
222> (1)..(12}
«223> a, ¢, Lt ou g

<220>

<221> base_modificada
<222> (13}..{14)

«223> a, o, t, g, outrc ou desconhecide

<400> 19
ANNANKANAT INNNAGAsW 1%

<210> 20

<2L1> 27

«212> DNA

<213> seguéncia Artificial

<220>

«221> source

«223> /niota="Descrigioc de Sequéncia Artificial:
Oligonuclestide sintético™

<220>

<221> base modificada
«222> (1} ..(20)
<223> &, o, tou g

<220>
<221> base modificada
<222> {21)..(22)

«223> a,c,.t,g, cutro ou desconhecide

<400> 20
NRABAGAANGN RNARMANRON IR3GI’W 27

<210> 21

<311> 18

<Zl2> DNA

%213> Sequéncia Artificial

<220>

<221> source

<223> /nota="Descrigioc de Sequéncia Artificial:
Oligonucledtide sintétice”

<220»

<221> base modificada
<222> (1) ..¢11}

<223> a, ¢, £ ou g

<220>
<221>» kase modificada
<222> {12})..(13)

«223> a, ¢, £, g, outro ou desconhecido

<400> 21



NInanning ninagaaw

<210> 22

<211>» 137

=212> DNA

<213> sequénceia Artificial

<220>

«<221> source

<223> /nota="Descricdoc de Seguéncia Artificial:
Polinucledtido sintético™

<220>
<221> base modificada
<322> {1}..{20)

<223> a, e, £, g, outroc ou desconhecido

<400> 22
nnannnonnn noononnnnn gtttttgtac tetcaagatt tagaaatasaa tottgoagsa

getacaaaga taaggottca tgocgaaate aacaccotgt cattttatgg cagggtgttt

togttattita attitet

<210> 23

<211> 123

<212> DNA

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<221> source

<223> /nota="Descrigio de Sequéncia Artificial:
Polinucledtide gintéticoe

<220>
«221> base modificada
<222> {1)..(20)

<223» 3 o, t, g, outro ou desceonhecide

<400> 23
annnnonann nannnanonn gbttttgtae totcagaasat geagaageta caaagataag

gottcatgee gaaatcaaca coctgbcatt ttatggcagg gtgttttcogt tatttaattt

ttt

<210> 24
<211> 110
<212> DNA

<213> goqubncia Artificial

<220>

<221> gource

«223> /nota="Descricdo de SBegufncia Artifisial:
Polinucledtido sintético™

<220>

179

18

60
120

137

60
izp

23



<221>
222>
<223>

<400>

base modificada
{1}..¢20}

a, &, £, g, csutros ou desconhecido

24

nonnnnonan nrannnnann gttttigtac tetcagaaat goagaageta caaagataag

gettcatgoe gasatcaaca ccecetgteatt thtatggeagy ghgbttittt

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<223>

<220>
<22%1>
<222>
<223>

<400>

25

102

DNA

Segudnoia Artificial

source
/nota="Descrigfc de Segquéncia Artificial:
Polinucledtido sintético"”

base meodificada
(1} .. (20)

a, ¢, t, g, outro cu desconhecido

25

nannnnnann annnnnannn gttétagage tagaastage aagttaaaat aaggctagte

cgttatcaac ttgasasagt ggcacogagt cggtgoetttt tt

<210>
<211
<212>
<213>

<220>
<221>
<223»

<220>
<221»
<222>
<223>

<400

26
a8
DNA

Sequeéncia Artificial

source
fnota=”Descrig§o da Sequéncia Artificial:
Qligonuclesdtido sintético®

base modificada
{1 .. {20}

a, ¢, t, g, ocutro ou desconhecido

26

anannnnnnn nnannnnn gtitttagage tagaasatage asagttazaaat aaggcetagte

cgttatcaac ttgaassagt gttititt

<210>
<211x»
<212>
<213>

<220>
<221>
<223>

27

76

DNA

Seguéncia Artificial

source
/ncta:"Descrigio de Seguéncia Artificial:
Oligonucledtido sintétice®

180

60

110

60

102

(3¢

88
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<220>
<221i> base modificada

<222> {1).. {20}

223> a, o, t, g, ocutro ou desconhecido

<400 27
annnnnnnnn ananannnnn gttttagage tagasatage aagttazaat aaggotagte 66

egttateatt trtttt 76

<210> 28

<231> 12

<212> RNA

«213> Segquéncia Avtificial

<220>

221> source

<223> /nota="Descrigio da Segquéncia Artificial:
Cligonucledtido sintético™

<400> 28
guuguagage ua 12

<210> 298

<211> 33

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 29
ggacategat gtcacctoca atgactagoy tgg 33

<210> 30

«211> 33

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 30
cattggaggt gacatogatg tootecccat tgg 33

<@10> 31

«211> 33

«212> DA

<213> Homo sapiens

<400> 31
ggaagggoct gagtocgage agaagaagaa ggg 33

<210> 32

<211> 33

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<4§00> 32
gotggegaga ggggecgaga tiggutgttc agg 33
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<210> 33

<211> 33

<21.3> DNA

«<213> Homo sapiens

<400> 33
atgoaggagy gtggogagey gggcegagst tgy 33

<210> 34

<211> 21

«212> DNA

«213> Sequéncia Artificial

<220>

<221> source

<223> /nota="Descrigdc de Sequéncia Artificial: Primex
sintético”

<400> 34
aaaaccaces ttototetgg o 21

x210> 35

<2il> 21

<212> DNA

<213> Seguéncia Artificial

«220>

<231> souxce

<223> /nota="Descrigio de Sequéneia Artificial: Primer
gintético”

<400> 35
ggagattgga gacacggaga @ 21

<230> 36

<211> 20

<212> DNA

«213> gequéncia Artificial

<320>

<221> source

<223> /nota="Descigic de Seguéncia Artificial: Primer
sintético”

<430> 36
chggaaagoc aatgoctgac 0

<210> 37
<211> 20
<212> DNA

213> gsequéncia Artificial

<220>

<221> gource

®223> /nota="Descrigdo de Sequéncia Artificial: Primex
sintético™

<400> 37
ggcageaasas toottgtect 26



<210> 38
<211> 12
<2312> DNA

<213> Seguénecia Artificial

<220>

<221> source

<223> nota=“Descrigdo de Segquéncia Artificial:

sintético®

<400> 38
gttttagage

<210> 39
<211> 33%
<212> DNA

ta

Oligonucledtideo

<213> Seguéncia Artificial

<220>

<221> source
<223> fnota="Descricgdc
sintético®

<400> 38
gagggoetat

ataattggaa
aagtaataat
atgettaceg
cgasacaceyg
acttgaasaa
<210> 40

<21i> 423
<212> DNA

ttooeatgat
ttaatttgac
ttottgggta
taacttgaaa

gaaccattca

gtggeacaga

de Seguéncia Artificial: Polinucledtido

tootteatat ttgoatatac gatacaaggo tgttagagag
tgtaaacaca aagatatitag tacaaaatac gtgacgtaga
gtttgeagtt ttazaattat gtitttaaaat ggactatcat
gtatttegat ttottggett tatatatott gtggaaagga
asacagcata goaagttasa ataaggotag tcoccgttatca

gteggtgett ttttt

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<221» source
«223> /nota="Descrigio de Segquéncia Artificial: Polinucledtido
sintético”

<400> 40
gagggectat

ataattggaa
aagtaatasat
atgottacceg
cgasacacoqg

tgattatttyg

ttcocatgat
ttaatttgac
ttettggagta
taacttgaaa

gtagbattaa

ttataanagt

tectteatat ttgeatatac gatacaagge tgttagagag
tgtasacaca aagatattag tacaaaatac gtgacgtags
gtttgecagtt ttaaaattat gtittitaasaat ggactateat
gtatttegat ttettggott tatatatett gtyggasagga
gtattgtitt atggotgata aattictittg aatttcoctect

tataaaataa tottgttgga accattcaaa acageatage

183

12

60
120
180
240
300

335

60
129
180
240
300
360



aagttaaast aaggctagte cghttatcaac ttgaaaaagt ggoaccgagt cggtgettth

£ttt

<210> 41

<211> 338

<212> DNA

<213* gequéncia Artificial

«220>

<221> souxce

<223> /nota="Descrigic de Sequénoia Artificial: Polinucledtido
sintético”

<400> 41
gagggeetat ttoccatgat tocttcatat tigoatatac gatacaagge tgttagagag

ataattggaa ttaatttgac tgtaaacaca aagatattag tacaaasatac gtgacgtaga
aagtaataat trctigggta gtttgeagtt ttasaattat gttttaaaat ggactatceat
atgettacey taacttgaaa gtatttogat ttetitggett tatatatcott gtggazagga
cgaaacacoy gattttagag ctatgotgit tigsatgogbc ocaasacggy tottogagaa

gacgtbttag agekatgotg tthtgaatgy teocaasaao

«210> 42

«<211> 309

<212» DNA

<213> Sequéncia Artificial

<220>

«221> gource

<243> /nota="Descrigic de Sequénecia Artificial: Polinucleétide
sintético™

<400> 42
gagggeetat ttoccatgat tocttoatat tigoatatac gatacaagge tgttagagag

ataattggaa ttaattigac tgtaszacacs aagatattag tacaasatac gtgacgtaga
aagtaatast ttottgggta ghttgoagtt ttasaattat gttttasaat ggactatceat
atgoettacog taacttgaaa gtatttogat ttettggett tatatatett ghtggaaagga

cgaaacacey ggtottogay aagacotgtt ttagagetag asatagoaag ttasaataag

gctagtecy

<210> 43

<211> 1648

<212> PRT

«213> Sequéncia Artificial

«220>

«221> gource

«223> /nota="Descrigdo de Sequéncia Artificial:Polipéptide
gintético”

184

420

423

60
128
1890
248
308

339

60
120
180
240
300

309



<400> 43

Met Asp
1

Tyr Lys

Gly Yle

asp Ile
50

Lys Val
€5

Ser Ile

Thxr Ala

Arg Arg

Met Ala
138

Ieu Val
145

Ile val

Leu Arg

Ile Tyr

Ile Glu
210

Ile Gln
225

Asn Ala

Tyx

Asp

His

35

Gly

Pro

Lys

Glu

Lys

115

Lys

Glu

Asp

Lys

Leu

185

Gly

Leun

Ser

Lys

Asp

Gly

Thxr

Sexr

Lys

Ala

1440

Asn

Val

Glu

Glu

ys

188

Ala

val

Gly

ASp

Yal

Aasn

Lys

Asn

Thr

Arg

Asp

Asp

Val

165

Teu

Leu

Gin

val
245

His

Asp

Pro

Ser

Lys

70

Leu

Arg

Ile

Asp

Lys

150

Ala

val

Ala

Asn

Thr

230

Agp

Asp

Lys

Ala

val

55

Phe

Ile

Leu

Cys

Ser

135

Lys

Tyr

Asp

His

Pro

215

Tyr

Ala

Gly

Met

Ala

40

Gly

Lys

GLy

Lys

Tyr

120

Phe

HBis

His

Sar

Metb

200

Asps

Asn

Lys

Asp

Ala

Asp

Trp

Val

Ala

105

Lo

Phe

Gl

Glu

Thx

185

Ile

Asn

Gln

Ala

Tyr

10

Pro

Lys

Ala

Teu

Thr

Gln

Hisg

Arg

Llys

170

Asp

Lys

Ser

leu

ile
250

Lys
Lys
Lys
Val
Gly
75

Leu

Glu
Arg
His
155
Ty

Lys

Phe

Asp

Phe
235

Leu

Asp

Lys

Tyx

Iie

&0

Asn

Fhe

Axg

Ile

Leu

148

BPro

Pro

Ala

Arg

Val

220

Glu

Ser

His

Lys

Ser

43

Thr

Thr

Asp

Axg

Pha

125

Glu

Ile

Thr

Asp

Gly

205

Asp

Glu

Ala

Asp

Arg

Tle

Asp

Asp

Ser

Arg

110

Serx

Glu

Phe

Ile

Leau

150

His

Lys

Asn

Arg

Ile
is
Lys

Gly

Glu

Gly

85

Tyr

Asn

Ser

Gly

Tyr

175

Arg

Phe

Leu

Ero

Lew
255

Asp

Val

Leu

Tyx

Hisg

Glu

Thr

Gla

Phe

Asn

160

His

Leu

Leau

Phe

Ile

249

Ser

185



Lys

Lys

Bro

Lew

305

Ite

Asp

Lys

GIn

Lys

385

Tyr

Pro

Asn

Iie

Gln

465

Lys

Gly

Sear

Asn

Azn

290

Sexr

Gly

Ala

Ala

Asp

30

Tyr

Ile

lle

Pro

450

Glu

Iie

Asn

Arg

Gly

275

Phe

Lys

Asp

Tle

Pro

355

Leu

Lys

Asp

Leu

Glu

435

His

Asp

Leu

Ser

Arg

260

Leu

ys

Asp

Gln

Lau

340

leu

Thr

Glu

Gly

Glu

420

Asp

Gln

Phe

Thr

Azrg

Leu

Phe

sSer

Thr

Tyr

325

Lau

Sear

Leu

Ile

Gly

405

Lys

Lan

Ils

Tyr

Phe

485

Phe

Glu

Gly

Tyr

310

Ala

Ser

Ala

Leu

Phe

380

Als

Met

Lau

Hig

Pro

4706

Arg

Ala

Asn

ASn

Phe

235

Asp

Asp

Asp

Sar

Lys

35

Fhe

Sar

Asp

Leu

455

Phe

Ile

Trp

Leu

Leu

280

Asp

Asp

leu

Xle

Met

360

Ala

Asp

Glin

Gly

Lys

440

Gly

Leu

Pro

Met

Ile

285

Ile

Len

Asp

Phe

Len

345

le

Leu

Gln

Glun

Thr

425

Gln

Glu

iys

TyT

The

Ala

Ala

Ala

Leau

Leu

330

Arg

Lys

val

Sexr

Glu

410

Glu

Arg

Leu

Asp

Tyr
49¢

Gln

leu

Glu

asp

318

Ala

Val

Arg

Axg

Lys

393

Pha

Glu

Thr

His

Asn

475

val

Lys

Leu

Ser

Asp

300

Asn

Ala

Asn

Tyr

Glin

380

Asn

Tyr

lLeu

Phe

Ala

460

Gly

Ser

Pro
Len
285
Ala
Lew
Lys
Thr
Asp
365
Glin
Gly
Lys
Leu
Asp
445
Ile
Glu

Pro

Glu

Gly

270

aly

Lys

Lewn

Asn

Glu

350

Glu

Leu

Tyr

Phe

Val

430

Asn

leu

Lys

&lu

Glu

Leu

T

Ala

Len

335

Ile

His

Pro

Ala

Ile

415

Lys

Gly

Axg

Ile

Ala

455

Thr

Lys

Thy

Eln

Gin

32¢

Ser

Thr

His

Glu

Gly

400

Lys

Leu

Ser

Arg

Glu

480

Axg

Ile

186



Thr

Ser

Lys

545

Asn

Ala

Lya

Lys

Axg

625

Lys

Asp

Glu

Gin

Leun

708

Phe

His

Pro

Phe

530

Val

Glu

Phe

Thr

Lys

€10

Phe

Asp

Ile

Arg

Lau

&30

Ile

leu

Asp

Trp

515

Ile

Leau

Leu

Leu

Agn .

5985

Ile

Asn

Lys

vVal

Leu

6758

Lys

Asn

Lys

Asp

500

Asn

Glu

Fro

Thy

Ser

R80

Glu

Ala

Asp

Laun

660

Lys

Gly

Ser

Ser
T40

Phe

Axg

Lys

Lys

565

Gly

Lys

Cys

Ser

Phe

645

Thr

Thr

Xle

Asp
725

Leu

Glu

Met

Hig

550

val

Gln

Val

Phe

Leu

630

len

Lt

Tyr

Axg

Arg
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17

Num aspeto, a presente divulgacdo prevé um método para o
desenvolvimento de um agente biologicamente ativo que
modula um evento de sinalizacdo celular associado com um
gene da doenca. Em algumas formas de realizacdo, um gene da
doenca é qualgquer gene associado com um aumento no risco de
ter ou desenvolver uma doenca. Em algumas formas de
realizacdo, o método compreende (a) pdbr em contacto um
composto de teste com uma célula modelo de qualquer uma das
formas de realizacdo descritas; e (b) detetar uma alteracéao
numa leitura que é indicativa de uma reducdo ou um aumento
de um acontecimento de sinalizacdo celular associado com a
referida mutacdo no referido gene da doenca, desenvolvendo
assim o referido agente biologicamente ativo que modula o
referido evento de sinalizacdo celular associado com o

referido gene da doenca.

Num aspeto, a presente divulgacdo prevé um polinucledtido
recombinante compreendendo uma sequéncia guia a montante de
uma sequéncia de emparelhamento tracr, em que a sequéncia
guia, guando expressa, orienta a ligacdo especifica de
sequéncias de um complexo CRISPR a uma sequéncia alvo
correspondente presente numa célula eucaridtica. Em algumas
formas de realizacdo, a sequéncia alvo é uma segquéncia
viral presente numa célula eucaridética. Em algumas formas
de realizacdo, a sequéncia alvo €& um proto-oncogene ou um

oncogene.

Num aspeto, a presente divulgacdo prevé um método de
selecdo de uma ou mais células procaridticas através da
introducdo de uma ou mais mutacdes num gene numa Ou mais
células procaridticas, o método compreendendo: a introducédo

de um ou mais vetores na célula ou células procaridticas,
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18

em gue um ou mais vetores dirigem a expressdo de um ou mais
dos seguintes: uma enzima CRISPR, uma sequéncia guia ligada
a uma sequéncia de emparelhamento tracr, uma seqgquéncia
tracr, e um molde de edicdo; em que o molde de edicéo
compreende uma ou mais mutacdes gque suprimem a clivagem
enzimdtica da CRISPR; permitindo a recombinacdo homdloga do
molde de edicdo com o polinucledétido alvo na célula ou
células a selecionar; permitindo um complexo CRISPR se
ligue a um polinucledétido alvo para efetuar a clivagem do
polinucledétido alvo no interior do referido gene, em que o
complexo CRISPR compreende a enzima CRISPR que forma um
complexo com (1) a sequéncia guia que hibrida com a
sequéncia alvo dentro do polinucledtido alvo, e (2) a
sequéncia de emparelhamento tracr que hibrida com a
sequéncia tracr, em que a ligacdo do complexo CRISPR ao
polinucledtido alvo induz a morte celular, permitindo assim
a selecdo de uma ou mais células procaridéticas em gque foram
introduzidas uma ou mais mutacdes. Numa forma de realizacéao
preferida, a enzima CRISPR é a Cas9. Num outro aspeto da
presente divulgacdo, a célula a ser selecionada pode ser
uma célula eucaridtica. Alguns aspetos da divulgacédo
permitem a selecdo de células especificas sem necessidade
de um marcador de selecdo ou um processo de dois passos que

podem incluir um sistema de contrasselecédo.

Em alguns aspetos, a presente divulgacdo prevé uma
composicdo de origem n&do-natural ou manipulada que
compreende uma sequéncia de polinucledétidos de  RNA
quimérico (chiRNA) do sistema CRISPR-Cas, em que a
sequéncia de polinucledtidos compreende: (a) uma sequéncia
guia capaz de hibridar com uma sequéncia alvo numa célula
eucaridtica, (b) uma sequéncia de emparelhamento tracr, e

(c) uma sequéncia tracr em que (a), (b) e (c) se
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19

encontrarem dispostos numa orientacdo 5' para 3', em que,
quando transcrita, a sequéncia de emparelhamento tracr
hibrida com a sequéncia tracr e a sequéncia guia orienta a
ligacdo especifica de sequéncias de um complexo CRISPR para
a sequéncia alvo, em que o complexo CRISPR compreende uma
enzima CRISPR que forma um complexo com (1) a sequéncia
guia que hibrida com a sequéncia alvo, e (2) a sequéncia de
emparelhamento tracr que hibrida com a sequéncia tracr,

ou

um sistema enzimético CRISPR, em que o sistema é codificado
por um sistema de vetor compreendendo um ou mais vetores
compreendendo I. um primeiro elemento regulador ligado
operacionalmente a uma sequéncia de polinucledtidos de RNA
quimérico (chiRNA) do sistema CRISPR-Cas, em que a
sequéncia de polinucledétidos compreende (a) uma ou mais
sequéncias guia capazes de hibridar com uma ou mais
sequéncias alvo numa célula eucaridtica, (b) uma sequéncia
de emparelhamento tracr, e (c) uma ou mais sequéncias
tracr, e II. um segundo elemento regulador operacionalmente
ligado a uma sequéncia que codifica enzimas que codificam
uma enzima CRISPR que compreende, pelo menos, uma ou mais
sequéncias de localizacdo nuclear, em que (a), (b) e (c) se
encontrarem dispostos numa orientacdo 5' para 3', em que o0s
componentes I e II estdo localizados no mesmo ou em
diferentes vetores do sistema, em que quando transcrita, a
sequéncia de emparelhamento tracr hibrida com a sequéncia
tracr e a sequéncia guia orienta a ligacdo especifica da
sequéncia de um complexo CRISPR para a segquéncia alvo, em
que o complexo CRISPR compreende a enzima CRISPR num
complexo com (1) a sequéncia guia que ¢ hibridada com a
sequéncia alvo, e (2) a sequéncia de emparelhamento tracr
que ¢é hibridada com a sequéncia tracr, ou um sistema

enzimdtico CRISPR multiplex, em que o sistema é codificado
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20

por um sistema de vetor compreendendo um ou mais vetores
compreendendo I. um primeiro elemento regulador ligado
operacionalmente a (a) uma ou mais sequéncias guia capazes
de hibridar com uma sequéncia alvo numa célula, e (b) pelo
menos uma ou mais sequéncias de emparelhamento tracr, II.
um segundo elemento regulador ligado operacionalmente a uma
sequéncia que codifica enzimas que codificam uma enzima
CRISPR, e III. um terceiro elemento regulador ligado
operacionalmente a uma sequéncia tracr, em gue oS
componentes I, II e III estdo localizados no mesmo ou em
diferentes vetores do sistema, em gque quando transcrita, a
sequéncia de emparelhamento tracr hibrida com a sequéncia
tracr e a seqguéncia guia dirige a ligacdo especifica da
sequéncia de um complexo CRISPR para a segquéncia alvo, em
que o complexo CRISPR compreende a enzima CRISPR que forma
um complexo com (1) a sequéncia guia que é hibridada com a
sequéncia alvo, e (2) a sequéncia de emparelhamento tracr
que ¢ hibridada com a sequéncia tracr, e em que S&o
utilizadas as sequéncias guia do sistema multiplex e uma
Unica segquéncia tracr; e em que uma ou mais das sequéncias
guia, tracr e de emparelhamento tracr sdo modificadas para

melhorar a estabilidade.

De acordo com aspetos da divulgacéo, a modificacéo
compreende uma estrutura secundaria obtida por engenharia.
Por exemplo, a modificacdo pode compreender uma reducdo da
regido de hibridacdo entre a sequéncia de emparelhamento
tracr e a sequéncia tracr. Por exemplo, a modificacéo
também pode compreender a fuséo da sequéncia de
emparelhamento tracr e a sequéncia tracr através de uma
alca artificial. A modificacdo pode compreender a sequéncia
tracr tendo um comprimento entre 40 e 120 pb. Em formas de

realizacdo da presente divulgacdo, a seqguéncia tracr é
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Fhe

Lys

Lys

Glu

Lys Leu Val Ser Asp Phe Arg Lys Asp

Leu
His
Thr
Glu
825
Glu
Asn
Ser
Asp
Lys
8035

Tyxr

Asp

His

Asn
985

1000

Gln

Lys

Gln

g1e

Gly

Asn

Gly

Asp

Sar

230

Ser

Frp

Asn

Gly

valk

970

Asp

Thr

Pro

795

Lys

Ile

Thr

Axg

Ty

875

Ile

Asp

Arg

Leun

Phe

955

Ala

Lys

val

780

Glu

Gly

Lys

Gln

Asp

860

aAsp

Asp

Asn

in

Thr

940

Ile

Gin

Leu

Lys

Asnp

Gin

Glu

Leu

845

Met

vai

Asn

Val

Leu

928

Lys

Lys

fle

Ile

val val

Ile Val

Lys Asn
815

isu Gly
830

Gln Asn

Tyr Val

Asp Bis

Lys Val
835

Pro Ber
910

Lay Asn

Ala Glu

Arg Gln

Leu Asp

875

Arg Glu
390

1905

Asp

Ile

800

Sar

Ser

Gin

Asp

Iie

880

iseu

Giu

Ala

Arg

Leu

960

Ser

val

Girn Phe Tyr Lys Val Arg Glu Ile Asn Asn Tyr His His Ala
10158

i0lo

1020
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His

Lys

val

Gly

Phe

Asp

BPro

he

Ile

Asp

Glu

Gly

Asp

Ile

Asp
1025

Tyr
1040

Tyr
1855

Lys
107¢

Phe
1085

1100

Lys
1115

&ln
1130

Sar
1145

Ala
1160

Ser
1175

Lys
1190

Ile
1205

Phe
1220

Ile
1235

Lys

Ala

Preo

Asp

Ala

Lys

Leu

Gly

val

Lys

Arg

Pro

Gly

Thr

Leu

Lys

Arg

Tyr

Lys

Val

Thr

Thr

Ile

arg

Asn

Glu

Lys

Thr

Lys

Ile

Glu

Leu

Met

Leu

Lleu

Als

Glu

Glu

Asp

Ile

Ser

Lys

Val

Ser

Mok

Ala

Pro

Leu

Azn

Gla

Lys

Tys

Ile

Thx

Fhe

vali

Ile

Asp

Ala

Lys

Gla

Tys

Lys

Ala

Ala
1030

Sex
1045

Met
1060

Tyr
107%5

Thr
1080

Agn
1105

Als
1120

Lys
1135

Lew
1180

1165

Tyr
1180

Lys
1135

1210

Gly
1228

Tyr
1240

Ser

Val

Giu

Ile

Phe

Leu

Gly

Thr

Lys

Pro

Asp

Ser

Ieun

Ser

Tyr

Ser

Ala

Val

Phe

Ala

Phe

Ala

Glu

val

Thy

Lys

Pro

Val

Lys

Ser

Lys

Leun

Gly

Gly

val

Lys

Tyr

Asn

Thx

Glu

Arg

Lys

leun

Sex

Phe

Glu

Fhe

Glu

Thy

TYY

Saxr

Sar

Gly

Gly

Lys

val

Asn

Lys

Yal

Val

Glu

val

Glu

Leu

Ala
1035

Gly
1050

Glu
1065

Asn
1080

Glu
1098

Glu
110

Val
112%

Gin
1140

Sexr
11355

Tyr
1170

Val
1185

Lys
1200

Lys
12158

Lys
1230

Leu
1245

Gln

Leu

Asp

Gin

Ile

Ile

Ile

Xan

The

Asp

Gly

Ala

Glu

Kgn

Lys

Glu

Lys

Ilae

Tyr

Glu

Met

Arg

val

Ser

Gly

Lys

Gly

lys

Fro

Asp

Asn

Gly

Lys

Lys

Ile

Asn

Lys

Trp

Mat

Gly

Leu

Phe

val

L

Ile

Gly

Asn
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1250

Glu Lew
1265

Ser His
1280

Lys Gln
1255

Yle Gln
1310

Ala Asn
1325

Lys Fro
1340

Leu Thr
1385

Thr Ile
1370

Ala Thr
1385

Ile Asp
1400

Lys Lys
1415

<210> 50

Ala

Tys

Leu

Gln

lLeu

Ile

asn

Asp

Leu

Ala

<211> 2012
«212> DNA

<213> Sequéncia Axtificial

<220>

<221> source
<223> /nota="Descrigic de Seguénecia Artificial: Polinucledtido
sintético®

<400> BO

gaatgoetgee ctoagaccog cttoctocot ghoettgtet ghtecsaggag aatgaggtet
cactggtaga tttogganta cootgaggag ctggeacchy agggecaagy coeccoacct

goccageteo agoctotgat gagggotggay agagagetac atgaggttge taagaaagee

Leu

Glv

Phe

Ile

Asp

Leu

Arg

Ile

Ser

Gly

Bro

Lys

Val

Ser

Lys

Glu

Gly

Lys

His

Gln

Glin

Ser

Glu

Glu

val

Gln

aAlas

Gln

Leu

Ala

1285

Lys
1278

lys
1288

Gin
1300

Phe
13135

Leu
1330

Ala
1345

Pro
1360

Tyr
1375

Sexr
13820

Gly
1405

Lys
1420

Tyr

Gly

His

Ser

Ser

Glu

Ala

Thr

Ile

Gly

Lys

Val

Ser

Lys

Lys

Ala

Asn

Ala

Ser

Thr

hsp

Lys

Asn

Pro

His

Tyr

Ile

Bhe

Thr

Gly

Lys

Lys

Phe

Glu

Tyz

val

Asn

Ile

Lys

Lys

Lew

1260

Leu
1278

Asp
1280

Leu
1305

Ile
13290

Lys
1335

His
1350

Ty
1365

Gla
1380

Tyr
1355

Pro
1410

Ty

Asn

Asp

Leau

Bis

Leu

Phe

val

Glu

Ala

Ley

Glu

Glu

Ala

Aryg

Phe

Asp

Lew

Thr

Ala

Ala

Gln

Ile

Rsp

Asp

Thr

Thr

Asp

Arg

Thr
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teccetgaag
cocagggata
gaaaccatge
gtgtecactt
teatttacta
gtagagtcco
ctggoygctag
gazaaccacc
gaatgttaga
tatgtagect
getgototgg
gutgtgytte
tgagtongag
gaaggocaat
accacaaaca
agetggacte
gagettgaag
ggaccacttyg
agecteooeag
aatttatttt
aataatasaa
tggtagattc
ggagestgygy
tgttgggggsa
ggaagggeea
getgggaatc
actetggtyy
ggagggaaca
tgoctcacetg
ctgageatge

gUCAgYEECe

gagaccacac
gtetggetgt
ceattaotges
taggecctgt
ctoacatoca
atgtetgeeg
aggagetagg
cttcteotctyg
cecatgggag
cagtotteeoe
gggoecetoctg
cagaaccgga
cagaagasga
goggaggaca
cacgagogoa
tggeccactce
tecggggccey
geottetoot
ckgoteteeg
coaggcacea
gtototetet
cggetetgag
gtggggtact
cectggtoto
tectgtatet
aggeccaggt
cttctocagt
ccattcacaa
tceottggaga
aaccagtooa

getgagatet

agtgtgtgag
ccaggeacty
tetetgtatyg
gggagatcat
ctetgtgaayg
gettocagag
atgcagagoa
gococactghyg
cagetgghaa
atcaggctct
agtttetecat
ggacasagta
agggeteaca
tagatgtcac
gagtgetget
atggecagge
ccattgacag
cggagageet
tgtetooaat
ctgtagttta
taatgacacqg
ggecagtyggy
gotggaggyy
tacchocage
tgagggagga
agttecastgy
tgaggagaaa
aggetgacgy
acagotgggoe
cagtgactca

tgtgttcace

gtragagtot
ctettgatat
¢asaagagoa
gygaacccac
aagegatkat
cotgeactea
gototgtgac
teotaktoot
Jagaggaccs
cagctocagec
ctgtgoeoat
caaacggoag
teacateaac
ctecaatgac
tgetgetgge
tttggggegy
agggacaage
goeetgeckgy
chtocctttty
gtgatcecca
ggcatooage
gyoctggtags
gteaagggta
tooacageay
caggesoagg
gagagggaga
ccagaggaaa
tiocagteey
aggttgagac
gggoctecto

tg

ctagcagogy
saACRCCACC
tggggcetyge
geagtgggte
gatctctaoct
toecacctbgy
cotttgtityg
gooctgocat
cggoctagay
tgagtgttga
coctococtgyg
aagetggagy
cggtggogoa
aagettgeta
caggecesty
catggagtea
aatgggetgy
gegggeecge
ttttgatgea
gtgteocceet
tecagoaosa
graaacgegt
atteattaac
gagaaacagy
tetbtattaa
gbtgocttecet
gaggaggatt
aagtegtgag
tgoagagaca

agtccaagaa

gttetgtgoe
tectagttat
cegtggggty
ataggotote
ctagaaacta
cttggotttg
agaggaacag
cooottotgt
seoctaaces
ggcoccagtyg
eocaggtgas
aggaagggec
ttgccacgaa
geggtgggea
eglgggacaa
tggoeoccaca
ctgaggecty
cogooacege
tttotgtbtt
tococtatggyg
gagectygyg
tocagggcetyg
tcetetottt
ctagacatag
cgtattgaga
ctgoctagag
ggggtctagg
cacadeagyga
gggettaagy

agageaacgh
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53

<212>» PRYT
<213> Seguéncia Artificial

<220>

<221> gource

<223> /nota="Descrigdo de Sequinecia Artificial:Polipéptido
sintético”

<400> 51

Met Lys Arg Pro

1

Lys Ser

Val Gly

Arg Ile

50

Asn Arg

68

Lys Ile

Thr Asp

Val Lys

130

Asn Ser

145

Gln Leu

Thr Tyr

Lys His

Asp

Iie

a5

Fhe

Gln

Asn

Ser

Glu

115

Bis

Ser

Glu

Gly

Arg
195

Leu
20
Leu

Pro

Gly

Ile
100
Leaun
Arg
val
Thr
Gln
180

Lau

val

Asgn

Ala

Arg

Len

85

Asn

Sear

Gly

GLy

Lys

165

Leu

Ile

. Ala

Leu

Lys

Ala

Arg

FO

Fhe

Leu

Asn

Ile

Asp

180

Thr

Arg

Asn

Thr

Gly

val

Gln

55

Leu

Glu

Asn

Glu

Ser

135

Tyxr

Pro

Gly

Vval

Lys

Leu

The

40

Ala

Ala

Glu

Pro

Glu

120

Tyr

Ala

Gly

Asp

Phe
200

Lys

Asp

25

Gly

Glu

Sexr

Tyr

105

Leu

Leu

Gin

Gln

Phe

185

Fro

Ala

10

Iie

Glu

Asn

Axg

Gly

30

Gla

Phe

Asp

Ile

Ile

130

Thr

The

Gly

Gly

Iie

Asn

Lys

75

Leu

Leu

Ile

Asp

val

155

Gln

Yal

Ser

Gln

Ile

lie

Leu

60

Llys

Tie

Axrg

Ala

Aia

149

Lys

Leu

Glu

Ala

aAla

Gly

His

45

val

His

Thr

Val

Lau

125

Ser

Glu

Glu

Lys

Tyr
205

Lys

Ser

30

Lys

Arg

Arg

Asp

Lys

110

Lys

Aap

AsSn

Arg

Asp

130

Arg

Lys

is

val

Asn

arg

hrg

FPhe

95

Gly

Asn

Asp

Ser

Tyx

175

Sly

Ser

Lys

Gly

Ser

Thre

Val

Thr

Leu

Mat

Gly

Lys

160

Gln

Lys

Glu
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Asp

225

Tyr

Tyr

Gly

Tyr

Val

3035

Ile

Lys

Tyz

Tyr

385

Phe

Ser

Meat

Ieu
210

Giu

Tyx

Azxyg

Lys

Thr

238

Bro

Asn

Tyx

Aryg

Axrg

370

Glu

Glu

Ser

Sar

Glu
450

Arg

Phe

Hisg

The

Cys

275

aAla

Thz

Tyr

Iie

Ile

355

Lys

The

Gly

Gin

Ile

43%

Leuw

Ile

Ila

Gly

Ser

260

The

Gln

GEln

val

Ala

340

Asp

Met

Leu

Ile

Lys

420

Phe

Ile

Leu

Asn

Pro

245

Gly

Phe

Glu

Thr

Lys

325

Lys

Lys

Lys

Asp

£1ln

405

Gln

Gly

Pro

Gln

Axyg

230

Gly

Glu

Tyr

Phe

Lys

310

ABn

Leu

Ser

Thr

Lys

390

[£3 %11

val

Lys

Glu

Thr

218

Tyr

Asn

Thr

Pro

Asn

295

Lys

&lu

Gly

Leuw

35

Leu

Ala

Asp

Gly

Leu
455

Gln

Len

Glu

Len

Asp

280

Leu

Lew

Lys

Ser

Lys

360

Giu

Ala

Leu

Glu

Trp
440

Tyr

Gln

Glu

Lys

Asp

265

Gia

Leu

Sex

Ala

Cys

345

Ala

Thr

Tyr

Glu

leu

425

Hia

Gliu

Glu

Ile

Ser

250

Asn

Phe

Asn

Iys

Mat

330

Asp

Glu

e

val

His

410

Val

Aan

Thr

Phe

Leu

235

Arg

Iie

Arg

Asp

Glu

315

Gly

Val

Iie

Asp

leun

395

Glu

Gin

Phe

Ser

Asn

220

Thr

Thr

Pha

Ala

Leu

300

Gln

Pro

Ala

Hisg

Ile

380

Thr

Phe

Phe

Ser

Glu
460

Pro

Gly

Asp

Gly

Ala

285

Asn

Lys

Alsa

Asp

Thr

3485

=lu

Leu

Ala

val
445

Glu

Gln Tle

Lys Axyg

Tyxr Gly
255

Ile Leu
270

Lys ala

Asn Leu

Asn Gln

Lys Leu
3a3s

Ila Lys
350

Phe Glu
Gln Mat
asn Thr
Asp Gly

418

Lys ala
430

Lys Leu

Gln Met

Thr

Lys

240

Ile

Ser

Thr

ile

320

Pha

Gly

Ala

Rap

Glu

400

Ser

Asn

Mat

Thr
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Ile Leu
465

Thr Lys

Val val

Ile Lys

Glue Thy
530

Ala hsn
545

Tgr Asn

Gln Leu

Leu Tyr

Asn Gln
€10

ARsp Ser
€25

Lys Gly

Trp Ser

Ser Asn

Phe Asp

630

Tyr Ala

Thr

Tyx

Ala

Glu

515

Asn

Lys

Gly

Ala

Thx

535

Phe

Liau

Gln

Fhe

Lys

€15

val

Sar

Ile

Lys

500

Tyr

Glu

Asp

Lys

Thr

580

Gly

Glu

Ala

Rrg
660

Lys

Arg

Len

Asp

485

Sar

Gly

Asp

Ein

Ala

565

Lys

Lys

val

Asn

Thr

645

Glu

Lys

Lys

val

Gly

470

Glu

val

Asp

Asp

Lys

550

Glu

Ile

Thr

Asp

Lys

630

Freg

Leu

Glu

Lys

val

Lys

Lys

Arg

Phe

Glu

535

Asp

Lau

Arg

Ile

His

615

val

Tyr

Lys

Tyx

Phe

635

Leu

Gln

Leu

Gln

Asp

528

Lys

BPro

Leu

Ser

500

Ile

1au

Gin

Leu
680

Ile

Asgn

Lys

Leu

Ala

505

Aen

Lys

Ala

Kis

585

Ile

Ileun

V.-_al

Ala

Phe

665

Leu

Giu

Ala

Thr

Th

450

Ila

Ile

Ala

Met

Ser

570

His

His

Pro

Tyr

ILeu

650

val

The

Arg

Leu

Thr

475

Glu

Lys

Val

Ile

Leu

555

Val

Gln

Asp

Leu

Ala

635

Asp

Arg

Glu

Asn

Gln

Ser

Glu

Ile

Ile

Gln

540

Lys

Phe

Glo

Leu

Sar

620

Thr

Ser

Glu

Glyg

Lan

700

Glu

Ser

Iile

val

Gla

525

Lys

Ala

His

Gly

Ile

605

Ile

Ala

Met

Ser

Asp

685

val

His

Ser

Tyr

Asn

510

Met

Ila

Ala

Gly

Glu

550

Asn

Asn

Asp

Lys

670

Ile

Asp

Phe

Asn

Agn

455

Ala

Ala

Gln

Asn

His

575

Asn

Phe

Gin

asp

655

Thr

Sex

Thr

Lys

480

Pro

Alz

Arg

Lys

Gln

560

Lys

Cys

Ser

Asp

Glu

640

Ala

Leu

Lys
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785

His

GIn

His

Leu

Letu

785

Glu

Sar

Lys

Ala

Ile

865

Tyr

Thr

Gln

TYE

GlLy
945

Lys

Leu

HEis

0

Law

Sar

Lys

Fhe

Lys

850

Lys

Lys

Phe

Ile

Lys

230

Pro

Ile

Arg

Ala

155

Lys

Asp

val

Giu

Asn

835

val

Asp

Lys

Glu

Asn

915

Gin

Gin

aAsp

Arg

140

val

Lys

Ile

Fhe

Phe
820

Arg

Gly

Ile

Asp

Lys

800

Glu

Gl

Ile

hr

725

His

Asp

Gln

Glu

Lys

805

[ 2311

Lys

Lys

Tyx

Lys

885

Val

Lye

His

Lys

T8

Lys

Trp

Ala

Lys

Thr

780

2la

asp

Ile

Asp

Thy

878

Serx

Ile

Gly

Gly

Ser
850

Val

Sly

Leu

Asn

5

Gly

Pro

Saz

Sar

Lys

BS55

Gin

Lys

Glu

Lys

Tyx

535

leu

Ser

Ile

Ile

760

The

Glu

Tyr

lle

Asp

840

Ala

Asp

Phe

Pro

Giu

229

Ile

Lys

Val

Glu

745

Ile

Leu

Leu

Gln

Lau

B25

Ala

Asp

Gly

Leau

Ile

205

wal

Arg

Tyr

val

730

Lys

Ala

val

lie

Hig

gLo

Phe

The

Glu

Tyyx

Met

899

Leu

Pro

Lys

Tyr

715

Arg

Thr

Ala

Sex

Sex

795

Phe

Sar

Ile

Thr

Asp

875

Tye

Glu

Cys

Tyr

Asp
855

Gly

hxg

Ser

Tyr

780

Asp

val

Tyr

Tyr

Tyr

860

Ala

Arg

aAsn

aAsn

Sar

940

Ser

Gln

Asp

Ser

765

Sex

Asp

Asgp

Gln

Ala

845

val

Phe

His

Tyr

Prao

925

Lys

Lys

Phe

Thr

750

Gln

Glu

Giu

Thr

Val

830

Thr

Leu

Meth

Asp

Pro

910

Phe

Lys

Thr

135

Tyx

Leu

Asp

Tyx

Leu

815%

Asp

Gly

Lys

Pro

835

Asn

Len

Gly

720

Ser

His

Asn

Gln

Lys

840

Lys

Ser

Gln

Lys

lie

880

Gln

iys

Lys

Azn

Asn
960
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His

Ser

Lys

Gly

Lys

Leu

Glu

Lys

Gly

Gly

Lys

Glu

iye

Ile Asp Ile Thr Pro Lys Asp Ser Asn Asn Lys Val val Leu Gin
965

val Ser Pro Trp Arg Ala Asp Val Tyr Phe Asn Lys Thr Thr Gly
280

9

285

Tyr Glu Ile Leuw Gly Lew Lys
1080

885

Thr Gly
101¢

Lys Lys
1025

Tyr Lys
104¢

Gin Gln
1055

His Tyr
1070

Gly Glu
1085

Gln Cys
1100

Val Arg
1118

Gly Asp
1130

Lys Ala
1145

<210> 52
<211> 340
<212> DNA

<213>

<220»
<221> source

<223

Thr

Glu

Agn

Len

val

Ala

Lys

The

Lys

Gly

sintético”

<40G¢> 52

Tyr

Gly

Asp

Fhe

Glun

Lauy

Lys

Asp

Pro

Gin

Lys

Val

Leu

Axg

Leau

Ile

Gly

val

Lys

Ala

Ile
1015

Asp
1030

Leu
1045

Phe
1660

Lys
10675

Lys
1030

Leu
1105

Leau
1120

Leu
1135

Lys
1150

Sepuéneia Artificial

Ser

Ser

Leu

Len

Pro

val

Gly

Gly

Asp

Lys

Gln

Asp

Val

Ser

Tye

Lau

Lys

Asn

Phe

Lys

Glu

Ser

Lys

Axrg

Asp

Gly

Sex

Gin

Lys

Lys

Lys

Glu

Asp

Thr

Lys

Asn

Asn

His

Azrg

275

390

1005

Tyr
1020

Phe
1435

Thy
10586

Met
1065

Gln
1080

Val
1095

Ile
1110

Ile
1123

Prg
1140

Asn

Lys

Glug

Pro

Lys

Ala

Sex

Ile

Ala

Tyr Ala Asp Leu Gln Phe Glu Lys

Rsp Ile

Phe Thr

Thr Lys

Lys Gln

Phe Glu

Agn Ser

Ile Tyr

Lys Asn

Ala Thr

/nota="Descrigcdo de Seguéneoia Artificial: Polinucledtido

227
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entre 40 pb e o comprimento completo do tracr. Em certas
formas de realizacdo, o comprimento de tracRNA inclui pelo
menos 0s nucledtidos 1-67 e em algumas formas de
realizacédo, pelo menos, os nucledtidos 1-85 do tracRNA do
tipo selvagem. Em algumas formas de realizacdo, podem ser
usados pelo menos oS8 nucledtidos correspondentes aos
nucledétidos 1-67 ou 1-85 de tracRNA de Cas9 de S. pyogenes
do tipo selvagem. Sempre que o Sistema CRISPR utiliza
outras enzimas que ndo a Cas9, ou outras gue ndo a SpCas?9,
em seguida, entdo podem estar presentes os nucledbdtidos
correspondentes no tracRNA relevante do tipo selvagem. Em
algumas formas de realizacdo, o comprimento de tracRNA
inclui n&o mais do que 1-67 ou 1-85 nucledétidos de tracRNA
do tipo selvagem. A modificacdo pode compreender otimizacédo
de sequéncias. Em certos aspetos, a otimizacdo de
sequéncias pode compreender a reducdo da incidéncia de
sequéncias poli-T na sequéncia tracr e/ou de emparelhamento
tracr. A otimizacdo de sequéncias pode ser combinada com a
reducdo da regido de hibridacdo entre a sequéncia de
emparelhamento tracr e a sequéncia tracr; por exemplo, uma

sequéncia tracr de comprimento reduzido.

Num aspeto, a divulgacdo prevé o sistema CRISPR-Cas ou o
sistema enzimadtico CRISPR em que a modificacdo compreende a
reducdo nas sequéncias de poli-T nas sequéncias tracr e/ou
de emparelhamento tracr. Em alguns aspetos da presente
divulgacdo, estdo presentes um ou mais T numa segquéncia
poli-T da sequéncia de tipo selvagem relevante (ou seja, um
fragmento de mais de 3, 4, 5, 6, ou mais bases T contiguas;
em algumas formas de realizacdo, um fragmento de ndo mais
do que 10, 9, 8, 7, 6 Dbases T contiguas) pode ser
substituido por um nucledtido que ndo o T, por exemplo, um

A, de modo gque a cadeia ¢é dividida em fragmentos menores de



gagggratat ttoocatgat
ataattggaa ttaatttgac
aagtaatazt ttctigggta
atgcttaccg taacttgaaa
ogasacacey ttacttaaat
acaccctgte attttatgge
<210> 53

<211> 360
<212> DHA

tectteatat
tgtasacaca
gtttgeagtt
gtatttegat
cttgcagaag

agggtgtttt

<213> Sequéncia Artificial

<220>
<221
<223

sourxce

sinté&tico™

<220>
<221> base modificada
<222> {288)..{(317)
<223 a, e, t, g,

<4{30> 53

fnota=”Descrig§o de Segudncia Artifieial:

ttgoatatac gatacaaggeo
aagatattag tacasaatac
ttaaaattat gttttaasaat
ttetbggett tatatatott
ctacaaagat aaggctteat

cgttatttaa

cutyre ou desconhecido

tgttagagag
gtgacgtaga
ggactatcat
gtggaaagga

geegaaatea

Polinucledtide

gagggectat ttccoatgat teocottcatat tigeatatac gatacsagge tgttagagag

ataattggaa ttaatttgac tgtaaacaca sagatattag tacaaaatac gtgacgtaga

aagtaataat ttcttgggta gtttgeagtt ttasaattat gttttaaaat ggactatoat

atgottacog taactégaaa gtatttcogat ttettggott tatatatott gtggaaagga

cgaaacacey ggottttagag ctatgotgtt ttgaatqgic ccasaacnnn annannnann

nannannonn aoannmngtt ttagageotat getgttttga atggtoccaa aacttititt

<210> 54

<211> 318

<212> DNA

<213> Sequéncia Artificial

<220

<221» source

<223>» /nota="Descrigdo de Sequéncia Artificial: Polinucledtido
sintético™

<220>

<221> pase modificada

<222> {250)..{269)

<223> a, ¢, £, g, ocutro ou desconhecido

<480> 54

gagggoctat ticocatgat tectteatat ttgeatatac gatacaagge tgttagagag

ataattggas ttaatttgac tgtaaacace aagatattag tacaasatac gigacgtaga

228

60
120
180
240
300

340

68
129
18¢
249
300

3640

60

120



aagtaataat ttettgggta gtttgceagtt ttaasattat gtrtttaasat ggsctatcat

atgottacey taacttgaaa gtatttegat trettggett tatatatett gtggaaagga

cgasscacen nannnnanns noannnnnng ttttagaget asgaaatagoa agttaaaata

aggetagtec ghitttet

<210> 55

<211> 325

<212> DNA

<213> Sequéncia Artificial

<220>
<221> source

<223» /nota="Descrigdo de Segudncia Artificial:

sgintético™

<220>
«221> base modificada
222> {250)..{269}

<223> a, ¢, £, g, cutro ou desconhecido

<40{0> 58

Polinucledtide

gagggoctat ttococatgat tocttcatat ttgeatatac gatacaagge tgttagagag

ataattggaa ttaatttgae tgtazacaca asgatattag tecaasatac gtgacgtaga

aagtaataat ttettgggta gtttgoagtt ttaaaattat gttttaaaat ggactateat

atgettaccg taacttgasa gtatttegat ttettggett tatatatctt gtggaaagga

ogaaacaccn nnannnnnnh noonnnnnng ttttagaget agaaatagcea agttasaasta

aggetagtcece gttatcattt ttttt

<210> 56

<211> 337

«212> DHA

<213> Sequéncia Artificial

220>
<221> source

<223> /nota="Descricdoc de Beguéneia Artificial:

sintético™

220>

<221> base modificada
<222> (250} ..{26%)

<223» a, ¢, £, g, ocutro ou desconhecido

<400> 56

Polinucledtide

gagggectat ttoccatgat tectteatat ttgoatatac gatacaagge tottagagag

ataattggaa ttaatttgac tgtaaacaca asgatattag tacaaaatac gtgacgtaga

aagtaataat ttottgggta gtitgoagtt ttaaaattat gttttaaast ggactatceat
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180
240
360

318

&0
120
188
24¢
300
325

3
120

180



atgettaceg taactitgaaa gtatttegat tiottggott tatatatett gtggasagga

cgaascaccn nnnannannn nnonnnnnng ttttagaget agaaatagoea agttasaata

aggctagtee gttatcaacet tgasaazaghtg ttbtttt

<210>
213>
<212>

57
352
DNA

<213> gequéncia Artificial

<220>
<221>

souree
<223> /nota="Descrigic de Sequéncia Artificial:

sintético™

<220>
<221>
<222>
<223

<4Q0> 57
gagggoctat

ataattggsaa
aagtaataat
atgottacog

cgaaacacon

aggecragtee

<210>
<211>
<212>
<213>

58
5101
DNA

<220>
<221>
<223>

baze modificada
{250) .. (269)

a, =, t, g, outro ou desconhecido

ttoccatgat toettoatat ttgeatatac

ttaattigac tgtaaacaca aagatattag

ttottgggta gtitgeagit ttaaaattat

taacttgaaa gtatttegat ttcttggett

nnnanannnn naannnnnng ttttagaget

gttatcaact tgaaaaagtg goaccgagte

soUurde
/nota="Descrigdo de Sequéncia Artificial: Polinucledtido

sintética®

<400> 58
cgttacataa

gacgtcaata
atgggtggag
aagtacgcoe
catgacctta
catggtegayg
copaattity

gIFIFIICHE

cttacggtaa
atgacgtatg
tatttacggt
cotattgacyg
tgggactttc
gtgagoeeca
tatttattta

gegooagycy

Seguéncia Artificial

atggooagea
tteoccatagt
aaactgceoa
tcaatgacgy
ctacttgges
cgttctgett
titttttaatt

gegcgggucyg

tggctgacey
aacgecaata
ettggeagta
taaatggoce
gtacatctae
cactetocec
attttgtaca

gggcgagegy

gatacaagge
tacaaaatac
gttttaaaat
tatatatett
agaaatagca

ggtgetttet

cocaangacs
gggacttice
catcaagtgt
geatggoatt
gtattagtoa
atctececeen
gegatgeggy

CHIIICTITY

Polinucledtido

tgttagagag
gtgacgtaga
ggactatcat
gtggaszagga
agttaaaata

tt

ceegoacatt
attgacgtca
ateatatgoo
atgeccagta
taogotattae
ceteeacace
CggIgIIIIY

cgaggcggay

230

240
300

337

60
1290
180
240
300

352

60
120
189
240
300
360
420

43¢0



aggtgaggeg
geggagygeyy
gocttogone
cegegttact
tgagaaagag
tggageacet
ggaceacgas
ggccccaaag
cagcategge
caaggtgeco
gaacctgate
gagaacogeo
ctteageaac
cctggtggaa
ggtggoctac
caccgacaag
gggocactta
catccagotyg
egtggacgee
gateogeccag
cotgggoecty
getgagoaag
gtacgeogac
cctgagagtg
cgacgageac
gaagtacaaa
cggagocage
cacegaggaa
cgacaacgga
gcaggaagat

ctteaogoate

geagecaatc
cggeectata
cgtgaqooge
agcacaggty
gtaaggghtt
gectgaaate
ggagactaca
aagaagegga
ctggacateg
agcaagaaat
ggagocetge
agaagaagat
gagatggoca
gaggat aaga
cacgagaagt
geegaaotge
ctgatcgagg
gtgcagacet
aaggeecatoe
ctgescgygeyg
agocccaact
gacacctacy
ctgtttotgy
aacacegaga
caccaggacce
gagattttct
caggaagagt
atgctegtga
ageatcocec
ttitacccat

ecctactaoy

agageygegs
aasagogasg
tacgocgeey
2gCgggcygy
aagggatggt
astbtttttte
aggatoatga
aggteggtat
gcacocaacte
teaaggtget
tgttegacag
acacoagacy
aggtggacgs
agoacgagey
accocaccat
ggctgatocta
gogacctgaa
acaaccagot
tgtetgecag
agaagaagaa
toaagageas
acgacgacet
cogeoaagas
tcaccaagga
tgaccctgat
togaccagay
tetacaagtt
agetgaacag
accagatcca
toectgaaggs

tgggecoctet

gcteegaaag
cgegeggcgg
cetegogeey
acggoectta
tggttggtgg
aggttggaca
tattgattac
ceacggagtc
tgtgggotgy
gagceaacace
cagcgaaaca
gaagzacegy
cagcttotte
geacooeate
ctaccacctyg
totggeocty
cooegacaac
gttogqaggasa
actgagcaag
tggocetgtte
cttegacety
ggacaaccty
cetgtocgace
coocctgage
gaaageteba
caagaacgge
cateaageed
agaggacctyg
ectgggagag
caacegggaa

ggeoaggyya

ttteetttta
gegggagteg
cecgeocegy
tootoecggge
ggtattaatyg
ggtgeccacea
aaagacgatg
ccageageaog
geogtgateoa
gaceggoaca
geegaggeca
atctgotate
cacagactgg
ttoggeaaca
agaaagaaac
geocacatga
agogaegtoyg
aaccocatea
agcagacgge
ggoaaccetga
geogaggaty
ctggoacaga
gocateectge
gectetatgsa
gtgceggeage
tacgeogyct
atcctggaaa
ctgoggaage
ctgecacgeca
aagategaga

aacageagat

tggegaggeyg
ctgegacgot
ctotgactga
tgtaattage
tttaattaco
tggactataa
acgataagat
acaagaagta
cogacgagta
geatcaagaa
seoggetgas
tgcazgagat
aagagteontt
tegtggacga
tggtggacag
toaagtiong
acaagotgtt
aogoeagogy
tggaasatot
ttgocctgag
ecaaactgea
taggogacea
tgagegacat
tcaagagata
agctgectga
acatigacgg
agatggacyy
agoggacett
ttetgegged
agatcctgac

togoctggat

231

540

600

660

720

780

840

200

860
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
14490
1500
1560
1620
1680
1740
1860
1860
1320
1880
2040
2100
2169
2220
2280

2340



gaccagaaag
egettecgoes
gaaggtgotg
caaagtgaaa
aaaggcocate
agaggactac
tcggttcaac
ctteotggac
gtttgaggac
casagtgatyg
getgateaac
cgacggctto
agaggacate
caatctggee
cgagotegty
agagaacesag
agagggcatc
getgoagaad
ccaggaacty
chttotgasg
caagagogac
gotgetgaas
aggeggocty
geagateaca
gaatgacaag
ttteeggaayg
oegacgoctac
aagcegagtte
cgagoaggaa
ttitcaagaca

aaacggogaa

agtgoctgage

agogaggaaa
cagagettea
cocaagoaca
tacgtgacoy
gtggacetge
ttcaagaaaa
goectoeooctgy
aatgaggasa
agagagatga
aageagckga
ggeatoogay
gocaacagaa
cagaaagoeen
ggcagceccg
aaagtgatgy
accaccoaga
sasgagetyy
gagaagetgt
gacatcaace
gacgactoca
aacgtgeoect
gecaagetga
agcgaactgg
aageacgtgy
ctgatcoggy
gatticcagt
ctgaacgeog
gtgtacgygeg
ateggeaagy
gagattacea
acegggqaga

atgeceocaay

ceatcaceer
togageggat
goctgotgta
agggaatgag
tgttcaagac
tegagtgett
goacatagaa
acgaggacat
tegaggaacy
agoeggoggag
agaageagtc
actteatgoa
aggtgtocygy
ccattaagaa
gaaggeacaa
agggacagaa
geagocagat
acctgtacta
ggactgtcega
tagacaacaa
cogaagaggt
ttacecagag
ataaggoegg
cacagatoot
aagtgaaagt
tttacaaagt
tegtgggaac
actacaaggt
ctacaegecaa
tggcoaacqy
tegtgtggga
tgaatatogt

ctggaacttc
gaccaactic
egagtactte
aaagoesgoes
caaccggaaa
egacteagty
cgatetgety
totggaagat
gctgaaaace
atagacogge
cggoaagaca
gatgateooaa
Coagggegat
gggeateatyg
gecocgagaac
gaacageega
cctgaaagaa
coctgeagaat
ctacgatgtyg
gotgotgace
cgtgaagaag
aaagttagac
ctteatcaay
ggactceegy
gatcaceety
gogegagato
cgaoctgate
gtacgacgty
gtacttetie
cgagatcogy
taagggcogg

gaaazagacs

gaggaagtyy
gatasgaace
acegtgtata
troctgagey
gtgacegtga
gaaatctocg
aaaattatca
atogtgotga
tatgooecaco
tggggeagga
atcotggatt
gacgacagec
agcoctgeacy
cagacagtga
ategtgateqg
gagagaatga
caccocghay
gggcgggata
gaccatateg
agaagogacs
atgaagaact
astctgacca
agacagetgy
atgaacacta
aagtccaage
ascaactaas
sSaaaagtacc
cggaagatga
tacageaaca
aagoeggoeeto

gattttgeca

gaggtgcaga

tggacaagyy
Lgocoaacga
acgagetgac
gogageagaa
agcagetgaa
gegtggaaga
aggacaagga
cectgacact
tgttogacyga
tgagacggaa
toctgaagte
tgacetttaa
agceavattga
aggtggtgga
aaatggaecag
agoggatoga
aaaacaccoa
tgtacgtgga
tgectoagag
agaaccgygy
actggeggea
aguecygagay
tggaaaceey
agtacgacga
togtgtecga
accaggecea
ctaagctgga
tegocaagay
toatgaactt
tgategagac
cegtgoggaa

caggeggott

232

2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
4880
24940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3429
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3%00
3960
4020
40480
4140
4200

4260



cagcaaagag tctatcetge ccaagaggaa cagegataag
actgggacect aagaagtacyg geggettoga cagococacs
ggtggecaaa gtggasaagg goaagtocaa gasactgaag
gatcaccate atggasagaa geageottcga gaagaatooe
gggotacaaa gaagtgaaaa aggacctgat catcaagetg
gctggaaaac ggccggaaga gaatgetgge ctetgoegge
actggeoctg coctecasat atgtgaactt cectgtacotg
gaagggetee ccegaggata atgagcagaa acagetgttt
cotggacgay atcatogage agatcagega gttctocaag
taatctggac asagtgotygt ccogoctacaa caagcaccgg
ggeegagaat atceatecace tgtttaccet gaccaatotg
gtacttigac accaccateg acoggaagag gtacacoage
cacccetgate caccagagea tcacoggect gtacgagaca
gggaggegac tttottttte ttagettgac cagotttott
a

<210> 59

<213> 137

<212> DNA

<213> Sequéncia Artificial

<228>

«221> source

<223> /nota="Descrigic de Sequéncia Artificial:

sintética®

<228>
<221> base modificada
<222> (1)..{20)

<223> 4,

¢, £, g, ocutre ou desconhecide

<400> 59

ctgategeea
gtggectatt
agtgtgaaag
atogacttto
cctaagtact
gaactgaaga
gccagécact
gtagaacage
agagtgatco
gataagccooa
ggagooeooty
accaaagagy
cggatcgacc

agtagoagea

gasagasgga
etgtgotggt
agctgotggy
tggaagesaa
ceetgttega
agggasacgs
atgagaagcet
acaagcacta
tggcogacge
tcagagagea
cogocttoaa
tgotggacge
tgtotoaget

ggacgottta

Polinucledstide

nnonannannn annnonnnnn gttttigtac totcaagatt tagaaataasas tettgoagaa

gotacazaga taaggetica tgoegaaate aacaccotgt cattttatgg cagggtgttt

togttattta atttttt

<210> 60

«211> 123

<212> DHA

<213> Seqguéncia Artificial

220>

<221> aource

233

4320
4380
4440
45C0
4560
4620
4680
4740
4809
4880
4320
4980
5049
5100

5101

&0
120

137



<223> /nota="Descrigic de Sequéncia Artificial: Polinucledtide
sintético™

<220>

«221>» base modificada

222> (1) ..{20)

<223> 3, o, t, g, outro ou desconhecido

<400> 60
nnnannnannn annonnonnnn gtitttgtace totcagaaat geagaageta caaagataag

getteatgee gaaatesaca coctgbtestt ttatggeagy gtgtiitogt tatttaatet

et

«210> 61

<2311> 11¢

<212> DNA

<213> geguéncia Artificial

<220>

<221> source

<223> /nota=“Descrigio de Sequéncia Artificial: Polinucledtide
sintético®

<220>
<221> base modificada
<222> {1)..(¢20}

<223>

a, o, £, g, outxro ou desconhecido

<400> &1
nmonnnanint annannooann gtttitgtae tetecagaaat geagsageta cazagataag

getteatgoe gazatcaaca cectgteatt ttatggeagyg gtgttttttt

<«210> 62

<211> 137

<212> DNA

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<221> source

<223> /nota="Descrigic de Sequéncia Artificial: Polinucledtido
sintética”

<220>
<221> base modificada
<222> (1} .. {20}

<223> a, o, t, g, ocutrec ou desconhecido

<400> 62
nnnoanonnn anneaannann gttattgtae totcaagatt tagasataaa tottgeagaa

gctacaaaga taaggettoa tgocgaaatc aacaccchght cattttatgy cagggtgtit

tegttattta atttite

234

60
120

123

60

110

60
12¢

137



<210> 83

<21i> 123

<212> DNA

213> Sequéncia Artificial

<220>
<221> source

223> fnota="Descrigioc de Sequéncia Artificial:

sintético®

«<220>
<221> pase modificada
<223> (1),.{20)

<223» a, o, t, g, ocutro ou desconhecido

<400> 63

Polinucledtideo

ananannnnn annnnnnnnn ghtattgtac totcagaaat goagaageta caaagatasg

gotteatgee gaaatcaaca coctgtcoatt ttatggoagg ghgttttogt tatttaattt

ttt

<210> €4

<211> 11¢

«212> DNA

«213» Sequéncia Artificial

=220>
<221> pource

<223> fnuta="Descrig§a de Seguéncia Arvtificial:

sintético”

<220>

«221> base modificada
<R22> {(1)..{20)
<223> a, &, t, g, outrs ocu desconhecido

<4030> &4

Polinucledtide

annnnnnnnn annnnnnnna gttattgtae totcagaaat geagaageta caaagataasg

gecttoatgee gaaateaaca ooctgteatt ttatggoagg ghgtitittt

<210» &5
<211> 137
<212> DNA

<213> goquéncia Arvtifiecial

220>
<221> source

«Z23> /nota="Descrigdo de Sequénocia Artificial:

sintético”

<220>

<221» base modificada

<222> (1}..{20)

<223> a, ¢, t, g, outro ou desconhecido

<400> 65

Polinuclesdtide

235

60
120

123

€0

110



nannnnanen onanaoonnn gttattgtas tetoaagatt tagaaatass totigoagas
getacaatga taaggotitca tgocgaaatc aacaccetgt cattttatgg cagggtgttit

tegttattta attttet

<210> 66

<21i> 123

<212> DpNA

<213> Seguéncia Artificial

<220>

<221> source

<223> /nota="Descrigdc de Sequéncia Artificial: Polinucledtide
sintético”

<220>
<221> base modificada
<222> (1} ..(20}

<223> a, e, t, g, outro ou desconhecido

<400> &6
nnnonnonnn anannonpnan gttattgtac teteagaaat gragaageta caatgataag

gotteatgee gaaateaaca coctgtcatt ttatggoagg ghtgtittogt tatttaattt

Lttt

<210> 67

«<211> 110

<213> DNA

<213> gequéncia Artificial

<Z20>

<221> source

<223> /nota="Descrigic de Sequéncia Artificial: Polinucledtido
sintétice”

<220>
<221> pase medificada
<222> (1)..{20)

<223> 3, o, t, g, outroc ou desconhecido

<400> &7
annannnnnn nnonnnnnnn gttattgtac tetcagaaat geagaageta caatgataag

gotteatgoo gaaatcaaca cccetgheatt ttatggeagg gtgtbttttit

<210> 68

«211> 107

<212> DNA

<213> Seguéncia Artificial

<220>

<221> source

<223> /nota="Descrigic de Sequéncia Artificial: Polinucledtide
sintética®

236

60
120

137

&0
120

123

&0

110



<220>

«221> base modificada

(1) .. (20}

<222>
<223> a, &,

<400> 68

tl‘ g,

cutre ou desconhecido

nnnnannnan nnoonnnononn gttttagage tgtgygaaaca cagegagtta aaataaggct

tagtcogtac tcaacttgaa saggtggeac cgattoggrty tttteet

<3i0> €8
«211> 4263
<212> DNA

<213> Beguéncia Artificial

<220>

<221> source

<223> /nota="Descrigds

sintético

<400~ 69
atgaaaagge

tacagcatcg
tacaaggtge
aaaaacctge
aagagaaceqg
atettoagoa
ttectggtge
gagaaggeot
agoacoaaga
cggggecact
ttocaggact
agcaageage
atootgaage
atcgtgggea
cacttcagea
gactacagaeyg
ttecotgacey
tacazegage
aaaacctaca

ggrasgacca

aggeggocac
goctggacat
coageaagas
tgggogtget
coagaoygeqg
cegagatgge
sogasgacaa
accacgacga
aggccgacct
toctgatoga
toctggacac
tggaagagat
tgttoaeogs
aceaggocga
aagagageta
acgtgttcect
tgaccgacaa
acazagagga
atgaggtgtt

accaggaaga

de Seguéncia Artificial:Pelinucledtido

gaaaaaggoc
cggeaceaat
aatgaaggty
goetghtogac
gtacacoogg
tacoetggac
gogggacage
gttecccace
gagactggtg
gggegagtic
ctaraacgeoo
cgtgaaggac
cgagsagaac
cttcagaaag
SHACTAGTAL
gaaggccaay
cgagacagag
totggotatg
caaggacgac

tttetatgty

ggocaggoaa
agogtggget
ctgggeaaca
ageggeatta
cggagaaaca
gacgoettet
aagtacoooa
atctaccace
tatctggoee
aacagcaaga
atcttogaga
aagatcagoa
agoggaatet
tgoticaace
ctyggaaacac
aagctgtacyg
geoccactga
ctgasagagt
accaagaasy

tacctgaaga

aaaagaaaaa
gggoecgtgac
cotocasgaa
cagocgaggy
gaatectgta
tocoagoggeot
tettoggeaa
tgagaaagta
tggoccacat
acaacgacat
goegacctgteo
agetggasaa
toagegagtt
tggacgagaa
tgctgggata
acgetatoet
geagegoeat
acatecocggaa
gotacgecgg

agetgetgge

gaccaagocoe
caccgacaac
gtacatcaag
cagaeggety
totgoaagag
ggacgacage
cotggtggaa
cetggoagac
gatocaagtac
coagaagaac
cctggmaaac
gaaggacoge
tatgaagotyg
ageoagoectg
tatoggegas
gotgagogge
gattaagogyg
cateagectyg
ctacategac

cgagttegay
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60

1Q7

&0
120
186
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
340
900
960

10290
1080
1140

1200
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T com cada fragmento com 4, ou menos do que 4 (por exemplo,
3 ou 2) T contiguos. Podem ser utilizadas para a
substituicdo outras bases que ndo A, por exemplo C ou G, ou
nucledétidos que ndo ocorrem naturalmente ou nucledtidos
modificados. Se a cadeia de T estd envolvida na formacdo de
uma forquilha (ou alca de haste, do inglés hairpin), entédo
¢ vantajoso que a base complementar para a base gue ndo é T
seja alterada para complementar o nucledétido gque ndo é T.
Por exemplo, se a base que ndo é T é um A, entdo o seu
complemento pode ser mudado para um T, por exemplo, para
preservar ou ajudar na preservacido da estrutura secundaria.
Por exemplo, 5'-TTTTT pode ser alterado para se tornar em
5'-TTTAT e o complementar 5'-AAAAA pode ser alterado para
5'-ATAAA.

Num aspeto, a divulgacdo prevé o sistema CRISPR-Cas ou o
sistema enzimético CRISPR em que a modificacdo compreende a
adicdo de uma sequéncia de finalizacdo poli-T. Num aspeto,
a divulgacdo prevé um sistema CRISPR-Cas ou um sistema
enzimdtico CRISPR em gque a modificacdo compreende a adicédo
de uma sequéncia de finalizacdo poli-T em sequéncias tracr
e/ou de emparelhamento tracr. Num aspeto, a divulgacédo
prevé o sistema CRISPR-Cas ou o sistema enzimdtico CRISPR
em que a modificacdo compreende a adicdo de uma sequéncia
de finalizacdo poli-T na sequéncia guia. A sequéncia de
finalizacédo poli-T pode compreender 5 bases contiguas T, ou

mais do que 5 bases.

Num aspeto, a presente divulgacdo prevé o sistema CRISPR-
Cas ou o sistema enzimdtico CRISPR em que a modificacéo
compreende a alteracdo de alcas e/ou forquilhas. Num aspeto
a divulgacdo prevé um sistema CRISPR-Cas ou um sistema

enzimdtico CRISPR em que a modificacdo compreende a



ggggccgact
ttegacaacy
aagcaggoca
acctteogea
tecatoogga
gagtoocageqg
gaaaagytgo
accasagtgae
aaaasggacsa
atcgagtace
cagttcaact
tttctggacg
tttgaggace
agagtgetga
ctgatoaany
gacguoatea
aagaagatee
gtgaasgtcoe
gtggacgage
getagagaga
ctyggaaaagt
ctgtecaaga
aatgycaagy
ategaccata
gtgtectocy
aagagaaaga
gacaaccitga
cagagacaga
sagtttaaca
ctgasgtoca
atcaatgact

ctgaagaagt

actttetgga
goageatoece
agtictacee
tecctiacta
agogeaatga
cegaggaott
tgatcaages
ggtttatoge
togtgeggat
tgeasgocat
ccagootgag
actccagoaa
gugagatgat
aaaagctgayg
geatoeggga
geaacoggaa
agaaggocoa
tgecoggeag
tegtgaaagt
accagtacac
ccctgaaaga
tegacaacaa
acatgtatac
ttatecaoes
ccageaaceg
ccttatggta
coaaggoega
tggtggaaac
acaagaaggs
ecotggtgta
ttoaccaage

acactaaget

aaaasatogac
ctaccagate
atteoetggec
ocgtaggeeec
gaagatcace
catcaaceqgy
cageetgetyg
agagtatatg
gtacttcaag
ctacggetac
cacataccac
cgaggocate
casgeageyy
cagacggoac
cgagaagtee
cttcatgcag
gatoategag
coccgoesate
gatgggegge
caatcagggc
gotgggeage
agecctgcag
aggegacgae
ggaccttectyg
cggcaagtoc
teagetgety
gagaggogac
coggoagatc
cgagaacaac
coagttocgy
coacgacgec

ggaacoegag

cgogaggatt
catctgeagy
aagaacsaag
ctggccagag
cootggaact
atgacoagoet
tacgagacat
cgggactace
gacaagogga
gatggoatcg
gasctgetga
ategaagaga
ctgagoaagt
tacacogget
ggcaacacaa
ctgatccacg
gacgaggaca
aAGRAGIGAA
agaaagoacy
aagagcaaca
aagattcotga
sacgaccygc
ctggatatcy
aaagacaaca
gatgatgtge
aaaageaage
ctgageccty
accaageacy
egygeogtge
aaggactteg
tacctgaaty

ttogtgtacy

teotgoggaa
azatgoggge
ageggatoga
gcaacagcega
tegaggacgt
togacctgta
toaatgtgta
agttoctgga
aagtgaceoga
agetgaaggy
acattatcaa
tecatcoacac
togagascat
ggggcaaget
tectggacta
acgacgeoct
agggecaacat
teotgoagag
agagoatoegt
gooageagag
aagagaatat
tgtacotgta
accgoctgag
goattgacaa
ccagectgga
tgattageea
aagataaggce
tggccagact
ggacegtgaa
agetgtataa
cegtggtgge

gcgactacce

geagaeggace
catoetggac
gaagatoctyg
ttitgoatgg
gatogacasa
cotgoeegag
taacgagotg
ctecaageag
taaggacatc
catogagaaqg
agacasagaa
cctgaccate
cttogacaayg
gagogecaag
cotgategae
gagettoaag
caaagaagtc
catcaagatc
ggtggaaaty
avtgaagags
ceotgocaagy
atacctgoag
cgactacgac
caaagtgcty
agtcgtgasa
gaggaagttc
aggettoate
getggatgag
gatcateacc
agtgegogag
ttecgocetyg

caagtacaac
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1260
i3z20
1380
14490
1500
1560
1620
1689
1740
1800
1869
1520
1880
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2%40
3000
3060

3120



toctteagayg
atctttaaga
gtgaacgaag
cgggtgotyga
ctggatoggy
aactecaang
tacgecggea
aagmaaaaga
taQcoggaagy
ategagetge
teaatectgt
agocagaaat
aaccacogga
ctggagttea
ticcagaget
ggoagogage
ttectgygag
gooacectga
ctgggegagy
taa

<210>
<211>

<212>
«213>

78
84
DNA

<220>
<221>
<223

ageggaagte
agteocatote
aganaggega
gttatectoa
goaagocoaa
agaatctegt
tetocaatagy
tcacaaacgt
ataagotgaa
ctaagtacte
ccagoaacaa
ttgtgaaact
aatacgtgga
acgagaacta
ggcagaacca
ggaagggact
tgasgateoee
tocaccagayg

gaaagegtoo

source
incta="Descricio de Sequénoia Artificial: Oligonucledtide

sintético”

<400> 78

cgeeaccgag
cctggocgat
gagegtgtgg
agtgaatgte
gugectgtto

gggggecaaa

ctteaccgtyg
gctggaattt
ctttotgety
cotgttegaa
caagegggye
gotgtaccac
aaaccacasy
tgtgggagec
cagcatcgae
gtttgagety
coggtacaga
cgtgaccgge

tgetgotact

Sequéneia Artificial

aaggtgtact
ggcagagtga
aacazagaas
ghgasgaagy
aacgooaace
gagtacctgyg
etagrgasgy
caggggatct
gaaaaagget
ctgagegacy
gagatecaca
goccaagogga
asagagtitg
asgaagasoyg
gagctgtgoa
acctocagayg
gactagcacee
ctghacgaaa

aagaaagehyg

toetactocaa
togageggoc
gegacctgge
tggaagaacsa
tgtogagoaa
accctaagaa
geacaatoga
ctatcotgga
acaaggacat
gotocagacy
agggaaacea
tetocaacac
aggsactgtt
geasactgot
gctcotteat
getotgoege
cctetagtct
cooggatoga

gtcoaagotas

cateatgaat
cctgatogaa
cacogtgegy
gaascacgge
geetaagooe
gtacggogga
gaagggeget
coggatcaac
tgagetgatt
gatgetyggee
gatcttectg
cateaatgag
ctactacatc
gaactoagen
cggeectace
cgactttgag
gctgaaggac
cokggotaag

gaaaaagaaa

guasccatte ataacageat agcaagttat aataaggeta gteogttate aacttgaaaa

agtggoacey agtoggtgot ttit

<210>
<211i>
<212>
<213>

73
36
DA

Sequéncia Artificial

239

3189
3249
3300
3360
3429
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3849
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4263

60

84



240

<220>

<221> source

<223> /nota="Descrigic de Sequéncia Artificial: Oligonucledtido
sintéticeo™

<40G> 71
gttatagage tatgotgtta tgaatggbce caasae 36

<210> 72

<21i> B4

<212> DNA

<213> Seguéncia Artificial

<220>

<221> source

<223 /nota="Descrigio de Sequéncia Artificial: Qligonucledtido
sintétics”

<400> 72
ggaaccattce aatacageat ageaagttaa tataaggeta gtocgttate aacttgaaas 60

agbtggeacog agtoggtgot tttt 84

<210> 73
<211> 38
<2312> DNA

<213> ZBeguéncia Artificial

<Z20>

«221> source

<223> fnota="Descrigio de Seguéncia Artificial: Oligonucledtide
sintetico™

<400> 73
gtattagage tatgetgtat tgaatggtoc caaaac 36

«210> 74

<211> 103

«212> DNA

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<221> source

<223> /nota="Descrigisc de Seguéncia Artificial: Polinucledtide
sintético"

<220>

«&21> base modificada
<222> (1} ..(20)

<223> a, ¢, &, g, ocutre ou desconhecido

<400> 74
nnnnannnon nonhnonnnn gttttagage tagasatage aagttaaaat aaggetagto 80
cgttatcaac ttgaasasgt ggeaccgagt cggtgotttt tit 103
<210> 75

«2311i>» 143



<212> DNA
<213> Seguéncia Artificial

<220>

<221> source

<223> /nota=“"Descrigic de Sequéncia Artificial: Peolinucledtide
sintético”

<220>
<221> hasze modificada

<222> (1)..{2®)

<223> 5, e, ¢, g, outro ou desconhecido

<&030> 75
nnnannnnnn ananoanannn géattagago tagaaatage aagttaatat aaggetaghte

cgttateaac ttgaaaaagh ggoacogagt oggtgettit ttt

<210> 76

<211> 123

<212> DNA

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<221> source

<223> /nota="Descrigdo de Seguéncia Artificial: Polinucledtide
sintético”

<220>
<221> base modificada
<222> {1})..{20)

<223> a, o, t, g, cutro ou desconhecido

<400> 786
noaannnann annannonnn getttagage tatgetgtit tggaaacaaa acagoatage

aagttaaaat aaggctagtc cgttatcasac ttgaaaasgt ggeacegagt cggtgoettet

Lttt

<210> 77
<211> 123
<212> DNA

«213> gequénecia Artificial

<220>

<221i> source

<223> /nota="Descrigidc de Sequéncia Artificial: Polinucledtido
sinteétice”

<220>
<221> base medificada
<222> {1)..{20)

<223> a2, ¢, £, g, outro ou desconhecido

<400> 77
nnnnnnnann annnnannnn gtattagage tatgoetgtat tggaaacaat acageatage

241

60
103

60
12¢

123

60



aagttaatat aaggctagte cgttatcaac ttgaaaaagt ggeacogagt cgybgetttt

tet

<210>
<ZL1>»
<212»
<213>

<400>

8
20
DNA
Homo sapiens

78

gtoacctoca atgactaggg

<2L0>
<211>
<212>»
«213»

<400>

78

984
ERY
Campylobacter

75

Met Ala Arg Ile Leu

b3

Ala

Thr

Laua

65

Glu

Ser

lau

Arg

Ile
145

Phe

Lys

Leu

Asn

Asp

Leu

Ser

Gly

130

Leu

val

Ser

Val

35

Ala

His

Tyr

Ile

Lys

115

Iyx

Lys

Gly

Glu
29

Glu

Leu

Gln

Ser

199

Gin

Asp

Glu

5

Asn

Agn

Ser

Lys

Ser

85

Bro

Asp

Asp

Iie

Tyr
165

jejuni

Ala

Asp

Pro

Alas

Hig

70

Fhe

Tyx

Fhe

Ile

Lys

150

Leu

Phe

Glu

Lys

Ary

55

Leg

Asp

Glu

Ala

Lys

135

Gln

Tyxr

Asp

Leu

Thr

Lys

Iie

Glu

Leu

Arg

129

Asn

Asn

Lys

Ile

Lys

25

Gly

Arg

Ala

Ser

Arg

105

Val

Ser

Glu

Glu

Gly

10

Asp

Glu

Leug

Asn

Len

Phe

Ile

Asp

Glu

Tyx
170

Ile

Cys

Sexr

Ala

Glu

%

Ala

Arg

Leu

Asp

Lys

155

Phe

Ser

Gly

Leu

Arg

&0

Phe

Lys

Ala

His

Lys

140

Lo

Gln

Ser

val

Ala

Arg

Lys

Ala

Leu

Ile

125

Glu

Ala

Lys

Ilea

Leuw

Lys

Leu

Tyr

Asn

1190

Ala

ys

Asn

Phe

Gly

15

Ile

Pro

Ala

Asn

Lys

95

Glu

iys

Gly

Tyr

Lys
175

Trp

Phe

Arg

Axg

Tyr

80

Gly

e

Arg

Ala

Gln

160

Glu

242

120

123

20



Asn

Glu

225

His

1lys

Asn

The

305

Phe

Gla

AsSn

Lys

Leu

385

Leu

Ala

Seyx

Cys

Lys

210

val

Leu

Asn

Asp

2%0

Tyr

Lys

Pha

Gla

Lys

379

Ser

Lys

Cys

Lys

Ile

185

Gla

Leu

val

sSer

Leu

275

Leun

Lys

Gly

Ile

Ile

355

Ala

Lys

Asn

Glu

180

Ala

Ary

Sex

Gly

Pro

260

Asn

Asn

Gln

Glu

Lys

340

Ala

Leu

vVal

Gln
420

Phe

Gln

Glu

val

Asn

2435

Leu

Asn

Ala

Thr

Lys

325

Ala

Lys

ala

Glu

Thr

405

Lau

Thr

Ser

Phe

Ala

230

Cys

Ala

leu

Leu

Lys

3¢

Gly

e

Asp

Lys

Phe

380

Fro

Asn

Asn
Phe
Gly
215
Phe
Ser
Phe
Lys
Leu
295
Lys
Thr
Gly
Ile
Tyzr
375
Lys

Leu

Tasas

val

Leu

200

Bhe

Tyr

Phe

Mat

Asn

280

ABn

Leu

Tyr

Glu

Thr

360

Asp

Asp

Met.

Lys

Arg

185

Lys

Ser

Lys

Phe

Phe

265

Thx

Glu

Leu

Phe

His

345

Lena

Leu

His

val
425

Agn

Agp

Phe

Arg

Thx

250

val

Glu

val

Gly

Ile

330

Asn

Ile

Asn

Leau

Glu

419

Ala

Lys

Giu

Ser

Ala

235

Rsp

Als

Gly

Leu

Lau

315

Glu

Lau

Lys

Gln

Asn

385

Gly

Ile

Lys

Leu

Lys

220

Leu

Glu

Leu

Ile

Lys

30¢

Sar

Phe

Ser

Asp

Asn

38¢

Ile

Lys

Asn

Glu

Lys

205

Lys

Lys

Lys

The

Leu

285

Asn

Asp

Lys

Gln

Glu

365

Gln

Ser

Lys

Glu

Ser

139

Leu

Phe

Agp

Arg

Arg

270

Tyr

Gly

Asp

Lys

Asp

250

Ile

Ile

Phe

Tyr

Asp
430

Tyr

Ile

Giu

Phe

Ala

255

Iie

Thr

Thr

Tyr

Tyr

335

Asp

Lys

Asp

Lys

Asp

415

Lys

Giu

Phe

Glu

Ser

240

Pro

Ile

Lys

Leu

Glu

320

Lys

Len

leu

Ser

Ala

440

Giu

Lys

243



Asp

Asn

Ala

465

Ala

Glu

Gl

Lew

Lys

545

Pyr

val

Ala

Lys

Lys

625

the

Lys

Pha

FPro

450

Leu

Arg

Gin

Lys

Phe

530

Ile

Pro

Phe

Phe

Asn

€19

Asp

Ty

leu

Gly

Lesu

435

val

leu

Glu

Asn

Lau

815

Lys

Ser

Tyz

Thz

Bly

595

Leu

Lys

Ile

Pro

Ser

Pro

Val

Lys

val

Glu

500

Gly

Glu

Asp

Ser

Lys

580

Asn

Pro

Gln

Ala

Leau

660

Lys

Ala

Len

Lys

Gly

485

Asn

leuw

Gln

Len

Arg

565

Gin

Asp

Thr

Gln

Arg

643

Ser

Val

Phe

Arg

Tyr

470

Lys

Tyr

Lys

Lys

Gln

350

Ser

Asn

Serx

Lys

Lys

630

Leu

Asp

His

Asn

Ala

455

Gly

Asn

Lys

Iie

Glu

535

Asp

Phe

Gln

Ala

Lys

615

Asn

val

Asp

val

Glu

440

Ile

Lys

His

Ala

Asn

820

Phe

Glu

Asp

Glu

Lys

600

Gln

Phe

Leu

Glu

Glu

Thr

iys

Val

Ser

Lys

508

Sex

Cys

Lys

Asp

Lys

585

Txp

Lys

Lys

Asn

Asn

665

Ala

Tyr

Glu

His

Gin

430

Lys

Lys

Ala

Met

Ser

570

Leu

Gin

hArg

Asp

Tyr

650

he

Lys

Tyx

Tyr

Lys

475

Arg

Asp

Asn

Tyr

Leu

555

Tyr

aAsn

Lys

Ile

Arg

635

Thyr

Lys

Ser

Lys

Arg

460

Ile

Ala

Ala

Ile

Sazx

540

Glu

Mat

Gln

Ile

Len

620

Asn

Lys

Leu

Gly

Asp

445

Lys

Rsn

Lys

Glu

Ieu

525

Gly

Ile

Asn

Thr

Glu

605

Asp

Leu

Asp

Asn

Met

Glu

Val

Ile

Ile

Laun

519

Lys

Glu

Azp

Lys

Pro

590

Yal

Lys

Asn

Tyr

Asp

670

Lau

Val

Leu

Glu

Glu

485

Glua

Leu

Lys

His

val

575

Phe

Leu

Asn

Asp

Leu

655

Thr

Thx

Thr

Asn

Leu

480

Lys

Cys

Ile

Ile

360

Leu

5lu

Ala

Tyrx

Thr

840

Asp

Gln

Ser

244



Ala

Leu

785

Ile

Ala

Lys

Gly

785

Sar

Ile

wal
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previsdo de um minimo de duas forquilhas na sequéncia guia.
Num aspeto a divulgacdo prevé o sistema CRISPR-Cas ou o
sistema enzimédtico CRISPR em que a modificacdo compreende a
previsdo de uma forquilha formada por complementaridade
entre a sequéncia tracr e a de emparelhamento tracr
(repeticdo direta). Num aspeto, a divulgacdo prevé um
sistema CRISPR-Cas ou um sistema enzimédtico CRISPR em que a
modificacdo compreende a previsdo de uma forquilha ou mais
forquilhas adicionais na, ou na, direcdo da extremidade 3
da sequéncia tracrRNA. Por exemplo, uma forgquilha pode ser
formada fornecendo sequéncias autocomplementares no
interior da sequéncia tracRNA unidas por uma alca de tal
modo que uma forquilha ¢é formada no auto enrolamento
(folding). Num aspeto, a divulgacdo prevé um gsistema
CRISPR-Cas ou um sistema enzimético CRISPR em que a
modificacdo compreende a previsdo de forquilhas adicionais
adicionadas ao extremo 3' da sequéncia guia. Num aspeto, a
divulgacdo prevé um sistema CRISPR-Cas ou um sistema
enzimdtico CRISPR em que a modificacdo compreende a
extensdo da extremidade 5' da sequéncia guia. Num aspeto, a
divulgacdo prevé um sistema CRISPR-Cas ou um Ssistema
enzimdtico CRISPR em que a modificacdo compreende a
previsdo de uma ou mais forquilhas na extremidade 5' da
sequéncia guia. Num aspeto, a divulgacdo prevé um sistema
CRISPR-Cas ou um sistema enzimético CRISPR em gque a
modificacdo compreende a anexacdo da sequéncia (5'-
AGGACGAAGTCCTAA) a extremidade 5' da sequéncia guia. Outras
sequéncias adequadas para a formacdo de forquilhas serédo
conhecidas dos peritos na técnica, e podem ser usadas em
certos aspetos da divulgacdo. Em alguns aspetos da
divulgacdo, s&do previstas pelo menos 2, 3, 4, 5, ou mais
forquilhas adicionais. Em alguns aspetos da divulgacdo, séo

previstas ndo mais do que 10, 9, 8, 7, 6 forquilhas
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adicionais. Num aspeto, a divulgacdo prevé um sistema de
CRISPR-Cas ou um sistema enzimadtico CRISPR em que a
modificacdo compreende duas forquilhas. Num aspeto, a
divulgacdo prevé um sistema CRISPR-Cas ou um sistema
enzimédtico CRISPR em que a modificacdo compreende trés
forquilhas. Num aspeto, a divulgacdo prevé um sistema de
CRISPR-Cas ou um sistema enzimético CRISPR em gque a

modificacdo compreende um méximo de cinco forquilhas.

Num aspeto, a divulgacdo prevé um sistema de CRISPR-Cas ou
um sistema enzimdtico CRISPR em que a modificacéo
compreende a previsdo de reticulacdo (cross 1linking), ou
previsdo de um ou mais nucledtidos modificados na sequéncia
de polinucledtidos. Nucledtidos modificados e/ou
reticulacdo podem ser fornecidos em qualquer ou todas as
sequéncias tracr, de emparelhamento tracr, e/ou guia, e/ou
na sequéncia codificante das enzimas, e/ou nas sequéncias
de vetores. As modificacdes podem incluir a inclusdo de
pelo menos um nucledtido que nédo ocorre naturalmente, ou um
nucledétido modificado, ou seus andlogos. Os nucledtidos
modificados podem ser modificados na regido da ribose, do
fosfato, e/ou da base. 0Os nucledtidos modificados podem
incluir anadlogos 2'"-O-metilo, anadlogos 2'-desoxi, ou
andlogos 2'-fluoro. A base dos 4&acidos nucleicos pode ser
modificada, por exemplo, usando uma base de fosforotioato.
A utilizacédo de &cidos nucleicos bloqueados (LNA) ou &cidos
nucleicos unidos por ponte (BNA) pode também ser possivel.
Outros exemplos de bases modificadas incluem, mas nédo estéo
limitados a, 2-aminopurina, 5-bromo-uridina, pseudouridina,

inosina, 7-metilguanosina.

Deve entender-se que qualquer uma ou todas as modificacdes

acima pode ser fornecida de forma separada ou em
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combinacdo, num dado sistema CRISPR-Cas ou num Sistema
enzimdtico CRISPR. Tal sistema pode incluir uma, duas,

trés, quatro, cinco, ou mais das referidas modificacdes.

Num aspeto, a divulgacdo prevé um sistema CRISPR-Cas ou um
sistema enzimdtico CRISPR, em que a enzima CRISPR & uma
enzima do sistema CRISPR de tipo II, por exemplo, uma
enzima Cas9. Num aspeto, a presente divulgacdo prevé um
sistema CRISPR-Cas ou um sistema enzimédtico CRISPR em que a
enzima CRISPR compreende menos que mil aminoacidos, ou
menos que quatro mil aminoacidos. Num aspeto, a divulgacéo
prevé um sistema CRISPR-Cas ou um sistema enzimético CRISPR
em gue a enzima Cas9 é StCas9 ou StlCas9, ou a enzima Cas9
¢ uma enzima Cas9 de um organismo selecionado a partir do
grupo que consiste no género Streptococcus, Campylobacter,
Nitratifractor, Staphylococcus, Parvibaculum, Roseburia,
Neisseria, Gluconacetobacter, Azospirillum, Sphaerochaeta,
Lactobacillus, Eubacterium ou Corynebacter. Num aspeto, a
divulgacdo prevé um sistema CRISPR-Cas ou um Ssistema
enzimdtico CRISPR em que a enzima CRISPR é uma nuclease que
dirige a clivagem de ambas as cadeias no local da sequéncia

alvo.

Num aspeto, a presente divulgacdo prevé um sistema CRISPR-
Cas ou um sistema enzimdtico CRISPR em gue o primeiro
elemento regulador ¢ um promotor da polimerase III. Num
aspeto, a divulgacdo prevé um sistema CRISPR-Cas ou um
sistema enzimdtico CRISPR em qgue o segundo elemento

regulador é um promotor da polimerase IT.

Num aspeto, a presente divulgacdo prevé um sistema CRISPR-
Cas ou um sistema enzimadtico CRISPR em que a sequéncia guia

compreende pelo menos quinze nucledtidos.
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«213> Sequéncia Brtificial

220>

<221l> source

<223> /nota="Descrigic de Seguéncia Artificial: Oligonucleétido
sintética®

<400> 1BO
tocagtotat taattgtigo cgg

<210> 181

<211> 64

<21Z> DNA

<213> Home sapians

<400> 181
caagaggett gagtaggaga ggagtgocge ©gaggcoggag ©guggcggyy cgtggagetg

ggot

«<210> 182

<211> 99

<212> RNA

<213> Seguéncia Artificial

<220>

<221> source

<223> fncta=“ﬂescrigéo de Seguéncia Artificial: Oligonucledtids
sintética®

<220>
<221> base modificada

<222> (1) ..{28)

<223> a3, o, u, g, outro ou desconhecide

<400> 182
NIMAGNARAN AMARAANMND Uathagage Lagaaanragco aaguuazuau aaggouaguc

CHUNANCAAC uugasdaagu ggoacogagn Cggugouuy
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<210> 183
<21i> 119
<212> RNA

«<213> Sequéncia Artificial

<220>

<22i> gource
<223> /nota="Descricdo de Sequéncia Artificial: Polinucledtide
sintético™

<Z20»

<Z21» base modificada

<222> {1)..
<223> a3 o,

<400> 183
ananannnns

aaguuaaaan
<210> 184

<21i> 119
<212> RNA

{20}

w, g, outro gu desconhecido

CONANTIANRA JUUMUAGAGE UVAUTCRGUUU UWGYAIACRASE ACAJCAVAGS

aaggouagud CUUUSuCAsc vugasasagl gUCaccgagu cggugeuin

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<221> source
«223> /nota="Descrigdc de SBeguéneia Artificial: Pelinucledtide
‘sintético®

<220>

<221> pase modificada

<222> (1) .. (20)

<223» a, o,

<400> 184
nunnananan

aaguuaauau

<210> 18%
<211> 12
<Z12> DA
<213> Homo

<400> 185
tagegggtaa

<210> 186
<21i> 32
<212> DNA
<213> Homo

<400> 186
taggtgacat

<21G> 187

u, g, outre ocu desconhecide

NOOIANNANDN UALUAGAGE uauglouguran uggaaacasu acagcauage

2aggCUAgUC COURAUCAAS UUGHAARAGU JUOacCCgagu Cggugeury
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«211> 12
<212> DNA
<213> Homo

<400> 187
actcooegta

<210> 188
<211> 12
<212> DN
<213> Homo

<400> 188
actgegtgtt

«210>» 18%
<211>» 12
<212> DNA
<213» Homo

<40G> 189
acgtegecty

<2310> 190
<231> 12
<212> DNA
<213> Homo

«<4008> 190
taggtogace

<«21G> 191
<21i> 12
<212> DNA
<213> RHamo

<400> 131
ggegttaatg

<210> 132
<211> 12
212> DNA
<213> Romd

<d400> 182
tgtogeatgt

<210> 133
<211» 12
<2l2> DMa
<213» Homo

<4Q0> 183
atggazacgo

<210> 134

sapiens

g3

sapiens

ag

gapiens

at

sapiens

ag

sapiens

at

sapiens

ta

sapiens
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<211> 12
«212> DNA
<213> Homeo

<400> 194
gaegaattee

<210> 195
<213 12

<212> DNA
<213> Homo

<400> 135
geatggtacy

<210> 196
«211> 12

<212> DNA
<213> Homo

<400> 196
cggtactett

<210> 197
<211i> 12
<212> DNA
<213> Homo

<4G0> 197
guetgtgeoy

<210> 198
<2131> 12

<212> DNA
<213> Homo

<400> 198
tacggtaagt

<210> 199
<211s 12

<212> DNA
«213> Homo

<480> 139
cacgaaatta

<210> 200
<211> 12

«<212> DNA
<213> Homo

<§40> 200
aaccaagata

210> 201
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<211> 12
<212> DWA
<213> Homo

<400> 201
gagtegatac

«<210> 202
<211> 12
<212> DRA
«213> Homo

<400> 202
gtoctcacgat

<21¢> 203
«211> 12
<212> DNA
<213> Homo

<400> 203
togtogegte

<210» 204
<211> 12
<212> DNA
<213> Homo

<400> 204
actoogtagt

<210> 205
<211> 12

<212> DNA
<213> Homo

<400> 205
caggacgtec

<210> 208
<2il»> 12
<212> DNA
<213> Houmo

<430> 2086
togbatecet

<210» 207
<211> 12
<212> DNA
«213> Homo

<480> 207
tttoaaggee

«210> 208
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<211» 12
<212> DNA
<213> Homo

<400> 208
cgeegghgys

«<210> 203
<211> 12
<213> DNA
«<213> Homo

<430> 208
gaaceegtac

<210> 210
<211> 17

<212> DNA
<213> Homo

<400> 210
gattcatcag

«210> 211
<2L3i> 12
<Z212> DNA
<213> Homo

<400> 211
acaccggtet

<210> 212
<21i> 12
<212> DNA
<213>» Homo

<400> 212
ategtgeocot

<210> 213
<211i> 12
<212> DNA
<213> Homo

<400> 213
gogtoaatgt

<210> 214
<21i> 12
<212> DNA
<213> Homo

<400> 214
ctocgtatet

<210> 215
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<23i1l> 12
<21d> DHA
<213> Homo

<4030> 215
cegattoott

<210> 218
<21%> 12
<212> DRA
<Z213> Homo

<4&00> 216
tgogoactoca

<210> 217
<21i> 12
«212> DNA
<213> Homo

400> 217
taacgtogga

<210> 218
211> 12
<Z212> DNA
<213> Homo

<400> 218
aaggtogeae

<210> 218
«21i» 12
<212> DNA
<213> Homo

<400> 219
gteggggact

210> 220
<21i> 12
<212> DNA
«213> Homo

<400> 220
ttecgagogat

<210> 221
<211> 32
<212> DNA
<213> Homo

<400> 221
tgagtoegtog

<210> 222

sapiens

cg

sapiens

gt

sapiens

g

sapiens

at

sapiens

at

sapiensg

tt

sapiens

ag

277

iz

12

12

12

12

12

12



26

Num aspeto, a presente divulgacdo prevé um sistema CRISPR-
Cas ou um sistema enzimdtico CRISPR em que a modificacédo
compreende a sequéncia otimizada tracr e/ou RNA de
sequéncia guia otimizada e/ou estrutura dobra da sequéncia
tracr e/ou sequéncia ou sequéncias de emparelhamento tracr
e/ou estruturas secunddrias para estabilizacdo da sequéncia
tracr e/ou uma sequéncia tracr com uma regido reduzida de
emparelhamento de bases e/ou elementos de RNA fundidos de
sequéncia tracr; e/ou, em sistema multiplex existem dois
RNAs compreendendo um marcador e compreendendo uma
pluralidade de guias ou um RNA qgue compreende uma

pluralidade de gquiméricos.

Em aspetos da presente divulgacdo a arquitetura de RNA
quimérico é ainda otimizada de acordo com os resultados de
estudos de mutagénese. No RNA quimérico com duas ou mais
forquilhas, as mutacdes na repeticdo direta proximal para
estabilizar a forgquilha podem resultar na ablacdo da
atividade do complexo CRISPR. Mutacdes na repeticdo direta
distal para reduzir ou estabilizar a forquilha podem né&o
ter efeito sobre a atividade do complexo CRISPR. A
randomizacdo de sequéncias na regido da protuberdncia entre
as repeticdes nas extremidades proximal e distal podem
reduzir significativamente a atividade do complexo CRISPR.
As mudancas individuais de pares de bases ou a randomizacédo
de sequéncias na regido adaptadora entre forquilhas podem
resultar na perda completa de atividade do complexo CRISPR.
A estabilizacdo da forgquilha das forquilhas distais que
seguem a primeira forquilha apds a sequéncia guia pode
resultar numa manutencdo ou melhoria da atividade do
complexo CRISPR. Por conseguinte, em formas de realizacéo
preferidas da divulgacdo, a arquitetura do RNA quimérico

pode ser adicionalmente otimizada através da geracdo de um



<21il>» 12
<212> DNA
<21 3> Homo

<300> 222
tttacgeaga

<210> 223
<21k>» 12
<212> DNA
<213> Howmo

<400> 223
aggaagtsate

<210> 224
<211> 12
<212> DNA
<213> Homo

<400> 224
actegatace

<2310> 225
«21ll> 12

<Z12> DRA
<213> Homo

<400> 225
cgcetacatag

<210> 226
<211> 12

<212> DRA
<213> Homo

<4090> 226
ttcataaccg

<210> 227
<211> 12

<212> DNA
<213> Homo

<400> 227
coaaacgatt

<210> 228
<213i> 12
<212> DNA
<213> Homo

400> 228
cgattcctio

<210> 229%
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<211 12
<212> DNA
213> Homo

<400> 229
cgteatgaat

<210> 230
<211l> 12
<212> DRA
<213> Homo

<400> 230
agtggegaty

<210> 231
“211> 12

<212> DKA
<213>» Homo

<4030> 231
coactacgge

<210> 232
<2Li> 12
<212> DNA
<213> Homo

<400> 232
gocaaaaage

<210»> 233
«<2L1l» 12
<212> DNA
<213> Homo

<400> 233
tgggacacag

<210> 234
<21l1l> 12
<212> DNA
<213> Homo

<4030> 234
ttgactgegg

<210> 235
<211> 12
<212> DNA
<213> Homo

<400> 235
actatgegta

<210> 238
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<Z1i» 12
<212> DNA
<213>» Homo

<480> 236
tcacacaaag

<210> 237
«<211> 12

<212> DNA
<213> Homo

<400> 237
gcaggacgtc

<210> 238
<211 12
<212> DNA
<213> Homo

<400> 238
acaccgaaaa

<210> 239
<211>» 12
<212> DNA
<213> Homo

<4080> 239
cggtgtatty

<218> 240
<211> 12

«<212> DNA
<213> Homo

<400> 240
cacgaggtat

«210> 241
<21l> 12
«<212> DNA
<213> Homo

<4080> 241
taaagegace

<21{> 242
<211» 12
«<212> DNA
<213> Homo

<408> 242
cttagtogge

<210> 243
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<211> 12
<212> DHA
<213> Homo

400> 243
egaaaacgty

«210> 244
<21l» 12
=<212> DNA
<213> Homo

<400>» 244
cgtgcactga

<210> 245
«<21i> 12
<212 DNA
<213> Homo

<440> 245
tttaccatog

<210> 246
<211> 12

«212> DMNA
<213> Homo

<400> 246
agtageeatyg

<210> 247
<211> 12
«212> DRA
<213> Romo

<430> 247
cacazacggt

<210> 248
<211> 12
€212> DWA
<213> Homd

<480> 248
gogthtateag

<210> 249
<211> 12
<212> DNA
<213> Homo

<400> 249
togatggtaa

<210> 250
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<211> 12
<212> DNA
«<213> Homo

<400> 250
cgactttttyg

<210> 251
<211i> 12
<Z12> DNA
<213> Homo

<400> 251
togacgacte

<Z210> 252
<21l1> 12
<R12> DNA
<213> Homo

<400> 252
acgagtcaga

<210> 253
<211> 12
<212> DNA
<213> Homo

<400> 253
cgtacggcac

<210> 254
«2L1> 12
<212> DNA
<213> Homo

<4C0> 254
ctatgeooghtyg

<210> 255
<211> 12
<212> DNA
<213> Homo

<400~ 255
cgogtoagat

<210>» 2586
<2il> 12
«212> DNA
<213> Homo

<400> 256
aagateggta

<210> 2587
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<211>» 12
<212> DNMA
213> Romo

<4030> 257
cttaegeaagy

<210> 258§
<211> 12
«212> DNA
<213> Bomo

<400> 258
gtegtggact

=210> 258
<21l> 12

<212> DNA
«*213> ERomo

<400> 259
ggtegtcate

<210> 2860
<211> 12
<212> DNA
<213> Homo

400> 260
gttaacagayg

<210> 2861
<211> 12
<212> DNA
<213> Homo

<400> 2861
tagctaaooy

«210> 262
<211> 12

<Z212> DNA
<213> Homo

<400> 262
agtasaggeg

<210> 263
211> 12

<212> DNA
<213> Homo

<400> 263
ggtaatttoy

<210> 284
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<211> 147
<212> RNA
<213> Sequéncia Artificial

<220>

<221> source

<223> /nota="Descrigdo de Segquénecia Artificial: Polinucledtido
gintéticeo"

<220>
<221> base modificada
<222> (1)..(20}

<223 a, ¢, u, g, outro ou desconhecido

<4Q0> 264

NAROAGNANA ANARARARNR GUUBLAGURAC UCIHFUAAULL UAgEUALGAY guagacgaas &0
AuBEUACULA BACCUARAAR uACAGAAUSU ACUAAAICRR GULRARAUGE CQLUGUUIVAUC 120
wggucaacut guuggogaga unuuauun i47

Lisboa, 2 de Dezembro de 2015



REIVINDICACOES

1. Um sistema de vetor —relacionado com Repeticdes
Palindrémicas Curtas Agrupadas e Regularmente Espacadas
(CRISPR) - sistema associado CRISPR (Cas) (CRISPR-Cas) de
origem ndo natural e obtido por engenharia, compreendendo

um ou mais vetores, que compreendem:

a) um primeiro elemento regulador ligado
operacionalmente a uma sequéncias de nucledétidos que
codifica uma sequéncia de polinucledétidos do sistema
CRISPR-Cas que compreendem uma sequéncia guia, um
RNA tracr, e uma sequéncia de emparelhamento tracr,
em que a Ssequéncia guia hibridiza com uma ou mais
sequéncias alvo nos loci de polinucledtido numa

célula eucaridtica,

b) um segundo elemento regulador, ligado operativamente
a uma sequéncia de nucledtidos que codifica uma
proteina Cas9 de Tipo II,

c) um molde recombinante

em que os componentes (a), (b) e (c) estdo localizados em
vetores do sistema iguais ou diferentes, em que o sistema
compreende um ou mais sinais de localizacdo nuclear (NLS)
expressos com a sequéncia de nucledtidos que codifica a
proteina Cas9,

em que a sequéncia guia tem como alvo um ou mais loci de
polinucledtidos numa célula eucaridtica e a proteina Cas9
cliva este um ou mais loci de polinucledtido, em que a
sequéncia dos loci de um ou mais polinucledétidos é

modificada.



2. Um sistema de vetor CRISPR-Cas de tipo II manipulado por
engenharia, de ocorréncia né&do natural, de acordo com a
reivindicacédo 1,

em que a proteina Cas9 estd mutada no que diz respeito a um
tipo de proteina selvagem Cas9 correspondente de tal modo
que a proteina mutada € uma nickase gue ndo tem a
capacidade de clivar uma cadeia de polinucledétido alvo,

em que as sequéncias guia sdo dirigidas a um ou mais loci
de polinucledtidos numa célula eucaridtica e a proteina
Cas9 cliva apenas uma cadeia do loci de polinucledbétidos, em
que a sequéncia de um ou mais loci de polinucledtidos é

modificada.

3. O sistema de acordo com a reivindicacdo 2, em que a
proteina Cas9 compreende uma ou mais mutacdes nos dominios

cataliticos de RuvC I, RuvC II ou RuvC III.

4. O sistema de acordo com a reivindicacdo 2, em que a
proteina Cas9 compreende uma mutacdo selecionada a partir
do grupo gue consiste em DI10A, H840A, N854A e N863A com
referéncia a numeracdo das posicdes de uma proteina Cas9 de

Streptococcus pyogenes (SpCas?9).

5. 0 sistema de acordo com qualgquer uma das reivindicacdes
1-4, em que o molde recombinante (c) esté contido num vetor

separado dos componentes (a) e (b).

6. O sistema de acordo com qualgquer uma das reivindicacdes
1-4, em gque o molde recombinante (c) é um componente de um

vetor que compreende o componente (a) e/ou (b).



7. O sistema de acordo com qualquer uma das reivindicacbes
1 a 6, em gque os componentes (a) e (b) sdo componentes do

mesmo vetor.

8. O sistema de acordo com qualquer uma das reivindicacbes
anteriores em que o molde recombinante & complementar a uma

porcdo de um polinucledtido compreendendo a sequéncia alvo.

9. O sistema de acordo com qualquer uma das reivindicacdes
anteriores, em que o sistema CRISPR-Cas compreende dois ou
mais sinais de localizacdo nuclear expressos com a

sequéncia de nucledtidos que codifica a proteina Cas9.

10. O sistema de acordo com a reivindicacdo 9, em que pelo
menos um NLS encontra-se no terminal amino ou perto deste
na proteina Cas9 e/ou pelo menos um NLS encontra-se no

terminal carboxilico da proteina Cas9 ou perto deste.

11. O sistema de acordo com a reivindicacdo 10, em que pelo
menos um NLS estd localizado no terminal amino na proteina
Cas9 ou perto deste e pelo menos um NLS encontra-se no

terminal carboxilico da proteina Cas9 ou perto deste.

12. 0O sistema de acordo com gqualquer reivindicacédo

precedente, em que oS vetores sdo vetores virais.

13. O sistema de acordo com a reivindicacdo 12, em que oS
vetores virais sdo vetores retrovirais, lentivirais,

adenovirais, adeno-associados, ou herpes simplex.

14. O sistema de acordo com qualgquer uma das reivindicacdes

anteriores, em gque as sequéncias de polinucledtidos do



277

RNA quimérico menor que pode ser benéfico para as opcgdes de
administracdo terapéutica e outros usos e isto pode ser
alcancado através da alteracdo da repeticdo direta distal,
de modo a reduzir ou estabilizar a forquilha. Em outras
formas de realizacdo preferidas da presente divulgacdo, a
arquitetura de RNA guimérico pode ser adicionalmente
otimizada através da estabilizacdo de uma ou mais das
forquilhas distais. A estabilizacdo das forguilhas pode
incluir modificac®es nas sequéncias adequadas para formar
forquilhas. Em alguns aspetos da divulgacdo, sdo fornecidas
pelo menos, 2, 3, 4, 5, ou mais forquilhas adicionais. Em
alguns aspetos da divulgacdo, sdo fornecidas ndo mais do
que 10, 9, 8, 7, 6 forquilhas adicionais. Em alguns aspetos
da divulgacdo a estabilizacdo pode ser devida a reticulacéo
e outras modificacdes. As modificacgdes podem incluir a
inclusdo de pelo menos um nucledtido gue ndo ocorre
naturalmente, ou um nucledétido modificado, ou seus
andlogos. 0Os nucledétidos modificados podem ser modificado
na regido da ribose, fosfato, e/ou base. 0s nucledétidos
modificados podem incluir anédlogos 2'-O-metilo, andlogos
2'-desoxi, ou anédlogos 2'-fluoro. A Dbase dos &cidos
nucleicos pode ser modificada, por exemplo, usando uma base
de fosforotioato. A utilizacéo de adcidos nucleicos
bloqueados (LNA) ou &cidos nucleicos unidos por ponte (BNA)
pode também ser possivel. Outros exemplos de Dbases
modificadas incluem, mas ndo estdo limitados a, 2-
aminopurina, S-bromo-uridina, pseudouridina, inosina, 7-

metilguanosina.

Num aspeto a presente divulgacdo prevé um sistema CRISPR-
Cas ou um sistema enzimatico CRISPR em que a enzima CRISPR
tem coddes otimizados para a expressdo numa célula

eucaridtica.



sistema CRISPR-Cas compreendem uma sSequéncia guia fundida

com uma sequéncia de transativacdo cr (tracr).

15. 0O sistema de acordo com qualguer reivindicacédo
precedente, em que a sequéncia de polinucledétidos do
sistema CRISPR-Cas ¢ um RNA guimérico compreendendo a
sequéncia guia, a sequéncia tracr, e uma sequéncia de

emparelhamento tracr.

16. O sistema de acordo com qualguer reivindicacéo
precedente, em que a célula eucaridtica é uma célula de

mamifero ou uma célula humana.

17. O sistema de acordo com qualguer reivindicacéo
precedente, em que a proteina Cas9 tem coddes otimizados

para a expressdo numa célula eucaridtica.

18. O sistema de acordo com gqualquer reivindicacédo
precedente, em que a sequéncia guia inclui uma sequéncia

tracr compreendendo 50 ou mais nucledtidos de comprimento.

19. A utilizacdo do sistema de acordo com gqualguer uma das
reivindicacdes 1 a 18 para engenharia de genoma, desde que
a utilizacdo ndo compreenda um processo para a modificacédo
da identidade genética da linha germinal de seres humanos,
e desde que a referida utilizacdo nédo seja um método para o
tratamento do corpo humano ou animal por cirurgia ou

terapia.

20. Utilizacdo do sistema de acordo com qualgquer uma das
reivindicacdes 1 a 18 na producdo de um animal transgénico

ndo humano ou planta transgénica.



21. O sistema de acordo com qualgquer uma das reivindicacdes

1 a 18 para uso em terapia genética ou edicdo de genoma.

Lisboa, 2 de Dezembro de 2015
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Deste modo, em alguns aspetos da presente divulgacdo, o
comprimento necessario do tracRNA numa construcgdo da
presente divulgacdo, por exemplo, uma construcdo quimérica,
ndo tem necessariamente de ser fixo, e em alguns aspetos da
divulgacdo, pode ser entre 40 e 120 pb, e em alguns aspetos
da divulgacdo até ao comprimento total do tracr, por
exemplo, em alguns aspetos da divulgacdo, até a extremidade
3'" do tracr como pontuado pelo sinal de terminacdo da
transcri¢cdo no genoma bacteriano. Em certas formas de
realizacdo, o comprimento do tracRNA inclui pelo menos oS
nucledétidos 1-67 e em algumas formas de realizacdo, pelo
menos, o0s nucledtidos 1-85 do tracRNA do tipo selvagem. Em
algumas formas de realizacdo, podem ser usados pelo menos
0os nucledtidos correspondentes aos nucledtidos 1-67 ou 1-85
do tracRNA Cas9 de S. pyogenes do tipo selvagem. Quando o
sistema CRISPR utiliza outras enzimas que ndo a Cas9, ou
outras que ndo a SpCas9, entdo podem estar presentes os
nucledétidos correspondentes no tracRNA do tipo selvagem
relevante. Em algumas formas de realizacdo, o comprimento
do tracRNA inclui ndo mais do que 1-67 ou 1-85 nucledbtidos
do tracRNA do tipo selvagem com respeito a otimizacdo de
sequéncia (por exemplo, reducdo de sequéncias poli-T), por
exemplo, quanto a cadeias de T internos para o
emparelhamento tracr (repeticdo direta) ou tracrRNA, em
alguns aspetos da divulgacdo, um ou mais T presentes numa
sequéncia poli-T da sequéncia de tipo selvagem relevante
(ou seja, um fragmento de mais de 3, 4, 5, 6, ou mais bases
T contiguas; em algumas formas de realizacdo, um fragmento
de nédo mais do que 10, 9, 8, 7, 6 bases T contiguas) podem
ser substituidos com um nucledtido que nd&o o T, por
exemplo, um A, de modo dque a cadeia ¢é dividida em
fragmentos menores de T com cada fragmento com 4, ou menos

do que 4 (por exemplo, 3 ou 2) T contiguos. Se a cadeia de



9/44

RM2A gquimérioo controlo

684pb »

367pb »
317pb »

inde! (3%}

FIG. 4D



R

SpCasin NLS

guinérise

sﬁa_& s\g

10/44

quimézico

REA

2

BN e
D

FIG. 5A-B



11/44

C

locus EMX1
humano

molde HR

D hSpCas + - -

hSpCasdn - + -
molde HR + + +

2281pb ™

A

HR (%) 070 046

b'#g :a;.

RERRI

AATGAC

TTGLTAGCGGTGEG
Hindilt  Nhel

FIG. 5C-E



12/44

e o o5
T ik iy G S iy

>

%

5

49 "Old

2l epa

o adneT

wadL e
Mn@%m
Q&Nmm

o A8LLE
% gdyag

ECRBEITE
DAY

srEgeIEUERS
nYy

LTIV LLS LIV YOOI * LIS RO ST I VO L,

i, s A A O O

EET ey
LORBG W EUBER



13/44

E=

06 'Ol

umm«uwu«U«tuhuumwww&utuum«um&uQUUuuuuwﬁmwmwukhuuuuﬁmmmh«@&%hﬂ@hhumuucuumuuhqtuuw.. “,§ opdaTsp
Nﬁ%dﬂw*andWﬂwd @ Y mvﬂ i} TR R AL ARV RAY UV L opE3IASIT
’ nﬁmﬁ.ﬂ )
CELITIP ]
ep opduni {7} zopziedsa-ogozd ) v Hvd.
-;,wwmwuuhuuhwmeFhuwuxﬁu»w»wuuuuhuuuhuuubw.,wuﬁuudxwu@uukmamhuuw«uu¢u<<m¢¢u¢<ww@ub.... -

PIPRLVRE I R LR LR Lt DI R  ERE T T T T H e o
.uﬁuﬁéwﬁéﬁﬁgﬁﬁf NDHOBVIRIYIRIVY T IXLIILLIIISOVILIVIOILIOL NIV -, 5 THE T

%) aopebedas-vpinad

¥NEIo = Lexxe
op oyusssg

23U ._mmwx&m.__



14/44

tracyRNA curto
us {8apk}

- -
- - -
- .
- ~ -
o= -
-
O

1 alvx da sounda de vxe"t‘herﬁ blo* .

"
‘-ﬁ"'
-

GG#iGnAﬁCACEGG&ACCATTC&AK&CRGCETASﬁAﬁGTTBAﬁATAAGG
CTAGTCCGTT&Tﬂ&ﬂCTTG&AAﬁAGIGGCACﬁEkGTQGGTGCYTTTTTT

terminador U
tracrRMA longo
{171pb}

Ua-

;-

-
] -
-
- - T o
e e

GGACGAARL ACTGRTABTAT TAAGTATTOTTTTATCGL TEATAARTTTE
r‘rmmrrrc*rcc?ﬂ;mmwmrmmammmrmamaa*rcrfmr

RCTTGAA&&AG?GGC&ﬁCﬁAGTﬁGGTGCTTTTTTT.;»

terwlbador US

SpCas8 + + ¥ +
tracrRNA longo - + - -~
tracrRNA curto - - + +

_ SpRNase I} * + + +
DR-EMX{{1}-DR * + + +

£B4ch

367pb P
317pb W

14 L3

indel {3%)

FIG. 6A-B



tracrRNA longo
£racrRNA curteo
DR-EMX1(1}:0R

15/44

~SpRNass It

+ o+

+ 4 5 &
+ ot ok

+ SpRNase i
- o+ o+
- 4+
+ o+

L I

1t [T
7ont |

150t

120nt
110t

o g

50t

ooy %

‘sont
70nt
sont

somt

30t

FIG. 6C

us



16/44

A Sstreptococcus thermophilus LMD-9 CRISPR1

repeticdas diretas

S!Casg St-tracrRNA G&s! Css.? Csn2 espagadores

B EFla ﬁSIECHSQ UB

o SttracrINA

.....
. gy
- -
- -
- -

¢rRNA 5« NNNNNANNNNNNNENNKNNGUUaUUGUACUCU- CAAGALUUAUULLY -3°

B i rsnn i
ABAAACAUCGAAGACGUUCUAAAULEAUUG -5

St-tracriANA “Mcacu uwucfﬁb%ucﬂmzccusuuuu

. VL SR PETL g e
F< AAUHUAUUGLUUY- - - UGUGEGACGEUAY

c locus ‘ ﬂs
Mi 5! . : : N ‘ N L . - 3'
humans R R T

- -
S -
- "“'-h.,-_“‘
- -,
- -
- - halalt

8 - TTTTCTAGTGC Y GAGTTTE TG TGACTCCTC YACAT T TACTTCTC T G TG TT TOTGTATAC TALC TECTCE . L -3

iHHHHHHHHHIHIHHHINHH”HHHHHi“““”””““““i
3" 'Yﬁ'ﬁ,‘!‘a&‘ﬁ?“b"hrt‘f}ﬂnvq»?‘acm' R CRAGAGATAT AAAGACATAT CATDRAGCASD . . -5 ¢

Pl Y

P&l} proto-aspagador ilG) PAM prote-espas;ador {13}

FIG. 7TA-C



17/44

StCasg — +
StdracrRNA —  +
crRNA guia 16 ~
ofFNA guial§ =~ =~

FIG. 7D

b+ 4 4+



18/44

OYE Ol

AU %
siititiie

i .m% k5 7

B 5 fadugs  arantvise
2 3 3 BaTE s R T S S R T e e

PTG,

$95 GORR A a

u&gwwwwvx»&w
3?2223332« :.:wzw: Smw

AR




29

T estd envolvida na formacdo de uma forquilha (ou alca de
haste), entdo é vantajoso que a base complementar para a
base que ndo ¢é T seja alterada para complementar o
nucledétido que ndo é T. Por exemplo, se a base que ndo é T
¢ um A, entdo o seu complemento pode ser mudado para um T,
por exemplo, para preservar ou ajudar na preservacdo da
estrutura secundaria. Por exemplo, b5'-TTTTT pode ser
alterado para se tornar em 5'-TTTAT e o complementar 5'-
AAAAA pode ser alterado para b5'-ATAAA. Em relacdo a
presenca de sequéncias de terminacdo poli-T nos transcritos
tracr + de emparelhamento tracr, por exemplo, um terminador
poli-T (TTTTT ou mais), em alguns aspetos da divulgacdo é
vantajoso que tais sejam adicionadas ao extremo do
transcrito, quer seja na forma de dois RNA (tracr e de
emparelhamento tracr) ou de RNA Unica guia. No que diz
respeito a alcas e forquilhas nos transcritos tracr e de
emparelhamento tracr, em alguns aspetos da divulgacdo é
vantajoso que um minimo de duas forquilhas estejam
presentes no RNA guia gquimérico. Uma primeira forquilha
pode ser a forguilha formada pelo complemento entre a
sequéncia tracr e de emparelhamento tracr (repeticédo
direta). Uma segunda forquilha pode ser na extremidade 3'
da sequéncia tracrRNA, e isto pode fornecer uma estrutura
secundadria para a interacdo com a Cas9. Podem ser
adicionadas forquilhas adicionais a extremidade 3' do RNA
guia, por exemplo, em alguns aspetos da divulgacdo para
aumentar a estabilidade do RNA guia. Além disso, a
extremidade 5 do RNA guia, em alguns aspetos da
divulgacdo, pode ser prolongada. Em alguns aspetos da
divulgacédo, pode-se considerar 20 pb na extremidade 5' como
uma sequéncia guia. A zona 5' pode ser prorrogada. Uma ou
mais forquilhas pode ser fornecida na zona 5', por exemplo,

em alguns aspetos da divulgacédo, isto pode também melhorar
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FIG. 13B

CRISPR-associated protein - Proteina associada a CRISPR
Csnl family - Proteina associada a CRISPR,

CRISPR-associated protein,

Familia Csnl
CRISPR-protein - Proteina CRISPR
CRISPR-associated CasE family protein - Familia de proteinas CasE associada

- Proteina associada

a CRISPR
CRISPR-associated protein Cas9/Csnl, subtype II/Nmemi

a CRISPR Cas9/Csnl, subtipo II/Nmemi
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FIG. 13C

Putative cytoplasmic protein — Proteina citoplasmatica putativa

cytoplasmic protein - Proteina citoplasméatica
Csnl Proteina Associada a CRISPR

CRISPR-Associated Protein Csnl
CRISPR-system-like protein - Proteina tipo sistema CRISPR

CRISPR associated protein - Proteina associada CRISPR
Possible CRISPR associated protein - Possivel Proteina associada CRISPR
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CRISPR-system related protein - Proteina relacionada com o sistema CRISPR
CRISPR-system family protein - Familia de proteinas do sistema CRISPR
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a estabilidade do RNA guia. Em alguns aspetos da
divulgacdo, pode ser fornecida uma forquilha especifica
adicionando a sequéncia (5'-AGGACGAAGTCCTAA) a extremidade
5' da sequéncia guia, e, em alguns aspetos da divulgacéo,
isto pode ajudar a melhorar a estabilidade. Outras
sequéncias adequadas para a formacdo de forquilhas serédo
conhecidas dos peritos na técnica, e podem ser usadas em
certos aspetos da divulgacdo. Em alguns aspetos da
divulgacédo, s&do previstas pelo menos 2, 3, 4, 5, ou mais
forquilhas adicionais. Em alguns aspetos da divulgacdo, séo
previstas ndo mais do que 10, 9, 8, 7, 6 forquilhas
adicionais. O referido anteriormente também fornece os
aspetos da presente divulgacdo gque envolvem a estrutura
secunddria em sequéncias guia. Em alguns aspetos da
divulgacdo, pode haver reticulacdo e outras modificacdes,
por exemplo, para melhorar a estabilidade. As modificacdes
podem incluir a inclusédo de pelo menos um nucledtido né&o
ocorre naturalmente, ou um nucledétido modificado, ou seus
andlogos. Os nucledétidos modificados podem ser modificado
na regido da ribose, fosfato, e/ou base. 0s nucledtidos
modificados podem incluir andlogos 2'-O-metilo, anélogos
2'-desoxi, ou anédlogos 2'-fluoro. A Dbase dos 4acidos
nucleicos pode ser modificada, por exemplo, usando uma base
de fosforotioato. A utilizacdo de adcidos nucleicos
blogueados (LNA) ou &acidos nucleicos unidos por ponte (BNA)
pode também ser possivel. Outros exemplos de bases
modificadas incluem, mas nado estdo limitados a, 2-
aminopurina, 5-bromo-uridina, pseudouridina, inosina, 7-
metilguanosina. Tais modificacgc®es ou reticulacdo podem
estar presentes na sequéncia guia ou outras sequéncias

adjacentes a sequéncia guia.
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SAG0894 family - Proteina associada a CRISPR,

CRISPR-associated protein,

familia SAG0894
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RNA guia original gequéncia 1 Sequéncia 2 Sequéncia 3

d= BNA guia de RNR guia de RNA guia
otimizada otimizada otimizada

FIG. 15
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co-prega de RNA CRISPRI de S. thermophilus com tracrRNA com repetiglo direta
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FIG. 16
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Ensaic com Mavoador 1 2 3 4 ]
5tiCas®

Linha 1: tracrRNA total + essgpagader DR tetal
TTRCIRNA TeTal: DUACIUAAMUGHESCAGRAGIUATAAAGALAM GEILREAUBCTOAMLCAAACCOUGUCALLIUALIGBCAGBBUGR BATOLULIA,
espacader TR {olal: GRGACUCAACCAATUCAUUCIRAIUULGUACUCUTAAGAULRIAAGIAL CUEUACAAD

Linha 2: tracrR¥a madurc + spacr_ DR madurog

tracrPNA madure; COUSTAGAABTUATAAAGALIAAG L CAUGEDTIMAAALICARLASLIOH GUSAULUIUALIGE CATH GRUY
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Descrigdo Breve das Figuras

As novas funcionalidades da presente divulgacdo sé&o
apresentadas com detalhe nas reivindicacdes anexas. Uma
melhor compreensdo das caracteristicas e vantagens da
presente divulgacdo serd obtida através da referéncia a
seguinte descricdo detalhada que apresenta formas de
realizacdo ilustrativas, em que os principios da divulgacédo

sdo utilizados, e os desenhos que acompanham, das quais:

Figura 1 mostra um modelo esquemdtico do sistema CRISPR. A
nuclease Cas9 de Streptococcus pyogenes (amarelo) estéa
direcionada para o DNA gendmico através de um RNA guia
sintético (sgRNA) que consiste de uma sequéncia guia de 20
nt (azul) e um suporte (vermelho). Os pares de bases da
sequéncia guia com o DNA alvo (azul), diretamente a
montante de um motivo adjacente proto-espacador 5'-NGG
necessario (PAM; magenta), e Cas9 medeia uma quebra de
cadeia dupla (DSB) ~ 3 pb a montante do PAM (tridngulo

vermelho) .

Figura 2A-F ilustra exemplificativamente um sistema CRISPR,
um possivel mecanismo de acdo, um exemplo de uma adaptacédo
para a expressdo em células eucaridticas, e os resultados
dos ensaios de avaliacdo de localizacdo nuclear e atividade

CRISPR.

Figura 3A-C ilustra exemplificativamente uma cassete de
expressdo para a expressdo de elementos do sistema CRISPR
em células eucaridticas, previséao de estruturas de
sequéncias guia exemplo, e a atividade do sistema CRISPR

como medida em células eucaridticas e procaridticas.
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Figura 4A-D mostra os resultados de uma avaliacdo da

especificidade SpCas9 para um exemplo de alvo.

Figura B5A-G ilustra exemplificativamente um sistema de
vetor e resultados para a sua utilizacdo em dirigir a

recombinacdo homéloga em células eucaridticas.

Figura 6A-C ilustra uma comparagéo de diferentes
transcritos tracrRNA para orientacdo de genes mediada por

Cas?9.

Figura 7A-D ilustra exemplificativamente um sistema CRISPR,
um exemplo de adaptacdo para a expressdo em células
eucaridticas, e o0s resultados de testes que avaliam a

atividade CRISPR.

Figura 8A-C ilustra exemplificativamente as manipulacdes de
um sistema CRISPR para direcionamento de loci gendmicos em

células de mamifero.

Figura 9A-B ilustra os resultados de wuma analise de
transferéncia de Northern do processamento de crRNA em

células de mamifero.

Figura 10A-C ilustra uma representacdo esquemadtica de RNA
quiméricos e o0s resultados dos ensaios SURVEYOR para a

atividade do sistema CRISPR em células eucaridticas.

Figura 11A-B ilustra uma <representacdo grafica dos
resultados SURVEYOR de ensaios para a atividade do sistema

CRISPR em células eucaridticas.
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Figura 12 ilustra exemplificativamente as estruturas
secundarias previstas para o0s RNA gquiméricos compreendendo
uma sequéncia guia, sequéncia de emparelhamento tracr, e

sequéncia tracr.

Figura 13 ¢ uma &rvore filogenética de genes Cas.

Figura 14A-F mostra a anadlise filogenética revelando cinco
familias Cas9, incluindo trés grupos de Cas9 grandes (~
1400 aminocacidos) e dois grupos de Cas9 pequenas (~ 1100

aminoacidos) .

Figura 15 mostra um grafico que representa a funcédo de

diferentes RNA guia otimizados.

Figura 16 mostra a sequéncia e estrutura de diferentes RNA

guia quiméricos.

Figura 17 mostra a estrutura de co-dobra do tracrRNA e

repeticdo direta.

Figura 18 A e B mostra dados da otimizacdo RNA guia

quimérico StlCas9 in vitro.

Figura 19A-B apresenta a clivagem de alvos ndo metilados ou

metilados por um lisado celular de SpCas?9.

Figura 20A-G mostra a otimizacdo da arquitetura do RNA guia
para edicdo do genoma de mamiferos mediada por SpCas9. (a)
Esquema de um vetor de expressdo bicistrdédnico (PX330) para
um RNA guia individual dirigido pelo promotor U6 (sSgRNA) e
Cas9 de Streptococcus pyogenes com coddo otimizado para

humano dirigida pelo promotor CBh (hSpCas9) usados para
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todas as experiéncias subsequentes. O sgRNA consiste numa
sequéncia guia de 20 nt (azul) e suporte (vermelho),
truncada em varias posicdes, tal como indicado. (b) Ensaio
SURVEYOR para indels (insercdes-delecdes) mediadas por
SpCas9 no loci EMX1 e PVALB humanos. As setas indicam os
fragmentos esperados de SURVEYOR (n = 3). (c) Analise de
transferéncia de Northern para as quatro arquiteturas de
truncagem sgRNA, com Ul como controlo da quantidade
aplicada (loading control). (d) Tanto o tipo selvagem (wt)
como o mutante da nickase (enzima que corta uma cadeia)
(D10A) de SpCas9 promoveram a insercdo de um local HindIII
no gene EMX1 humano. 0Os oligonucledétidos de cadeia simples
(ssODNs), orientados quer na direcdo sense ou anti-sense em
relacdo a sequéncia do genoma, foram utilizados como moldes
de recombinacdo homdéloga. (e) Representacdo esquematica do
locus SERPINB5 humano. sgRNAs e PAMs s&do indicados por
barras coloridas acima sequéncia; metilcitosina (Me) séo
destacadas (rosa) e numeradas relativamente ao local de
iniciacdo da transcricdo (TSS, +1). (f) Estado de metilacéo
do SERPINB5 em 16 clones determinado por tratamento com
bissulfito e posterior sequenciacdo. Circulos preenchidos,
CpG metilado; circulos abertos, CpG ndo metilado. (9)
Eficiéncia da modificacdo por trés sgRNAs tendo como alvo a
regido metilada do SERPINB5, determinada por sequenciacdo
profunda (n = 2). As Dbarras de erro indicam intervalos

Wilson (Métodos On-line).

Figura 21A-B apresenta a otimizacéo adicional da
arquitetura do sgRNA CRISPR-Cas. (a) Esquema das quatro
arquiteturas adicionais do sgRNA, I-IV. Cada uma consiste
numa sequéncia guia de 20 nt (azul) unida a repeticéo
direta (DR, cinzento), que hibrida com © tracrRNA

(vermelho). O hibrido DR-tracrRNA ¢ truncado nas posicdes
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+12 ou +22, conforme indicado, com uma alca de haste
artificial GAAA. As posicdes de truncagem no tracrRNA sé&o
numeradas de acordo com o local de inicio da transcricédo
previamente descrito para o tracrRNA. As arquiteturas II e
IV do sgRNA apresentam mutacdes dentro das suas regides
poli-U, o que pode servir como terminadores de transcricédo
precoce. (b) Ensaio SURVEYOR para indels mediadas por
SpCas9 no locus EMXI humano para os locais alvo 1-3. As

setas indicam os fragmentos SURVEYOR esperados (n = 3).

Figura 22 ilustra a visualizacd&o de alguns locais alvo no

genoma humano.

Figura 23A-B Apresenta (A) um esquema do sSgRNA e (B) a
andlise SURVEYOR de cinco variantes de sgRNA para SaCas9
para uma arquitetura truncada ideal com uma eficiéncia de

clivagem mais elevada.

As figuras neste documento sdao apenas para fins

ilustrativos e ndo sdo necessariamente desenhadas a escala.

Descrigcdo Detalhada da Invengdo

Os termos "polinucledtido", "nucledtido", "segquéncia de
nucledétidos", "acido nucleico"™ e "oligonucledtido"™ séo
utilizados alternadamente. Eles referem-se a uma forma
polimérica de nucledtidos de qualquer comprimento, quer
ribonuclebétidos ou desoxirribonucledtidos, ou os seus
andlogos. 0Os polinucledétidos podem ter qualgquer estrutura
tridimensional, e podem desempenhar qualquer funcéo,
conhecida ou desconhecida. Os seguintes sdo exemplos néo
limitativos de polinucledtidos: regides codantes e ndo-

codantes de um gene ou fragmentos de gene, loci (locus)
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definidos a partir de anédlise de 1ligacdo (ou linkage),
exdes, intrdes, RNA mensageiro (mRNA) , RNA de
transferéncia, RNA ribossdémico, RNA de interferéncia curto
(siRNA), RNA de forguilha curta (shRNA, short hairpin RNA),
microRNA (miRNA), ribozimas, cDNA, polinucledtidos
recombinantes, polinucledétidos ramificados, plasmideos,
vetores, DNA isolado de qualquer sequéncia, RNA isolado de
qualquer sequéncia, sondas de acido nucleico, e primers. Um
polinucleétido pode compreender um ou mais nucledtidos
modificados, tais como nucledtidos metilados e andlogos de
nucledétidos. Se presentes, as modificacdes da estrutura de
nuclebdtidos podem ser transmitidas antes ou apds montagem
do polimero. A sequéncia de nucledbétidos pode ser
interrompida por componentes nao nucledétidos. Um
polinucleétido pode ser adicionalmente modificado apds
polimerizacédo, tal como por conjugacdo com um componente de

marcacao.

De acordo com aspetos da invencéo 0s termos "RNA
quimérico", "RNA guia quimérico", "RNA guia", "RNA guia
individual" e "RNA guia sintético" séo utilizadas
indistintamente e referem-se a sequéncia de polinucledtido
que compreende a sequéncia guia, a sequéncia tracr e a
sequéncia de emparelhamento tracr. O termo "sequéncia guia"”
refere-se a sequéncia de cerca de 20 pb dentro do RNA guia

que especifica o local alvo e podem ser utilizados de forma

intercambidvel o termo '"guia" ou "espacador". O termo
"sequéncia de emparelhamento tracr" também pode ser
utilizado intermutavelmente com o termo "repeticdo ou

repeticdes diretas".

Como usado na presente divulgacdo, o termo "tipo selvagem"

é um termo da técnica que ¢é compreendido pelos peritos e



37

significa a forma tipica de um organismo, estirpe, gene ou
uma caracteristica tal como ocorre na natureza distinta de

formas mutantes ou variantes.

Como usado na presente divulgacdo, o termo "variante" deve
ser utilizado para fazer referéncia a apresentacdo de

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

natureza.
Os termos de "origem ndo natural" ou "modificado por
engenharia" sdo utilizados indistintamente e indicam o

envolvimento da mdo do homem. Os termos, quando se referem
a moléculas de &acidos nucleicos ou polipéptidos significam
que a molécula de &acido nucleico ou o polipéptido &, pelo
menos, substancialmente livre de, pelo menos, um outro
componente com o qual eles sdo naturalmente associados na

natureza e como se encontram na natureza.

"Complementaridade" refere-se a capacidade de um &cido
nucleico para formar ligacdo ou ligacdes de hidrogénio com
outra sequéncia de 4cido nucleico quer pelo emparelhamento
de bases Watson-Crick tradicional ou por outros tipos né&o
tradicionais. A percentagem de complementaridade indica a
percentagem de residuos de uma molécula de 4acido nucleico
que podem formar pontes de hidrogénio (por exemplo,
emparelhamento de bases de Watson-Crick) com uma segunda
sequéncia de acido nucleico (por exemplo, 5, 6, 7, 8, 9, 10
de 10 tendo uma complementaridade de 50%, 60%, 70%, 80%,
90%, e 100%). "Perfeitamente complementar" significa que
todos o0s residuos contiguos de uma sequéncia de A&cido
nucleico irdo estabelecer ligacdes de hidrogénio com o
mesmo numero de residuos contiguos de uma segunda sequéncia

de &cido nucleico. "Substancialmente complementar", tal
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como usado na presente divulgacdo, refere-se a um grau de
complementaridade, que é, pelo menos, 60%, 65%, 70%, 75%,
80%, 85%, 90%, 95%, 97%, 98%, 99%, ou 100% em relacdo a uma
regido de 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 1le, 17, 18, 19, 20,
21, 22, 23, 24, 25, 30, 35, 40, 45, 50, ou mais
nuclebdétidos, ou refere-se a dois 4&cidos nucleicos que

hibridam sob condig¢des rigorosas.

Tal como usado na presente divulgacéo, "condicdes
rigorosas" para hibridacdo referem-se a condicdes sob as
quais um acido nucleico possuindo complementaridade com uma
sequéncia alvo predominantemente hibrida com a sequéncia
alvo, e substancialmente ndo hibrida com a seguéncia né&o
alvo. As condicdes rigorosas sdo geralmente dependentes da
sequéncia, e variam dependendo de um numero de fatores. Em
geral, gquanto mais longa a sequéncia, maior & a temperatura
a qual a sequéncia hibrida especificamente com a sua
sequéncia alvo. Exemplos ndo limitativos de condicgdes
rigorosas sdo descritos em detalhe em Tijssen (1993),
Laboratory  Techniques in Biochemistry and Molecular
Biology- Hybridization With Nucleic Acid Probes Part I,
Capitulo II "Overview of principles of hybridization and
the strategy of nucleic acid probe assay", Elsevier, Nova

Torque.

"Hibridizacdo" refere-se a uma reacdo em gue um ou mais
polinucledtidos reagem para formar um complexo que &
estabilizado através de ligacdes de hidrogénio entre as
bases dos residuos de nucledétidos. A ligacdo de hidrogénio
pode ocorrer por emparelhamento de base de Watson Crick,
ligacdo Hoogstein, ou de qualquer outra forma especifica de
sequéncia. O complexo pode compreender duas cadeias que

formam uma estrutura dupla, trés ou mais cadeias que formam
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um complexo multi cadeia, uma Unica cadeia que auto
hibrida, ou qualgquer combinacdo destas. A reacdo de
hibridacdo pode constituir um passo de um processo mais
vasto, tal como a iniciacdo de PCR, ou a clivagem de um
polinucleétido por uma enzima. Uma sequéncia capaz de
hibridar com uma determinada sequéncia ¢é designada por

"complementar" da sequéncia dada.

Tal como usado na presente divulgacdo, "estabilizacdo" ou
"aumento da estabilidade" no que diz respeito @ aos
componentes do sistema CRISPR relaciona-se com a seguranca
e estabilizacdo da estrutura da molécula. Isto pode ser
conseguido pela introducdo de uma ou mutacdes, incluindo
alteracdes de um Unico ou multiplos pares de bases, o
aumento do numero de forquilhas, reticulacdo, quebra de
fragmentos especificos de nucledétidos e outras
modificacdes. As modificacdes podem incluir a inclusédo de
pelo menos um nucledétido que ndo ocorre naturalmente, ou um
nucledétido modificado, ou um anadlogo dos mesmos. Os
nucledétidos modificados podem ser modificados na regido da
ribose, do fosfato, e/ou da base. Os nucledtidos
modificados podem incluir anédlogos 2'-O-metilo, andlogos
2'-desoxi, ou anédlogos 2'-fluoro. A Dbase dos é&cidos
nucleicos pode ser modificada, por exemplo, usando uma base
de fosforotioato. A utilizacéo de adcidos nucleicos
bloqueados (LNA) ou &cidos nucleicos unidos por ponte (BNA)
pode também ser possivel. Outros exemplos de Dbases
modificadas incluem, mas ndo estdo limitados a, 2-
aminopurina, S-bromo-uridina, pseudouridina, inosina, 7-
metilguanosina. Essas modificacdes podem ser aplicadas a
qualquer componente do sistema CRSIPR. Numa forma de

realizacédo preferida, estas modificacdes sdo feitas para os
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componentes de RNA, por exemplo, o RNA guia ou a segquéncia

de polinucledbétidos quimérica.

Tal como usado na presente divulgacdo, "expressdo" refere-
se ao processo pelo qual um polinucledtido é transcrito a
partir de um molde de DNA (tal como em um mRNA ou outro
transcrito de RNA) e/ou o processo pelo gqual um mRNA
transcrito é subsequentemente traduzido em péptidos,
polipéptidos, ou proteinas. 0Os transcritos e polipéptidos
codificados podem ser coletivamente referidos como "produto
do gene." Se o polinucledétido é derivado do DNA gendmico, a
expressdo pode incluir o splicing do mRNA numa célula

eucaridtica.

Os termos "polipéptido", "péptido" e "proteina" sé&o
utilizados indistintamente na presente divulgacdo para
referéncia a polimeros de aminoacidos de qualquer
comprimento. O polimero pode ser linear ou ramificado, pode
compreender os aminoacidos modificados e pode ser
interrompido por ndo aminodcidos. Os termos englobam também
um polimero de aminodcidos que foi modificado; por exemplo,
formacdo de ligacdo dissulfureto, glicosilacdo, lipidacéo,
acetilacdo, fosforilacdo ou qualgquer outra manipulacdo, tal
como conjugacdo com um componente de marcacdo. Tal como
utilizado na presente divulgacdo, o termo "aminodcido"
inclui aminodcido naturais e/ou ndo naturais ou sintéticos,
incluindo glicina e ambos os isdémeros oticos D ou L, e

andlogos de aminocdcidos e peptidomiméticos.

Os termos "sujeito", "individuo" e '"paciente" sdo aqui
utilizados indistintamente para referéncia a um vertebrado,
preferencialmente a um mamifero, mais preferencialmente a

um ser humano. Os mamiferos incluem, mas ndo estédo
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limitados a, murideos, simios, humanos, animais de criacéao,
animais para desporto e animais de estimacdo. Sdo também
englobados os tecidos, células e a suas linhagens de uma
entidade bioldgica obtida in vivo ou cultivada in vitro. Em
algumas formas de realizacdo, um sujeito pode ser um animal
invertebrado, por exemplo, um inseto ou um nematode;
enquanto que em outras formas de realizacdo, um sujeito

pode ser uma planta ou um fungo.

Os termos "agente terapéutico", "agente com capacidade
terapéutica" ou "agente para tratamento" sdo utilizados
indistintamente e referem-se a uma molécula ou um composto
que confere um efeito benéfico depois da administracdo a um
sujeito. 0O efeito Dbenéfico inclui a capacidade de
determinacdo de diagndéstico; melhoria de uma doenca,
sintomas, distirbios ou condicdo patoldgica; reduzir ou
prevenir o aparecimento de uma doenca, sintomas, disturbios
ou condicédo; e, geralmente, contrariando uma doenca,

sintomas, disturbios ou condicdo patoldgica.

Na ©presente divulgacéo, "tratamento"™ ou "tratar", ou
"atenuar" ou "melhorar" sdo utilizados alternadamente.
Estes termos referem-se a uma abordagem para obtencdo de
resultados benéficos ou desejados, gque incluem, mas néao
limitados a um beneficio terapéutico e/ou um beneficio
profiladtico. Por beneficio terapéutico se faz referéncia a
qualquer melhoria ou efeito terapeuticamente relevante
sobre wuma ou mais doencas, condic¢des ou sintomas em
tratamento. Para o beneficio profildtico, as composicbes
podem ser administradas a um sujeito em risco de
desenvolver uma doenca particular, condicdo ou sintoma, ou

a um sujeito gue apresente um ou mais dos sintomas
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fisioldgicos de uma doenca, embora a doenca, condicdo ou

sintoma pode ndo ter sido ainda manifestada.

O termo "quantidade eficaz" ou "gquantidade terapeuticamente
eficaz" refere-se a quantidade de um agente que ¢&
suficiente para obter resultados benéficos ou desejados. A
quantidade terapeuticamente eficaz pode variar dependendo
de um ou mais dos seguintes: do sujeito e da condicdo da
doenca a ser tratada, do peso e da idade do sujeito, a
gravidade da condicdo da doenca, do modo de administracdo e
semelhantes, o0s quais podem ser prontamente determinadas
por um normal perito na técnica. O termo também se aplica a
uma dose que ird fornecer uma imagem para detecdo por
qualquer um dos métodos de 1imagiologia descritos na
presente divulgacdo. A dose especifica pode variar de
acordo com um ou mais dos seguintes: o agente escolhido em
particular, o regime de dosagem a ser seguido, se este é
administrado em combinacdo com outros compostos, tempo de
administracdo, o tecido a ser visualizado, e o sistema

fisico de administracdo gque é utilizado.

A componente pratica da presente invengdo emprega, a mMeNnos
que 1indicado de outro modo, técnicas convencionais de
imunologia, de Dbioquimica, gquimica, biologia molecular,
microbiologia, biologia celular, gendmica e de DNA
recombinante, gque estdo dentro da pericia da técnica.
Consulte Sambrook, Fritsch e Maniatis, MOLECULAR CLONING: A
LABORATORY MANUAL, 2% edicdo (1989); CURRENT PROTOCOLS 1IN
MOLECULAR BIOLOGY (F.M. Ausubel, et al. Eds., (1987)); a
série METHODS IN ENZYMOLOGY (Academic Press, Inc.): PCR 2:
A PRACTICAL APPROACH (M.J. MacPherson, B.D. Hames e G.R.
Taylor eds. (1995)), Harlow e Lane, eds. (1988) ANTIBODIES,
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A LABORATORY MANUAL, e ANIMAL CELL CULTURE (R.I. Freshney,
ed. (1987)).

Varios aspetos da presente invencdo referem-se a sistemas
de vetores que compreendem um ou mais vetores, ou vetores
como tal. Os vetores podem ser desenhados para a expressao
de transcritos CRISPR (por exemplo, transcritos de &cidos
nucleicos, proteinas ou enzimas) em células procaridticas
ou eucaridbdéticas. Por exemplo, o0s transcritos CRISPR pode
ser expressos em células bacterianas tais como de
Escherichia coli, células de 1inseto (usando vetores de
expressdo de baculovirus), células de leveduras, ou células
de mamiferos. As células hospedeiras adequadas s&o
discutidas mais detalhe em Goeddel, GENE EXPRESSION
TECHNOLOGY: METHODS IN ENZYMOLOGY 185, Academic Press, San
Diego; Califérnia (1990). Como alternativa, o vetor de
expressdo recombinante pode ser transcrito e traduzido in
vitro, ©por exemplo usando sequéncias reguladoras do

promotor T7 e a polimerase T7.

Os vetores podem ser introduzidos e propagados num
procariota. Em algumas formas de realizacdo, um procariota
¢ utilizado para amplificar cdépias de um vetor para ser
introduzido numa célula eucaridtica, ou como um vetor
intermédio na producdo de um vetor para ser introduzido
numa célula eucaridtica (por exemplo, amplificacdo de um
plasmideo como parte de um sistema de empacotamento de
vetor viral). Em algumas formas de realizacdo, um
procariota é utilizado para amplificar cépias de um vetor e
expressar um ou mais Acidos nucleicos, de modo a fornecer
uma fonte de uma ou mais proteinas para entrega a uma
célula hospedeira ou organismo hospedeiro. A expressdo de

proteinas em procariotas é mais frequentemente realizada em
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Escherichia coli com vetores contendo promotores
constitutivos ou induziveis que orientam a expressdo de
proteinas de fusdo, quer ou de ndo fusdo. Os vetores de
fusdo adicionam um numero de aminodcidos a uma proteina
nele codificado, tal como um fragmento amino-terminal da
proteina recombinante. Tais vetores de fusdo podem servir
um ou mais fins, tais como: (i) para aumentar a expressio
de proteina recombinante; (ii) para aumentar a solubilidade
da proteina recombinante; e (iii) auxiliar na purificacéo
da proteina recombinante atuando como um ligando na
purificacdo por afinidade. Muitas vezes, em vetores de
expressdo de fusdo, um local de clivagem proteolitica é
introduzido entre a juncdo da regido de fusdo e a proteina
recombinante para permitir a separacdo da proteina
recombinante a partir da regido de fusdo subsequentemente a
purificacdo da proteina de fus&do. Tais enzimas, € as suas
sequéncias de reconhecimento relacionadas, incluem Fator
Xa, trombina e enteroquinase. Exemplos de vetores de
expressdo de fusdo incluem pGEX (Pharmacia Biotech 1Inc;
Smith e Johnson, 1988. Gene 67:31-40), pMAL (New England
Biolabs, Beverly, Mass.) e pRITS5 (Pharmacia, Piscataway,
N.J.) que fundem a glutationa S-transferase (GST), proteina
de ligacdo a maltose E, ou proteina A, respetivamente, com

a proteina alvo recombinante.

Exemplos de vetores adequados de expressdo de E. coli de
ndo fusdo induziveis incluem pTrc (Amrann et al., (1988)
Gene 69: 301-315) e ©pET 11d (Studier et al., GENE
EXPRESSION TECHNOLOGY: METHODS IN ENZYMOLOGY 185, Academic
Press, San Diego, Calif. (1990) 60-89).

Em algumas formas de realizacdo, um vetor & um vetor de

expressdo de levedura. Exemplos de vetores para expressdo
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na levedura Saccharomyces cerivisae incluem pYepSecl
(Baldari, et al., 1987. EMBO J. 6:229-234), pMFa (Kuijan e
Herskowitz, 1982. Cell 30:933-943), pJRY88 (Schultz et al.,
1987. Gene 54:113-123), pYES2 (Invitrogen Corporation, San

Diego, Califdérnia), e picZ (InVitrogen Corp., San Diego,
Califdérnia).
Em algumas formas de realizacdo, um vetor dirige a

expressdo da proteina em células de inseto usando vetores
de expressdo de baculovirus. 0s vetores de Dbaculovirus
disponiveis para a expressdo de proteinas em células de
inseto em cultura (por exemplo, células SF9) incluem a
série pAc (Smith, et al., 1983. Mol. Cell. Biol. 3:2156-
2165) e a série pVL (Lucklow e Summers, 1989. Virology
170:31-39) .

Em algumas formas de realizacdo, um vetor ¢é capaz de
dirigir a expressdo de uma ou mais sequéncias em células de
mamifero usando um vetor de expressdo de mamifero. Exemplos
de vetores de expressdo de mamiferos incluem pCDM8 (Seed,
1987. Nature 329:840) e pMT2PC (Kaufman, et al., 1987. EMBO
J. 6:187-195). OQuando usado em células de mamifero, as
funcdes de controlo do vetor de expressdo sdo tipicamente
fornecidas por um ou mais elementos reguladores. Por
exemplo, promotores utilizados normalmente s&do derivados de
polioma, adenovirus 2, citomegalovirus, virus simio 40, e
outros revelados na presente divulgacdo e conhecidos na
técnica. Para outros sistemas de expressdo adequados, tanto
para células procaridticas e eucaridticas ver, por exemplo,
capitulos 16 e 17 de Sambrook, et al., MOLECULAR CLONING: A
LABORATORY MANUAL. 2% ed., Cold Spring Harbor Laboratory,
Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor,
N.Y., 1989.
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Em algumas formas de realizacdo, o vetor de expressdo de
mamifero recombinante é capaz de dirigir a expressdo do
dcido nucleico preferencialmente num tipo de célula em
particular (por exemplo, elementos reguladores especificos
de tecido sdo usados para expressar o acido nucleico). Os
elementos reguladores especificos de tecido s&do conhecidos
na técnica. Exemplos nao limitantes de promotores
especificos adequados de tecido incluem o promotor da
albumina (especifico do figado; Pinkert et al., 1987. Genes
Dev. 1:268-277), promotores especificos de linfoides
(Calame e Eaton, 1988. Adv. Immunol. 43:235-275), em
particular promotores de recetores de células T (Winoto e
Baltimore, 1989, EMBO J. 8:729-733) e imunoglobulinas
(Baneiji, et al., 1983. Cell 33:729-740; Queen e Baltimore,
1983. Cell 33:741-748), promotores especificos de neurdnios
(por exemplo, o promotor de neurofilamentos; Byrne e
Ruddle, 1989, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86:5473-5477),
promotores especificos do péncreas (Edlund, et al., 1985.
Science 230:912-916), e promotores especificos de glandula
mamaria (por exemplo, promotor de soro de leite; Patente
U.S. No. 4,873,316 e Publicacdo de Pedido Europeu No.
264,166). 0Os promotores regulados pelo desenvolvimento
também estdo incluidos, por exemplo, o0s promotores hox de
murino (Kessel e Gruss, 1990. Science 249:374-379) e o
promotor de o-fetoproteina (Campes e Tilghman, 1989. Genes

Dev. 3:537-546).

Em algumas formas de realizacdo, um elemento regulador esté
ligado de forma operativa a um ou mais elementos de um
sistema CRISPR, de modo a conduzir a expressdo de um ou
mais elementos do sistema de CRISPR. Em geral, CRISPR
(Repeticdes Palindrdémicas Curtas Agrupadas e Regularmente

Espacadas), também conhecidos como SPIDR (Repeticdes
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Diretas de Espacador Intercalar; do inglés, SPacer
Interspersed Direct Repeats), constituem uma familia de
loci de DNA gue sé&do usualmente especificos para uma espécie
bacteriana em particular. O locus CRISPR compreende uma
classe distinta de repeticdes intercaladas de sequéncia
curta (SSR) que foi reconhecida em E. coli (Ishino et al.,
J. Bacteriol., 169:5429-5433 [1987]; e Nakata et al., J.
Bacteriol., 171:3553-3556 [1989]), e o0s genes associados.
Foram identificadas SSR intercaladas similares em Haloferax
mediterranei, Streptococcus pyogenes, Anabaena, e
Mycobacterium tuberculosis (Ver, Groenen et al., Mol.
Microbiol., 10:1057-1065 [1993]; Hoe et al., Emerg Infect.
Dis., 5:254-263 [1999]; Masepohl et al., Biochim. Biophys.
Ata 1307:26-30 [1996]; e Mojica et al., Mol. Microbiol.,
17:85-93 [1995]). Os 1loci CRISPR diferem tipicamente de
outras SSR pela estrutura das repeticdes, que foram
denominadas repeticdes curtas espacadas regularmente (SRSR)
(Janssen et al., OMICS J. Integ. Biol., 6:23-33 [2002]; e
Mojica et al., Mol. Microbiol., 36:244-246 [2000]). Em
geral, as repeticdes sdo elementos curtos gue ocorrem em
clusters que estdo espacados regularmente pela intervencéo
Unica de sequéncias com um comprimento substancialmente
constante (Mojica et al., [2000], supra). Embora as
sequéncias de repeticdo sejam altamente conservadas entre
estirpes, 0 numero de repeticdes intercaladas e as
sequéncias das regides espacadoras normalmente diferem de
estirpe para estirpe (van Embden et al., J. Bacteriol.,
182:2393-2401 [2000]). Foram identificados loci CRISPR em
mais de 40 procariotas (Ver por exemplo, Jansen et al.,
Mol. Microbiol., 43:1565-1575 1[2002]; e Mojica et al.,
[2005]), incluindo, mas nao limitados a Aeropyrum,
Pyrobaculum, Sulfolobus, Archaeoglobus, Halocarcula,

Methanobacterium, Methanococcus, Methanosarcina,
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Methanopyrus, Pyrococcus, Picrophilus, Thermoplasma,
Corynebacterium, Mycobacterium, Streptomyces, Aquifex,
Porphyromonas, Chlorobium, Thermus, Bacillus, Listeria,
Staphylococcus, Clostridium, Thermoanaerobacter,
Mycoplasma, Fusobacterium, Azarcus, Chromobacterium,
Neisseria, Nitrosomonas, Desulfovibrio, Geobacter,
Myxococcus, Campylobacter, Wolinella, Acinetobacter,
Erwinia, Escherichia, Legionella, Methylococcus,
Pasteurella, Photobacterium, Salmonella, Xanthomonas,

Yersinia, Treponema, e Thermotoga.

De um modo geral, 0 "sistema CRISPR" refere-se
coletivamente aos transcritos e outros elementos envolvidos
na expressdo de ou dirigindo a atividade de genes
associados a CRISPR ("Cas"), incluindo sequéncias que
codificam um gene Cas, uma sequéncia tracr (CRISPR de
transativacédo) (por exemplo, tracrRNA ou um tracrRNA
parcial ativo), uma sequéncia de emparelhamento tracr (que
inclui uma "repeticdo direta" e uma repeticdo direta
parcial processada por tracrRNA no contexto de um sistema
CRISPR enddgeno), uma sequéncia guia (também referido como
um "espacador"™ no contexto de um sistema CRISPR enddbgena),
ou de outras sequéncias e transcritos de um locus CRISPR.
Em algumas formas de realizacdo, um ou mais elementos de um
sistema CRISPR ¢é derivado de um sistema CRISPR de tipo I,
tipo II, ou tipo III. Em algumas formas de realizacdo, um
ou mais elementos de um sistema CRISPR é derivado de um
organismo em particular que compreende um sistema CRISPR
enddbgeno, tal como Streptococcus pyogenes. Em geral, um
sistema CRISPR é caracterizado por elementos que promovem a
formacdo de um complexo CRISPR no local de uma sequéncia
alvo (também referido como um proto-espacador no contexto

de um sistema endbgeno CRISPR). No contexto da formacédo de
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um complexo CRISPR, "a sequéncia alvo" refere-se a uma
sequéncia em que uma Sequéncia guia é desenhada para ter
complementaridade, em que a hibridacdo entre uma segquéncia
alvo e uma sequéncia guia promove a formacdo de um complexo
CRISPR. A complementaridade total ndo € necessariamente
requerida, desde que haja complementaridade suficiente para
levar a hibridacdo e promover a formacdo de um complexo
CRISPR. A  sequéncia alvo pode compreender qualquer
polinucledtido, tais como polinucledétidos de DNA ou RNA. Em
algumas formas de realizacdo, uma sequéncia alvo estéa
localizada no nucleo ou citoplasma de uma célula. Em
algumas formas de realizacdo, a sequéncia alvo pode estar
dentro de wum organelo de wuma célula eucaridbtica, por
exemplo, mitocdndria ou cloroplasto. Uma sequéncia ou molde
que pode ser utilizado para recombinacdo no locus alvo
compreendendo as sequéncias alvo é denominado de um "molde
de edicdo" ou "polinucledtido de edicdo" ou "sequéncia de
edicdo”". Em aspetos da presente invencdo, um molde de
polinucledtido exdgeno pode ser referido como um molde de
edicédo. Num aspeto da invencéo, a recombinacdo é

recombinacdo hombéloga.

Tipicamente, no contexto de um sistema CRISPR enddgeno, a
formacdo de um complexo CRISPR (compreendendo uma sequéncia
guia hibridada com uma sequéncia alvo e em complexo com uma
ou mais proteinas Cas) resulta na clivagem de uma ou ambas
as cadeias na, ou prdéximo da, sequéncia alvo (por exemplo,
dentro de 1, 2, 3, 4, 5, o, 7, 8, 9, 10, 20, 50, ou mais
pares de Dbases). Sem se pretender ficar limitado pela
teoria, a sequéncia tracr, que pode compreender ou
consistir na totalidade ou numa porcdo de uma sequéncia de
tipo selvagem tracr (por exemplo, aproximadamente ou mais

do que aproximadamente 20, 26, 32, 45, 48, 54, 63, 67, 85,
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ou mais nucledétidos de uma sequéncia tracr do tipo
selvagem), também pode formar parte de um complexo CRISPR,
tal como por hibridacdo ao longo de pelo menos uma pPOrcao
da sequéncia tracr a totalidade ou uma porcdo de uma
sequéncia de emparelhamento tracr operativamente ligada a
sequéncia guia. Em algumas formas de realizacéo, a
sequéncia tracr tem complementaridade suficiente com uma
sequéncia de emparelhamento tracr para hibridar e
participar na formacdo de um complexo CRISPR. Tal como
acontece com a sequéncia alvo, acredita-se que a
complementaridade total ndo € necessaria, desde que seja
suficiente para ser funcional. Em algumas formas de
realizacdo, a sequéncia tracr tem, pelo menos, 50%, 60%,
70%, 80%, 90%, 95% ou 99% de complementaridade de sequéncia
ao longo do comprimento da sequéncia de emparelhamento
tracr quando otimamente alinhadas. Em algumas formas de
realizacéo, sdo introduzidos um ou mais vetores de
expressdo que orientam a expressdo de um ou mais elementos
de um sistema CRISPR numa célula hospedeira, de modo que a
expressdo dos elementos do sistema CRISPR conduza a
formacdo direta de um complexo CRISPR num ou mais locais
alvo. Por exemplo, uma enzima Cas, uma sequéncia guia
ligada a uma sequéncia de emparelhamento tracr, e uma
sequéncia tracr ©poderiam ser individualmente ligadas
operacionalmente para separar elementos reguladores em
vetores separados. Como alternativa, dois ou mais dos
elementos expressos a partir dos mesmos ou diferentes
elementos reguladores podem ser combinados num Unico vetor,
com um ou mais vetores adicionais fornecendo quaisquer
componentes do sistema CRISPR ndo incluidos no primeiro
vetor. 0Os elementos do sistema CRISPR que sdo combinados
num Unico vetor pode ser dispostos em qualquer orientacdo

adequada, tal como um elemento localizado a 5' em relacdo a



51

(“a montante” de) ou 3' em relacdo a (“a jusante” de) um
segundo elemento. A sequéncia codificante de um elemento
pode estar localizada na mesma ou na cadeia oposta da
sequéncia codificante de um segundo elemento, e orientada
na mesma ou oposta direcéo. Em algumas formas de
realizacdo, um Unico promotor leva a expressdo de um
transcrito que codifica para uma enzima CRISPR e uma ou
mais das sequéncias guia, sequéncia de emparelhamento tracr
(opcionalmente ligada de forma operativa a sequéncia guia),
e uma sequéncia tracr incorporada dentro de uma ou mais
sequéncias de intrdo (por exemplo, cada uma num intréo
diferentes, duas ou mais em pelo menos um intrdo, ou todas
num Unico intrdo). Em algumas formas de realizacdo, a
enzima CRISPR, a sequéncia guia, a sequéncia de
emparelhamento tracr e a sequéncia tracr sdo ligadas de

forma operativa e expressas a partir do mesmo promotor.

Em algumas formas de realizacdo, um vetor compreende um ou
mais locais de insercdo, tais como uma seguéncia de
reconhecimento da endonuclease de restricéao (também
referido como um "local de clonagem"). Em algumas formas de
realizacdo, um ou mais locais de insercdo (por exemplo,
aproximadamente ou mais do que aproximadamente 1, 2, 3, 4,
5 6, 7, 8, 9, 10, ou mais locais de insercdo) estédo
localizados a montante e/ou a Jjusante de um ou mais
elementos da sequéncia de um ou mais vetores. Em algumas
formas de realizacdo, um vetor compreende um local de
insercdo a montante de uma sequéncia de emparelhamento
tracr, e, opcionalmente, a jusante de um elemento regulador
ligado operacionalmente & sequéncia de emparelhamento
tracr, de tal modo que apds a insercdo de uma sequéncia
guia no local de insercdo e apds a expressido da sequéncia

guia dirige a ligacdo especifica da sequéncia de um
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complexo de CRISPR a uma sequéncia alvo numa célula
eucaridtica. Em algumas formas de realizacdo, um vetor
compreende dois ou mais locais de insercdo, cada local de
insercéo esté localizado entre duas sequéncias de
emparelhamento tracr de modo a permitir a insercdo de uma
sequéncia guia em cada local. Em tal disposicédo, as duas ou
mais sequéncias guia podem compreender duas ou mais cdédpias
de uma Unica sequéncia guia, duas ou mais sequéncias guia
diferentes, ou combinacdes das mesmas. Quando vVvarias
sequéncias guia diferentes sdo utilizadas, um uUnico vetor
(construct) de expressdo pode ser utilizado para direcionar
a atividade CRISPR para multiplas sequéncias alvo
correspondentes diferentes dentro de uma célula. Por
exemplo, um Unico vetor pode compreender aproximadamente ou
aproximadamente mais de 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 15,
20, ou mais sequéncias guia. Em algumas formas de
realizacéo, podem ser fornecidos aproximadamente ou
aproximadamente mais do que 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10,
ou mais de tais vetores contendo sequéncia guia, e

opcionalmente entregues a uma célula.

Em algumas formas de realizacdo, um vetor compreende um
elemento regulador 1ligado de forma operacional a uma
sequéncia codificante da enzima que codifica uma enzima
CRISPR, tal como uma proteina Cas. O0s exemplos né&o
limitativos de proteinas Cas incluem Casl, CaslB, CasZ2,
Cas3, Cas4, Casb, Cas6, Cas’/, Cas8, Cas9 (também conhecido
como Csnl e Csx12), Casl0, Csyl, Csy2, Csy3, Csel, CseZ,
Cscl, Csc2, Csab, Csn2, Csm2, Csm3, Csm4, Csmb, Csm6, Cmrl,
Cmr3, Cmr4, Cmr5, Cmr6, Csbl, Csb2, Csb3, Csxl7, Csxl4,
Csx10, Csxlo, CsaX, Csx3, Csxl, Csxl5, Csfl, Csf2, Csf3,
Csf4, hombélogos das mesmas, ou versdes modificadas das

mesmas. Estas enzimas sdo conhecidas; por exemplo, a
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sequéncia de aminoédcidos da proteina Cas9 de S. pyogenes
pode ser encontrada na base de dados SwissProt com o numero
de acesso Q99ZW2. Em algumas formas de realizacdo, a enzima
CRISPR nédo modificada tem atividade de clivagem de DNA, tal
como a Cas9. Em algumas formas de realizacdo a enzima
CRISPR é a Cas9, e pode ser Cas9 de S. pyogenes ou de S.
pneumoniae. Em algumas formas de realizacdo, a enzima
CRISPR dirige a clivagem de uma ou ambas as cadeias no
local de uma sequéncia alvo, tal como dentro da sequéncia
alvo e/ou no interior do complemento da sequéncia alvo. Em
algumas formas de realizacdo, a enzima CRISPR dirige a
clivagem de uma ou ambas as cadeias dentro de
aproximadamente 1, 2, 3, 4, 5, o, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 25,
50, 100, 200, 500, ou mais pares de bases a partir do
primeiro ou do ultimo nucledétido de uma sequéncia alvo. Em
algumas formas de realizacdo, um vetor codifica uma enzima
CRISPR gque ¢é mutada em relacdo a uma enzima de tipo
selvagem correspondente de tal modo gque a enzima CRISPR
mutada n&do tem a capacidade para clivar uma ou ambas as
cadeias de um polinucledtido alvo contém uma sequéncia
alvo. Por exemplo, uma substituicdo de aspartato por
alanina (D10A) no dominio catalitico RuvC I da Cas9 de S.
pyogenes converte a Cas9 de uma nuclease que cliva ambas as
cadeias para uma nickase (cliva uma cadeia simples). Outros
exemplos de mutacdes que tornam a Cas9 uma nickase incluem,
sem limitacdo, H840A, N854A, e N863A. Em algumas formas de
realizacdo, uma Cas9 nickase pode ser usada em combinacéo
com uma ou umas sequéncias guia, por exemplo, duas
sequéncias de guia, que tém como alvo, respetivamente, as
cadeias sense e anti-sense do DNA alvo. Esta combinacéo
permite que ambas as cadeias sejam cortadas e utilizadas
para induzir NHEJ. Os requerentes demonstraram (dados néo

apresentados) a eficadcia de duas nickase alvos (ou seja,
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SgRNAs direcionados para o mesmo local, mas com diferentes
cadeias de DNA) na inducdo de NHEJ mutagénico. Uma uUnica
nickase (Cas9-D10A com um Unico sgRNA) é incapaz de induzir
NHEJ e criar indels mas os Requerentes demonstraram que a
dupla nickase (Cas9-D10A e dois sgRNAs direcionados para
diferentes cadeias na mesma localizacdo) pode fazé-lo em
células estaminais embriondrias humanas (hESCs). A eficéacia
¢ aproximadamente de 50% da nuclease (por exemplo, Cas?9

regular sem mutacdo D10) em hESCs.

Como mais um exemplo, dois ou mais dominios cataliticos de
Cas9 (RuvC I, RuvC II, e RuvC III) podem ser mutados para
produzir um mutante Cas9 gque carece substancialmente de
toda a atividade de clivagem de DNA. Em algumas formas de
realizacdo, uma mutacdo D10A ¢é combinado com uma ou mais
mutacdes H840A, N854A, ou N863A para produzir uma enzima
Cas9 gue carece substancialmente de toda a atividade de
clivagem de DNA. Em algumas formas de realizacdo, uma
enzima CRISPR é considerada que carece substancialmente de
toda a atividade de clivagem de DNA em que a atividade de
clivagem do DNA da enzima mutada ¢é menos do que
aproximadamente 25%, 10%, 5%, 1%, 0,1%, 0,01%, ou inferior,
com respeito a sua forma ndo mutada. Outras mutacdes podem
ser Uteis; quando a enzima Cas9 ou outra enzima CRISPR & de
uma espécie diferente de S. pyogenes, mutacdes nos
aminodcidos correspondentes podem ser feitas para conseguir

efeitos similares.

Em algumas formas de realizacdo, uma sequéncia codificante
da enzima que codifica uma enzima CRISPR tem coddes
otimizados para a expressdo em células especificas, tais
como as células eucaridticas. As células eucaridticas podem

ser aquelas de ou derivadas de um organismo especifico, tal
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como um mamifero, incluindo, mas ndo limitado a, humanos,
ratinho, rato, coelho, c&o, ou um primata ndo humano. Em
geral, a otimizacdo de coddes refere-se a um processo de
modificacdo de uma sequéncia de &cidos nucleicos para
aumentar a expressdo nas células hospedeiras de interesse
através da substituicdo de pelo menos um coddo (por
exemplo, aproximadamente ou mais do que aproximadamente 1,
2, 3, 4, 5, 10, 15, 20, 25, 50, ou mals coddes) da
sequéncia nativa com coddes que sdo mais frequentes ou mais
frequentemente utilizados nos genes dessa célula hospedeira
enquanto mantendo a sequéncia de aminodcidos nativa. Véarias
espécies exibem preferéncias para determinados coddes de um
aminoadcido particular. As preferéncias de codédo (diferencas
na utilizacdo de coddes entre organismos) frequentemente
estdo correlacionadas com a eficiéncia de traducdo de RNA
mensageiro (mRNA), que por sua vez dgue se acredita dque
depende, entre outras coisas, das propriedades dos coddes a
serem traduzidos e disponibilidade de determinadas
moléculas de RNA de transferéncia (tRNA). O predominio de
tRNA selecionados numa célula é geralmente um reflexo dos
coddes utilizados mais frequentemente na sintese de
péptidos. Consequentemente, o0s genes podem ser adaptados
para uma expressdo genética otimizada num dado organismo
com base na otimizacdo de coddes. Tabelas de utilizacdo de
coddes estdo prontamente disponiveis, por exemplo, na
"Codon Usage Database" (base de dados de uso de coddes), e
essas tabelas pode ser adaptadas num variado numero de
maneiras. Ver Nakamura, Y., et al. "Codon usage tabulated
from the international DNA sequence database: status for
the year 2000" Nucl. Acids Res. 28:292 (2000). Também estédo
disponiveis algoritmos computacionais para a otimizacdo de
coddo de uma sequéncia particular para a expressdo numa

célula hospedeira particular, tal como Gene Forge (Aptagen;
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Jacobus, PA). Em algumas formas de realizacdo, um ou mais
coddes (por exemplo, 1, 2, 3, 4, 5, 10, 15, 20, 25, 50, ou
mais, ou todos os coddes) de uma sequéncia que codifica uma
enzima CRISPR corresponde ao codé&o utilizado mais

frequentemente para um aminoacido em particular.

Em algumas formas de realizacdo, um vetor codifica uma
enzima CRISPR que compreende uma ou mais sequéncias de
localizacdo nuclear (NLS), tal como aproximadamente ou mais
que aproximadamente 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, ou mais
NLS. Em algumas formas de realizacdo, a enzima CRISPR
compreende aproximadamente ou mais que aproximadamente 1,
2, 3, 4, 5, o, 7, 8, 9, 10, ou mais NLS no terminal amino
ou perto deste, aproximadamente ou mais gque aproximadamente
1, 2, 3, 4, 5, o, 7, 8, 9, 10, ou mais NLS no terminal
carboxilico ou perto deste, ou uma combinacdo dos mesmos
(por exemplo, uma ou mais NLS no terminal amino e uma ou
mais NLS no terminal carboxilico). Quando mais do gque uma
NLS estd presente, cada uma pode ser selecionada
independentemente das outras, de tal modo gque uma Unica NLS
pode estar presente em mais do gque uma cdpia e/ou em
combinacdo com uma ou mais outras NLS presente numa ou mais
copias. Numa forma de realizacdo preferida da invencdo, a
enzima CRISPR compreende no maximo 6 NLS. Em algumas formas
de realizacdo, uma NLS ¢é considerada perto do N- ou C-
terminal, gquando o aminocdcido mais prdéximo da NLS esté
dentro de aproximadamente 1, 2, 3, 4, 5, 10, 15, 20, 25,
30, 40, 50, ou mais aminocdcidos ao 1longo da cadeia
polipeptidica a partir do N- ou C-terminal. Tipicamente,
uma NLS consiste em uma ou mais sequéncias curtas de
lisinas ou argininas carregadas positivamente expostas na
superficie da proteina, mas outros tipos de NLS sé&o

conhecidos. Exemplos ndo limitativos de NLS incluem uma
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sequéncia NLS derivada: da NLS do antigénio T grande do
virus SV40, que tem a sequéncia de aminodcidos PKKKRKV; da
NLS da nucleoplasmina (por exemplo, a NLS bipartida da
nucleoplasmina com a sequéncia KRPAATKKAGQAKKKK); das NLS
de c-myc que possui a sequéncia de aminodcido PAAKRVKLD ou
RORRNELKRSP; da NLS de hRNPA1L M9 tendo a sequéncia
NQSSNFGPMKGGNEFGGRSSGPYGGGGQYFAKPRNQGGY ; da sequéncia
RMRIZFKNKGKDTAELRRRRVEVSVELRKAKKDEQILKRRNV do dominio IBB
da importina-alfa; das sequéncias VSRKRPRP e PPKKARED da
proteina T de mioma; da sequéncia POPKKKPL de p53 humana;
da sequéncia SALIKKKKKMAP de c¢-abl IV de rato; das
sequéncias DRLRR e PKQKKRK do wvirus NS1 da gripe; da
sequéncia RKLKKKIKKL do antigénio delta do virus da
Hepatite; da sequéncia REKKKFLKRR da proteina Mxl de rato;
da sequéncia KRKGDEVDGVDEVAKKKSKK da poli(ADP-ribose)-
polimerase humana; e da sequéncia RKCLQAGMNLEARKTKK de
glucocorticoides de recetores de hormonas esteroides

(humano) .

Em geral, a uma ou mais NLS s&o de uma resisténcia
suficiente para levar a acumulacdo da enzima CRISPR em
quantidade detetédvel no nucleo de uma célula eucaridtica.
Em geral, a forca da atividade de localizacdo nuclear pode
derivar a partir do numero de NLS na enzima CRISPR, a ou as
NLS usadas em particular, ou uma combinacdo destes fatores.
A detecdo da acumulacdo no nlUcleo pode ser realizada por
qualguer técnica adequada. Por exemplo, um marcador
detetédvel pode ser fundido com a enzima CRISPR, de modo a
que a localizacdo dentro de uma célula possa ser
visualizada, tal como em combinacdo com um meio para
detetar a localizacdo do nucleo (por exemplo, um corante
especifico para o nucleo, tal como DAPI). Exemplos de

marcadores detetdveis incluem proteinas fluorescentes (tais
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como as proteinas fluorescentes de cor Verde, ou GFP; RFP;
CFP), e marcadores de epitopo (etiqueta (tag) HA, etiqueta
flag, etiqueta SNAP). Os nucleos das células também podem
ser isolados a partir de células, cujos contetdos se podem
entdo analisar por qualgquer processo adequado para a
detecdo de proteina, tal como imunohistoquimica, Western
blot, ou ensaios de atividade enzimadtica. A acumulacdo no
niucleo pode também ser determinada indiretamente, tal como
por um ensaio para o efeito de formacdo de complexos CRISPR
(por exemplo, ensaio de clivagem de DNA ou mutacdo na
sequéncia alvo, ou ensaio para a alteracdo da atividade de
expressdo do gene alterada afetada pela formacdo do
complexo CRISPR e/ou atividade da enzima CRISPR), em
comparacdo com um controlo ndo expostos a enzima ou
complexo CRISPR, ou expostos a uma enzima CRISPR que tem em

falta um ou mais NLS.

De um modo geral, uma sequéncia guia € qualquer segquéncia
de polinucledtidos tendo complementaridade suficiente com
uma sequéncia de polinucledétidos alvo para hibridar com a
sequéncia alvo e orientar a ligacdo especifica de
sequéncias de um complexo CRISPR com a sequéncia alvo. Em
algumas formas de realizacdo, o grau de complementaridade
entre a sequéncia guia e a sua sequéncia alvo
correspondente, quando otimamente alinhadas utilizando um
algoritmo de alinhamento adequado, ¢é aproximadamente ou
mais do que aproximadamente 50%, ©60%, 75%, 80%, 85%, 90%,
95%, 97,5%, 99%, ou mais. O alinhamento oétimo pode ser
determinado com a utilizacdo de qualquer algoritmo adequado
para alinhar sequéncias, e exemplos ndo limitativos dos
mesmos incluem o algoritmo de Smith-Waterman, o algoritmo
de Needleman-Wunsch, algoritmos baseados na Transformacdo

de Burrows-Wheeler (por exemplo, o Alinhador de Burrows
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Wheeler), ClustalW, Clustal X, BLAT, Novoalign (Novocraft
Technologies, ELAND (I1llumina, San Diego, CA), SOAP
(disponivel em soap.genomics.org.cn), e Mag (disponivel em
maqg.sourceforge.net). Em alguns formas de realizacdo, uma
sequéncia guia é aproximadamente ou mais do que
aproximadamente 5, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19,
20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 35, 40, 45, 50,
75, ou mais nucledtidos de comprimento. Em algumas formas
de realizacéo, uma sequéncia guia é menor do que
aproximadamente 75, 50, 45, 40, 35, 30, 25, 20, 15, 12, ou
menos nucledtidos de comprimento. A capacidade de uma
sequéncia guia para orientar a ligacdo especifica da
sequéncia de um complexo CRISPR a uma sequéncia alvo pode
ser avaliada por qualquer ensaio adequado. Por exemplo, os
componentes de um sistema CRISPR suficientes para formar um
complexo CRISPR, incluindo a sequéncia guia a ser testada,
podem ser fornecidos a uma célula hospedeira tendo a
correspondente sequéncia alvo, tal como por transfeccdo com
vetores que codificam os componentes da sequéncia CRISPR,
seguida por uma avaliacdo da clivagem preferencial no
interior da sequéncia alvo, tal como pelo ensaio Surveyor
descrito na presente divulgacdo. Da mesma forma, a clivagem
de uma sequéncia de polinucledtidos alvo pode ser avaliada
num tubo de ensaio fornecendo a sequéncia alvo, componentes
de um complexo CRISPR, incluindo a sequéncia guia para ser
testada e uma sequéncia guia de controlo diferente da
sequéncia guia do teste, e comparando a ligacdo ou taxa de
clivagem na sequéncia alvo entre reacdes com sequéncia guia
em teste e controlo. Outros ensaios sdo possiveis, e iréo

ocorrer aos peritos na técnica.

Uma sequéncia guia pode ser selecionada para ser dirigida

para qualgquer sequéncia alvo. Em algumas formas de
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realizacdo, a sequéncia alvo ¢é uma sequéncia dentro do
genoma de uma célula. Sequéncias alvo exemplares incluem
aqueles gque sdo Unicas no genoma alvo. Por exemplo, para a
Cas9 de S. pyogenes, uma sequéncia alvo Unica num genoma
pode incluir um local alvo Cas?9 na forma
MMMMMMMMNNNNNNNNNNNNXGG onde NNNNNNNNNNNNXGG (N & A, G, T,
ou C; e X pode ser qualgquer coisa) tem uma Unica ocorréncia
no genoma. Uma sequéncia alvo Unica num genoma pode incluir
um local alvo Cas?9 de S. pyogenes na forma
MMMMMMMMMNNNNNNNNNNNXGG onde NNNNNNNNNNNXGG (N & A, G, T,
ou C; e X pode ser qualgquer coisa) tem uma Unica ocorréncia
no genoma. Para a CRISPR1 Cas9 de S. thermophilus, uma
sequéncia alvo Unica num genoma pode incluir um local alvo
Cas9 na forma MMMMMMMMNNNNNNNNNNNNXXAGAAW onde
NNNNNNNNNNNNXXAGAAW (N & A, G, T, ou C; X pode ser qualquer
coisa; e W é A ou t) tem uma Unica ocorréncia no genoma.
Uma sequéncia alvo Unica num genoma pode incluir um local
alvo CRISPR1 Cas9 de S. thermophilus na forma
MMMMMMMMMNNNNNNNNNNNXXAGAAW onde NNNNNNNNNNNXXAGAAW (N é& A,
G, T, ou C; X pode ser qualquer coisa; e W é& A ou T) tem
uma Unica ocorréncia no genoma. Para a Cas9 de S. pyogenes,
uma sequéncia alvo Unica num genoma pode incluir um local
alvo Cas?9 na forma MMMMMMMMNNNNNNNNNNNNXGGXG onde
NNNNNNNNNNNNXGGXG (N & A, G, T, ou C; e X pode ser gqualquer
coisa) tem uma uUnica ocorréncia no genoma. Uma sequéncia
alvo Unica num genoma pode incluir um local alvo Cas9 de S.
pyvogenes da forma MMMMMMMMNMNNNNNNNNNNXGGXG onde
NNNNNNNNNNNXGGXG (N & A, G, T, ou C; e X pode ser qualquer
coisa) tem uma Unica ocorréncia no genoma. Em cada uma
destas sequéncias "M" pode ser A, G, T ou C, e nédo
necessitam de ser considerados na identificacdo de uma

sequéncia como Unica.
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Em algumas formas de realizacdo, uma sequéncia guia &
selecionada para reduzir o grau de estrutura secundédria no
interior da sequéncia guia. A estrutura secundidria pode ser
determinada por qualgquer algoritmo adequado de folding de
polinucledtidos. Alguns programas sdo baseados no célculo
da energia livre de Gibbs minima. Um exemplo de um tal
algoritmo é mFold, tal como descrito por Zuker e Stiegler
(Nucleic Acids Res. 9 (1981), 133-148). Outro exemplo de
algoritmo de folding ¢ o servidor da web on-line RNAfold,
desenvolvido no Instituto de Quimica Tedrica na
Universidade de Viena, usando o algoritmo de previsdo de
estrutura centrdide (ver por exemplo A.R. Gruber et al.,
2008, Cell 106(1l):23-24.; e P.A. Carr e GM Church, 2009,
Nature Biotechnology 27 (12):1151-1162).

De um modo geral, uma sequéncia de emparelhamento tracr
inclui gqualguer sequéncia gue tem uma complementaridade
suficiente com uma sequéncia tracr para promover um ou mais
de: (1) excisdo de wuma sequéncia guia flangqueada por
sequéncias de emparelhamento tracr numa célula gque contém a
sequéncia tracr correspondente; e (2) formacdo de um
complexo CRISPR numa sequéncia alvo, em gque o complexo
CRISPR compreende a sequéncia de emparelhamento tracr
hibridada com a sequéncia tracr. Em geral, o grau de
complementaridade refere-se ao alinhamento bdtimo da
sequéncia de emparelhamento tracr e a sequéncia tracr, ao
longo do comprimento da mais curta das duas sequéncias. O
alinhamento ¢timo pode ser determinado por gualquer
algoritmo de alinhamento adequado, e pode ainda ter conta
estruturas secundéarias, como a auto complementaridade
dentro da sequéncia tracr ou da sequéncia de emparelhamento
tracr. Em algumas formas de realizacdo, 0o grau de

complementaridade entre a sequéncia tracr e a sequéncia de
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emparelhamento tracr ao longo do comprimento do mais curto
dos dois quando otimamente alinhado é de aproximadamente ou
mais do que aproximadamente 25%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%,
80%, 90%, 95%, 97,5%, 99%, ou superior. Nas Figuras 12B e
13B sdo fornecidas ilustracdes exemplo de alinhamento étimo
entre uma sequéncia tracr e uma sequéncia de emparelhamento
tracr. Em algumas formas de realizacdo, a sequéncia tracr
tem aproximadamente ou mais do que aproximadamente 5, 6, 7,
8, 9, 110, 11, 12, 13, 14, 15, 1le¢, 17, 18, 19, 20, 25, 30,
40, 50, ou mais nucledétidos de comprimento. Em algumas
formas de realizacdo, a sequéncia tracr e a sequéncia de
emparelhamento tracr estdo contidas dentro de um unico
transcrito, de modo a que a hibridac&o entre os dois produz
um transcrito que tem uma estrutura secundaria, tal como
uma forquilha. As sequéncias preferidas que formam alcas
para uso em estruturas forquilha tém quatro nucledtidos de
comprimento, e mais preferivelmente tém a sequéncia GAAA.
No entanto, sequéncias algca mais curtas ou mais longas
podem ser usadas, assim como se podem usar sequéncias
alternativas. As sequéncias incluem, de preferéncia um
tripleto de nucledtidos (por exemplo, AAA), e um nucledtido
adicional (por exemplo, C ou G). Exemplos de sequéncias que
formam alcas incluem CAAA e AAAG. Numa forma de realizacédo
da divulgacéo, a transcricédo ou a sequéncia de
polinucledtidos transcritos tem, pelo menos, duas ou mais
forquilhas. Em outras formas de realizacdo da divulgacdo, o
transcrito tem duas, trés, quatro ou cinco forquilhas. Numa
outra forma de realizacdo, o transcrito tem como méximo
cinco forquilhas. Em algumas formas de realizacdo, o
transcrito individual inclui ainda uma sequéncia de
finalizacdo da transcricdo; de preferéncia esta ¢é uma
sequéncia poli-T, por exemplo, seis nuclebdétidos T. Uma

ilustracédo com exemplo de uma tal estrutura de forquilha é
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fornecida na porcédo inferior da Figura 13B, em que a porcéao
da sequéncia 5' do "N" final e a montante da alca
corresponde a sequéncia de emparelhamento tracr, e a porcéo
da sequéncia 3' da alca corresponde a sequéncia tracr.
Outros exemplos n&o limitativos de polinucledétidos
individuais que compreendem uma sequéncia guia, uma
sequéncia de emparelhamento tracr, e uma sequéncia tracr
sdo o0s seguintes (listados 5' para 3'), em gque "N"
representa uma base de uma sequéncia guia, o primeiro bloco
de letras mintsculas representam a sequéncia de
emparelhamento tracr, e e} segundo bloco de letras
mintsculas representam a sequéncia tracr, e a sequéncia

final poli-T representa o terminador da transcricgdo:

(H
NHNNNNNNNNNNNNNNNNNNNgittitglacicicaagattiaGAA Ataaatctigeagaagetacaangataaggctt
catgecgaaatcagcacecigicatitiatggeaggetetticgitatttaa TTTTTT; {3

NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNgtttttgtactc tcaGA A A tgeagaage tacasagatanggetteatgec gaaatca

acaccctgicattttatggcagggtgiticgtiatttaaTETTTT; (3)
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNgtittigtacteical A A Atgeagaagctacaaagatanggeicatgec gaaatea
acacccigicatttatggeagemgtTITTTT; {4)
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNgttttagagetaGAA Atageaagttagaataaggciagtceptiatcaactigaaaa
agtggcaccgugepmtge TTTTTT, {5)
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNgttitagagetaGA AATAGeaagitaasataaggotagicogttatcaactigaa
aaagtg TTTTTTT; e (&)

NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNgrittagagetag AAATAGeaggttaaaataaggotagicogiiateaTTTTT
TTT.

Em algumas formas de realizacdo, as sequéncias (1) a (3)
sdo utilizadas em combinacdo com a Cas9 de CRISPR1 de S.
thermophilus. Em algumas formas de realizacéao, as
sequéncias (4) a (6) sdo utilizadas em combinacdo com Cas9
de S. pyogenes. Em algumas formas de realizacdo, a
sequéncia tracr é um transcrito separado de uma transcricéo
que compreende a sequéncia de emparelhamento tracr (tal

como sSe ilustra na parte superior da Figura 13B).
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Em algumas formas de realizacdo, um modelo de recombinacédo
¢ também fornecido. Um modelo de recombinacgédo pode ser um
componente de um outro vetor, tal como descrito na presente
divulgacdo, contido num vetor separado, ou fornecido como
um polinucledtido separado. Em algumas formas de
realizacdo, um modelo de recombinacdo ¢é concebido para
servir como um molde no processo de recombinacdo homdloga,
tal como no interior ou perto de uma sequéncia alvo nicked
ou clivada por uma enzima CRISPR como parte de um complexo
de CRISPR. Um polinucledétido molde pode ser de qualquer
comprimento adequado, tal como aproximadamente ou mais do
que aproximadamente 10, 15, 20, 25, 50, 75, 100, 150, 200,
500, 1000, ou mais nucledétidos de comprimento. Em algumas
formas de realizacdo, o polinucledétido molde é complementar
a uma porcdo de um polinuclebdétido gque compreende a
sequéncia alvo. Quando perfeitamente alinhado, um
polinucledtido molde pode sobrepor-se com um ou mais
nucledtidos de uma sequéncia alvo (por exemplo,
aproximadamente ou mais de aproximadamente 1, 5, 10, 15,
20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 60, 70, 80, 90, 100 ou mais
nucledétidos). Em algumas formas de realizacdo, gquando uma
sequéncia molde e um polinucledétido compreendendo uma
sequéncia alvo estdo otimamente alinhados, o nucledtido
mais préximo do polinucledétido molde estd dentro de
aproximadamente 1, 5, 10, 15, 20, 25, 50, 75, 100, 200,
300, 400, 500, 1000, 5000, 10000 ou mais nucledtidos a

partir da sequéncia alvo.

Em algumas formas de realizacdo, a enzima CRISPR é parte de
uma proteina de fusdo gue compreende um ou mais dominios
heterbélogos de proteinas (por exemplo, aproximadamente ou
mais do que aproximadamente 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10,

ou mais dominios, para além da enzima CRISPR). Uma proteina
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de fusdo de enzima CRISPR pode compreender qualquer
sequéncia de proteinas adicional e, opcionalmente, uma
sequéncia de ligacdo entre quaisquer dois dominios.
Exemplos de dominios de proteinas que podem ser fundidos
com uma enzima CRISPR incluem, sem limitacdo, marcadores de
epitopo, sequéncias de gene repdérter, e dominios de
proteinas gue possuam uma ou mais das seguintes atividades:
atividade de metilase, atividade desmetilase, atividade de
ativacéao da transcricéo, atividade de represséao de
transcricdo, atividade do fator libertacdo da transcricéo,
atividade de modificacdo das histonas, atividade de
clivagem de RNA e a atividade de ligacdo de acido nucleico.
Os exemplos ndo limitativos de marcadores de epitopo
incluem etiquetas de histidina (His), etiqueta V5,
etiquetas FLAG, hemaglutinina (HA) do virus da gripe,
etiqueta Myc, etiqueta VSV-G e etiqueta tiorredoxina (Trx).
Exemplos de genes repdrter incluem, mas nédo estdo limitados
a, glutationa-S-transferases (GST), peroxidase de réabano
(HRP) , cloranfenicol acetiltransferase (CAT), beta-
galactosidase, beta-glucoronidase, luciferase, ©proteina
fluorescente de cor verde (GFP), HcRed, DsRed, proteina
fluorescente de cor ciano (PCP), proteina fluorescente de
cor amarela (YFP), e proteinas autofluorescentes, incluindo
proteina fluorescente de cor azul (BFP). Uma enzima CRISPR
pode ser fundida a uma sequéncia de um gene que codifica
uma proteina ou um fragmento de uma proteina que se liga a
moléculas de DNA ou se liga a outras moléculas celulares,
incluindo mas n&o se limitando a proteina de ligacdo a
maltose (MBP), etiqueta-S, fusdes do dominio de ligacdo ao
DNA (DBD) Lex A, fusdes do dominio ligacdo ao DNA GAL4, e
fusdes da proteina BP16 do virus do herpes simplex (HSV).
Dominios adicionais que podem formar parte de uma proteina

de fusdo que compreende uma enzima CRISPR sdo descritos em
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US20110059502, aqui incorporada como referéncia. Em algumas
formas de realizacdo, uma enzima CRISPR com etiquetas &

usado para identificar a localizacdo de uma sequéncia alvo.

Em alguns aspetos, a presente divulgacdo prevé métodos que
compreendem a entrega de um ou mais polinucledtidos, tais
como um ou mais vetores tal como descrito nesta divulgacédo,
um ou mails transcritos do mesmo, e/ou uma ou proteinas
transcritas do mesmo, a uma célula hospedeira. Em alguns
aspetos, a presente divulgacdo prevé ainda células
produzidas por tais métodos, e organismos (tais como
animais, plantas ou fungos) compreendendo, ou produzidos, a
partir de tais células. Em algumas formas de realizacédo,
uma enzima CRISPR em combinacdo com (e, opcionalmente, em
complexo com) uma sequéncia guia € entregue a uma célula.
Podem ser usados métodos de transferéncia genética
convencionais baseados em virus ou nédo para introduzir
dcidos nucleicos em células ou tecidos alvo de mamifero.
Tais métodos podem ser utilizados para administrar &cidos
nucleicos que codificam componentes de um sistema CRISPR em
células em cultura, ou num organismo hospedeiro. Os
sistemas de distribuicdo de vetores ndo virais incluem
plasmideos de DNA, RNA (por exemplo, a transcricdo de um
vetor descrita na presente divulgacédo), &acido nucleico nu e
dcido nucleico complexado com um veiculo de entrega, tal
como um lipossoma. Os sistemas de distribuicédo de vetores
virais incluem virus de DNA e RNA, que tém gque genomas
epissédmicos ou integrados apds entrega a célula. Para uma
revisdo dos procedimentos de terapia genética, ver
Anderson, Science 256:808-813 (1992); Nabel & Felgner,
TIBTECH 11:211-217 (1993); Mitani & Caskey, TIBTECH 11:162-
166 (1993); Dillon, TIBTECH 11:167-175 (1993); Miller,
Nature 357:455-460 (1992) ; Van Brunt, Biotechnology
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6(10):1149-1154 (1988); Vigne, Restorative Neurology and
Neuroscience 8:35-36 (1995); Kremer & Perricaudet, British
Medicai Bulletin 51(1):31-44 (1995); Haddada et al., em
Current Topics in Microbiology and Immunology Doerfler e
Bohm (eds) (1995); e Yu et al., Gene Therapy 1:13-26
(1994).

Os métodos de administracdo ndo virais de &cidos nucleicos
incluem lipofeccdo, nucleofeccdo, microinjecdo, biolistica,
virossomas, lipossomas, imunolipossomas, policatido ou
conjugados de lipido:éacido nucleico, DNA nu, virides
artificiais e absorcdo do DNA aumentada por agente. A
lipofeccédo é descrita em, por exemplo, Patente U.S. N°s
5,049,386, 4,946,787; e 4,897,355) e o0s reagentes de
lipofeccdo sdo vendidos comercialmente (por exemplo,
Transfectam™ e Lipofectin™). Os lipidos catidnicos e
neutros adequados para a lipofeccéo eficiente de
reconhecimento do recetor de polinucledtidos incluem os gue
sdo apresentados em Felgner, WO 91/17424; WO 91/16024. A
entrega pode ser realizada em células (por exemplo, in
vitro ou ex vivo da administracdo) ou tecidos alvo (por

exemplo, a administracdo in vivo).

A preparacdo dos complexos lipido:écido nucleico, incluindo
lipossomas dirigidos, tais como complexos de imuno-lipidos,
¢ bem conhecida de um perito na técnica (ver, por exemplo,
Crystal, Science 270:404-410 (1995); Blaese et al., Cancer
Gene Ther. 2:291-297 (1995); Behr et al., Bioconjugate
Chem. 5:382-389 (1994); Remy et al., Bioconjugate Chem.
5:647-654 (1994); Gao et al., Gene Therapy 2:710-722
(1995); Ahmad et al., Cancer Res. 52:4817-4820 (1992);
Patente U.s. N°s 4,186,183, 4,217,344, 4,235,871,
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4,261,975, 4,485,054, 4,501,728, 4,774,085, 4,837,028, e
4,946,787) .

A utilizacdo de sistemas baseados em virus de RNA ou de DNA
para a entrega de &cidos nucleicos traz a vantagem de
processos altamente desenvolvidos para direcionar virus a
células especificas no corpo e o trafico de carga viral
para o nucleo. 0Os vetores virais podem ser administrados
diretamente aos pacientes (in vivo) ou podem ser utilizados
para tratar células in vitro, e as células modificadas
podem opcionalmente ser administradas a doentes (ex vivo).
Os sistemas baseados em virus convencionais podem incluir
vetores retrovirails, de lentivirus, adenovirails, adeno-
associados e de virus herpes simplex para transferéncia
genética. A integracdo no genoma do hospedeiro é possivel
com os métodos de transferéncia de genes de retrovirus,
lentivirus, e de virus adeno-associados, resultando
frequentemente em expressdo a longo prazo do transgene
inserido. Além disso, foram observadas eficiéncias de
transducédo elevadas em muitos tipos diferentes de células e

tecidos alvo.

O tropismo de um retrovirus pode ser alterado por
incorporacdo de proteinas de invédlucro externas, expandindo
a populacdo potencial alvo de células alvo. 0Os vetores
lentivirais s&o vetores retrovirais que sdo capazes de
transduzir ou infetar células que ndo estdo em divisdo e
produzem tipicamente elevados titulos virais. A selecdo de
um sistema de transferéncia de genes retroviral depende
portanto do tecido alvo. Os vetores retrovirais séo
constituidos por repeticdes terminais longas gque atuam em
cis com capacidade de empacotamento até 6-10 kb de

sequéncia externa. As LTR que atuam em cis minimas sé&o
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suficientes para replicacdo e empacotamento dos vetores,
que sdo entdo utilizados para integrar o gene terapéutico
na célula alvo levando a expressdo permanente do transgene.
Vetores retrovirais que sdo amplamente usados incluem
aqueles com base em virus da leucemia de murino (MulLV),
virus da leucemia de macaco gibdo (GalLV), virus da
Imunodeficiéncia Simio (SIV), virus da imunodeficiéncia
humana (VIH) e suas combinacdes (ver, por exemplo,
Buchscher et al., J. Virol. 66:2731-2739 (1992); Johann et
al., J. Virol. 66:1635-1640 (1992); Sommnerfelt et al.,
Virol. 176:58-59 (1990); Wilson et al., J. Virol. 63:2374-
2378 (1989); Miller et al., J. Virol. 65:2220-2224 (1991);
PCT/US94/05700) .

Nas aplicacdes em que se prefere a expressdo transiente,
podem ser utilizados sistemas baseados em adenovirus. Os
vetores baseados em adenovirus sdo capazes de eficiéncia de
transducdo muito elevada em muitos tipos celulares e néao
requerem divisdo celular. Com tais vetores podem ser
obtidos titulos e niveis de expressdo elevados. Este vetor
pode ser produzido em grandes quantidades num sistema
relativamente simples. Os vetores do virus adeno-associados
("AAV") também podem ser utilizados para transduzir células
com &cidos nucleicos alvo, por exemplo, na producdo 1in
vitro de &4cidos nucleicos e péptidos, para procedimentos de
terapia genética in vivo e ex vivo (ver, por exemplo, West
et al, Virology 160:38-47 (1987) ; Patente U.S. N°.
4,797,368; WO 93/24641; Kotin, Human Gene Therapy 5:793-801
(1994); Muzyczka, J. Clin. Invest. 94.:1351 (1994) A
construcdo de vetores AAV recombinantes estdo descritos em
varias publicacdes, incluindo Patente U.S. N° 5,173,414;
Tratschin et a., Mol. Cell. Biol. 5:3251-3260 (1985);
Tratschin, et a., Mol. Cell. Biol. 4:2072-2081 (1984);
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Hermonat & Muzyczka, PNAS 81:6466-6470 (1984); e Samulski
et a., J. Virol .63:03822-3828 (1989).

As células de empacotamento sdo tipicamente utilizadas para
formar particulas de virus que s&o capazes de infetar uma
célula hospedeira. Tais células incluem células 293, dque
empacotam adenovirus, e Y2 células ou células PA317, que
empacotam retrovirus. Os vetores virais utilizados em
terapia genética sdo gerados normalmente através da
producdo de uma linha celular gque empacota um vetor de
dcido nucleico para numa particula viral. Os vetores contém
tipicamente as sequéncias virais minimas necessdrias para o
empacotamento e subsequente integracdo num hospedeiro,
sendo substituidas outras sequéncias virais por uma cassete
de expressdo para o polinucledtido ou polinuclebdtidos a
expressar. As funcdes virais em falta sdo geralmente
fornecidas em trans através da linha celular de
empacotamento. Por exemplo, o0s vetores AAV utilizados em
terapia genética geralmente possuem apenas sequéncias ITR
do genoma AAV que S80 necessarias para empacotamento e
integracdo no genoma do hospedeiro. O DNA viral ¢é
empacotado numa linha celular que contém um plasmideo
auxiliar que codifica outros genes AAV, nomeadamente rep e
cap, mas ndo possuindo sequéncias ITR. A 1linha celular
também pode ser infetada com adenovirus tal como um
auxiliar. O virus auxiliar promove a replicacdo do vetor
AAV e a expressdo de genes AAV do plasmideo auxiliador. O
plasmideo auxiliar nao é empacotado em guantidade
significativa devido a auséncia das sequéncias ITR. A
contaminacdo com adenovirus pode ser reduzida, por exemplo,
mediante o tratamento térmico ao qual é mais sensivel o

adenovirus do que o AAV. Métodos adicionais para a entrega
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de &acidos nucleicos a células s&do conhecidos dos peritos na

técnica. Ver, por exemplo, US20030087817.

Em algumas formas de realizacdo, uma célula hospedeira é
transfectada transitoriamente ou n&do transitoriamente com
um ou mais vetores descritos na presente divulgacdo. Em
algumas formas de realizacdo, uma célula é transfectada na
forma como ocorre naturalmente num sujeito. Em algumas
formas de realizacdo, uma célula que ¢ transfectada ¢é
retirada de um sujeito. Em algumas formas de realizacédo, a
célula tem origem em células retiradas de um sujeito, tal
como uma linha celular. Uma ampla variedade de 1linhas
celulares para cultura de tecidos ¢é conhecida na técnica.
Exemplos de linhas de células incluem, mas ndo estédo
limitados a células, C8161l, CCRF-CEM, MOLT, mIMCD-3, NHDF,
Hel.a-S3, Huhl, Huh4, Huh7, HUVEC, HASMC, HEKn, HEKA,
MiaPaCell, Pancl, PC-3, TF1, CTLL-2, C1lR, Rate6, CV1, RPTE,
Al10, T24, J82, A375, ARH-77, Calul, SW480, SW620, SKOV3,
SK-UT, CaCo2, P388D1, SEM-K2, WEHI-231, HB56, TIBS5,
Jurkat, J45.01, LRMB, Bcl-1, BC-3, IC21, DLD2, RAW264.7,
NRK, NRK-52E, MRC5, MEF, Hep G2, HelLa B, HelLa T4, COS, COS-
1, CO0S-6, COS-Mo6A, epiteliais renais de macaco BS-C-1,
fibroblastos de embrides de rato BALB/3T3, 3T3 Swiss, 3T3-
L1, fibroblastos fetais humanos 132-d5; fibroblastos de
rato 10.1, 293-T, 3T3, 721, 9L, A2780, A2780ADR, A2780cis,
Al172, A20, A253, A431, A-549, ALC, Ble6, B35, células BCP-1,
BEAS-2B, bEnd.3, BHK-21, BR 293, BxPC3, C3H-10T1/2, C6/36,
Cal-27, CHO, CHO-7, CHO-IR, CHO-K1, CHO-K2, CHO-T, CHO Dhfr
-/-, COR-L23, COR-L23/CPR, COR-L23/5010, COR-L23/R23, COS-
7, Cov-434, CML T1, CMT, CT26, D17, DH82, DUl45, DuCaP,
EL4, EM2, EM3, EMT6/AR1, EMT6/AR10.0, ©FM3, H1299, H69,
HB54, HB55, HCA2, HEK-293, Hela, Hepalclc7, HL-60, HMEC,
HT-29, Jurkat, células JY, células Kb62, Ku8l2, KCL22, KGI1,



72

KYol, LNCap, Ma-Mel 1-48, MC-38, MCF-7, MCF-10A, MDA-MB-
231, MDA-MB-468, MDA-MB-435, MDCK II, MDCK II, MOR/0.2R,
MONO-MAC 6, MTD-1A, MyEnd, NCI-H69/CPR, NCI-H69/LX10, NCI-
H69/LX20, NCI-H69/LX4, NIH-3T3, NALM-1, NW-145, linhas
celulares OPCN/OPCT, Peer, PNT-1A/PNT2, RenCa, RIN-5F,
RMA/RMAS, células Saos-2, Sf-9, SKBR3, T2, T-47D, T84,
linha celular THP1, U373, U87, U937, VCaP, células Vero,
WM39, WT-49, X63, YAC-1, Yar e variedades transgénicas das
mesmas. As linhas celulares estdo disponiveis a partir de
diversas fontes conhecidas dos peritos na técnica (ver, por
exemplo, a Colecdo Americana de Culturas Tipo (ATCC,
American Type Culture Collection) (Manassus, VA.)). Em
algumas formas de realizacdo, uma célula transfectada com
um ou mais vetores descritos na presente divulgacdo é
utilizada para estabelecer wuma nova linha celular que
compreende uma ou mais sequéncias derivadas de vetores. Em
algumas formas de realizacdo, uma célula transfectada de
forma transitdéria com os componentes de um sistema CRISPR
tal como descrito na presente divulgacédo (tal como, através
de transfeccdo transiente de um ou mais vetores, ou
transfeccdo com RNA), e modificada por meio da atividade de
um complexo CRISPR, & usada para estabelecer uma nova linha
celular compreendendo as células que contém a modificacéo,
mas sem qualguer outra sequéncia exdgena. Em algumas formas
de realizacéo, as células transfectadas de forma
transitdéria ou ndo transitdédria com um ou mais vetores
descritos na presente divulgacdo, ou linhas celulares
derivadas de tais células sdo usados na avaliacdo de um ou

mais compostos de teste.

Em algumas formas de realizacdo, um ou mais vetores
descritos na presente divulgacdo sdo usados para produzir

um animal transgénico ndo-humano ou planta transgénica. Em
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algumas formas de realizacdo, o animal transgénico é um
mamifero, tal como um ratinho, rato, ou coelho. Em certas
formas de realizacdo, o organismo ou sujeito é uma planta.
Em certas formas de realizacdo, o organismo ou sujeito ou
planta sdo algas. 0Os métodos para a producdo de plantas e
animais transgénicos séo conhecidos na técnica, e
geralmente comecam com um método de transfeccdo celular,
tal como descrito na presente divulgacéo. Animais
transgénicos também s&o previstos, assim como as plantas
transgénicas, especialmente culturas e algas. O animal ou
planta transgénico pode ser Gtil em aplicacdes que vao para
além de fornecer um modelo de doenca. Estas podem incluir a
producdo de alimentos ou alimentos para animais, através da
expressdo de niveis mais elevados, por exemplo, de
proteina, hidratos de carbono, nutrientes ou vitaminas do
que seria normalmente observado no tipo selvagem. A este
respeito, s&do preferidas as plantas transgénicas,
especialmente oS legumes e tubérculos, e animais,
especialmente mamiferos, tais como gado (vacas, ovelhas,
cabras e porcos), mas também aves domésticas e insetos

comestiveis.

Algas ou outras plantas transgénicas, tais como a colza,
podem ser particularmente Uteis na producdo de O6leos
vegetais ou de biocombustiveis, tais como adlcoois
(especialmente metanol e etanol), por exemplo. Estas podem
ser manipuladas por engenharia para expressar ou Sobre-
expressar niveis elevados de 6leo ou é&lcoois para

utilizacdo nas industrias do petrdleo ou de biocombustivel.

Num aspeto, a presente divulgacdo prevé métodos para a
modificacédo de um polinucledtido alvo numa célula

eucaridtica. Em algumas formas de realizacdo, o método
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compreende permitir gque um complexo CRISPR se ligue ao
polinucledtido alvo para efetuar a clivagem do referido
polinucledétido alvo modificando assim o polinucledtido
alvo, e em que o complexo CRISPR compreende uma enzima
CRISPR que forma um complexo com uma sequéncia guia
hibridada com uma sequéncia alvo no interior do referido
polinucledtido alvo, em que a referida sequéncia guia esté
ligada a uma sequéncia de emparelhamento tracr gque por sua

vez hibrida com uma sequéncia tracr.

Num aspeto, a presente divulgacdo prevé um método de
modificar a expressdo de um polinucledtido numa célula
eucaridtica. Em algumas formas de realizacdo, o método
compreende permitir a ligacdo de um complexo CRISPR ao
polinucleétido tal que a referida ligacdo resulte dum
aumento ou diminuicéo da expresséo do referido
polinucleétido; em que o complexo CRISPR compreende uma
enzima CRISPR que forma um complexo com uma sequéncia guia
hibridada com uma sequéncia alvo no interior do referido
polinucledétido, em que a referida sequéncia guia é ligada a
uma sequéncia de emparelhamento tracr gque por sua vez

hibrida com uma sequéncia tracr.

Com o0s avangos recentes em gendmica de culturas, a
capacidade para usar sistemas CRISPR-Cas para realizar a
edicdo e manipulacdo de genes de modo eficiente e rentével
permitird a réapida selecdo e comparacdo de manipulacdes
genéticas individuais e multiplexadas para transformar
esses genomas para melhoria da producdo e aperfeicoamento
dos tracos. A este respeito é feita referéncia a patentes
US e publicacdes: Patente US N°. 6,603,061 - Agrobacterium-
Mediated Plant Transformation Method; Patente US N°.

7,868,149 - Plant Genome Sequences and Uses Thereof e US
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2009/0100536 - Transgenic Plants with Enhanced Agronomic
Traits. Na préatica da presente divulgacdo, o conteudo e
divulgacdo de Morrell et al "Crop genomics: advances and
applications™ Nat Rev Genet. 29 Dezembro de 2011; 13(2):85-
96 sdo também referidos. Numa forma de realizacdo vantajosa
da presente divulgacdo, o sistema CRISPR/Cas9 ¢ utilizado
para manipular microalgas por engenharia. Assim, pode-se
aplicar na presente divulgacdo a referéncia a células
animais, com as mudancas necessarias, a células de plantas

a menos que seja evidente de outro modo.

Num aspeto, a presente divulgacdo prevé métodos para a
modificacéo de um polinucledtido alvo numa célula
eucaridética, que pode ser in vivo, ex vivo ou in vitro. Em
algumas formas de realizacéo, o método compreende a
amostragem de uma célula ou populacdo de células a partir
de um animal humano ou ndo-humano ou planta (incluindo
microalgas), e a modificacdo da célula ou células. A
cultura pode ocorrer em qualquer fase ex vivo. A célula ou
células podem mesmo voltar a ser introduzidas no animal né&o

humano ou uma planta (incluindo microalgas).

Num aspeto, a presente divulgacdo prevé kits contendo
qualguer um ou mais dos elementos descritos nos métodos e
composicdes anteriores. Em algumas formas de realizacdo, o
kit compreende um sistema vetor e instrucdes para utilizar
o kit. Em algumas formas de realizacdo, o sistema de vetor
compreende (a) um primeiro elemento regulador 1ligado
operacionalmente a uma sequéncia de emparelhamento tracr e
um ou mais locais de insercdo para a insercdo de uma ou
mais sequéncias guia a montante da sequéncia de
emparelhamento tracr, em gque, gquando expressa, a Ssequéncia

guia direciona a ligacdo especifica da sequéncia de um
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complexo CRISPR a uma sequéncia alvo na célula eucaridtica,
em que o complexo CRISPR compreende uma enzima CRISPR num
complexo com (1) a sequéncia guia gque hibrida com a
sequéncia alvo, e (2) a sequéncia de emparelhamento tracr
que hibrida com a sequéncia tracr; e/ou (b) um segundo
elemento regulador, ligado operacionalmente a uma sequéncia
que codifica enzimas que codificam a referida enzima CRISPR
compreendendo uma sequéncia de localizacdo nuclear. Os
elementos podem ser fornecidos individualmente ou em
combinacdes, e podem ser fornecidos em gqualquer recipiente
adequado, tal como um frasco, uma garrafa ou um tubo. Em
algumas formas de realizacdo, o kit inclui instrucdes numa

ou mais linguas, por exemplo em mais do que uma lingua.

Em algumas formas de realizacdo, um kit compreende um ou
mais reagentes para utilizacdo num processo que utiliza um
ou mais dos elementos descritos na presente divulgacdo. Os
reagentes podem ser fornecidos em qualquer recipiente
adequado. Por exemplo, um kit pode fornecer um ou mais
tampdes de reacdo ou de armazenamento. Os reagentes podem
ser fornecidos numa forma que ¢é utilizdvel num ensaio
particular, ou numa forma que requer a adicdo de um ou mais
outros componentes antes da sua utilizacdo (por exemplo na
forma concentrada ou liofilizada). Um tampdo pode ser
qualguer tampdo, gue inclui mas ndo se limita a um tampéo
de carbonato de sdédio, tampdo de bicarbonato de sédio,
tampdo borato, tampdo Tris, tampdo MOPS, tampdo HEPES, e
suas combinacdes. Em algumas formas de realizacdo, o tampéo
¢ alcalino. Em algumas formas de realizacdo, o tampdo tem
um pH de aproximadamente 7 a aproximadamente 10. Em algumas
formas de realizacéo, o kit compreende um ou mais
oligonucledtidos correspondentes a uma sequéncia guia para

insercdo num vetor, de modo a ligar operacionalmente a



77

sequéncia guia e um elemento regulador. Em algumas formas
de realizacdo, o kit compreende um polinucledétido molde de

recombinacdo hombéloga.

Num aspeto, a divulgacdo prevé métodos para utilizar um ou
mais elementos de um sistema CRISPR. O complexo CRISPR da
divulgacdo fornece um meio efetivo para a modificacdo de um
polinucledétido alvo. O complexo CRISPR da divulgacdo tem
uma ampla variedade de utilizac®es incluindo a modificacéo
(por exemplo, delecédo, insercédo, translocacdo, inativacéo,
ativacédo) de um polinucledétido alvo numa multiplicidade de
tipos de células. Como tal, o complexo CRISPR da divulgacédo
tem um amplo espectro de aplicacgdes em, por exemplo,
terapia genética, rastreio de farmacos, diagndstico de
doencas e progndéstico. Um complexo CRISPR, a modo de
exemplo, compreende uma enzima CRISPR que forma um complexo
com uma sequéncia guia hibridada com uma sequéncia alvo
dentro do polinucledétido alvo. A sequéncia guia liga-se a
uma sequéncia de emparelhamento tracr, dJgue por sua Vvez

hibrida com uma sequéncia tracr.

0O polinucledtido alvo de um complexo CRISPR pode ser
qualguer polinucledétido enddgeno ou exdgeno para a célula
eucaridtica. Por exemplo, o polinucledtido alvo pode ser um
polinucledétido que reside no nucleo da célula eucaridtica.
O polinucledétido alvo pode ser uma sequéncia que codifica
um produto de um gene (por exemplo, uma proteina) ou uma
sequéncia ndo codificadora (por exemplo, um polinucledtido
regulador ou um DNA sem utilidade). Sem se pretender ficar
limitado pela teoria, acredita-se que a sequéncia alvo deve
ser associada a um PAM (motivo adjacente proto-espacador);
isto ¢é, uma sequéncia curta reconhecida pelo complexo

CRISPR. Os requisitos especificos de sequéncia e
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comprimento para o PAM diferem dependendo da enzima CRISPR
utilizada, mas PAM s&do tipicamente sequéncias de 2-5 pares
de bases adjacente ao proto-espacador (isto &, a sequéncia
alvo). Exemplos de sequéncias de PAM sdo dados na seccgédo de
exemplos abaixo, e o perito na técnica serd capaz de
identificar outras sequéncias de PAM para utilizacdo com

uma determinada enzima CRISPR.

O polinucledétido alvo de um complexo CRISPR pode incluir
uma série de genes e polinucledtidos associados com uma
doenca, assim como genes e polinucledétidos associados a

vias biogquimicas de sinalizacédo.

Exemplos de polinucledtidos alvo incluem uma sequéncia
associada com uma via bioquimica de sinalizacdo, por
exemplo, um gene ou polinucledtido associado a uma via
bioguimica de sinalizacdo. Exemplos de polinucledtidos alvo
incluem um gene ou polinucledtido associado com doencas. Um
gene ou polinucledétido "associado a doencas" refere-se a
qualquer gene ou polinucledétido que estd a produzir
produtos de transcricdo ou traducdo a um nivel anormal ou
numa forma anormal em células derivadas de um tecido
afetado por doenca em comparacdo com os tecidos ou células
de um controlo sem doenca. Pode ser um gene que sSe expressa
a um nivel anormalmente elevado; pode ser um gene gue se
expressa a um nivel anormalmente baixo, em que a expressio
alterada se correlaciona com a ocorréncia e/ou progressdo
da doenca. Um gene associado a doenca também se refere a um
gene que possui mutacdo ou mutacdes ou variacdo genética
que sédo diretamente responsdveis ou estdo em desequilibrio
de ligacdo com um gene ou genes gue 8sdo responsaveis pela

etiologia de uma doenca. Os produtos transcritos ou
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traduzidos podem ser conhecidos ou desconhecidos, e podem

estar presentes a um nivel normal ou anormal.

Exemplos de genes e polinuclebdétidos associados a doenca
estdo disponiveis a partir de Instituto McKusick-Nathans de
Medicina Genética, da Universidade Johns Hopkins
(Baltimore, Md.) e do Centro Nacional para Informacdo sobre
Biotecnologia, Biblioteca Nacional de Medicina (Bethesda,

Md.), disponivel na World Wide Web.

Exemplos de genes e polinucledtidos associados a doenca
estdo listados nos Tabelas A e B. A informacdo especifica
sobre a doenca estd disponivel a partir do Instituto
McKusick-Nathans de Medicina Genética, da Universidade
Johns Hopkins (Baltimore, Md.) e do Centro Nacional para
Informacdo sobre Biotecnologia, Biblioteca Nacional de
Medicina (Bethesda, Md.), disponivel na World Wide Web.
Exemplos de genes e polinucledtidos associados a vias

bioquimicas de sinalizacédo estdo listados na Tabela C.

As mutacdes nestes genes e vias podem resultar na producédo
de proteinas incorretas ou proteinas em quantidades
inadequadas que afetam a funcdo. Tais genes, proteinas e

vias podem ser o polinucledtido alvo de um complexo CRISPR.

Tabela A
DOENCAS/DISTURBIOS GENE ou GENES
Neoplasia PTEN; ATM; ATR; EGFR; ERBB2; ERBB3;

ERBB4; Notchl; NotchZ; Notch3; Notch4;
AKT; AKT2; AKT3; HIF; HIFla; HIF3a; Met;
HRG; Bcl2; PPAR alfa; PPAR gama; WT1
(Tumor de Wilms); membros da Familia do
Recetor FGF (5 membros: 1, 2, 3, 4, 5);
CDKN2a; APC; RB (retinoblastoma); MEN]1;
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VHL; BRCAL; BRCAZ; AR (Recetor dos
Androgénios); TSG1l01l; IGF; Recetor IGF;
Igfl (4 wvariantes); Igf2 (3 wvariantes);
Recetor Igf 1; Recetor Igf 2; Bax; Bcl2Z;
familia das caspases (9 membros: 1, 2,
3, 4, 6, 7, 8, 9, 12); Kras; Apc

Degenerac¢cdo Macular
relacionada com a
Idade

Abcr; Ccl2; Cc2; cp (ceruloplasmina);
Timp3; catepsina D; V1dlr; Ccr2

Esquizofrenia

Neuregulina 1 (Nrgl); Erb4 (recetor para
a Neuregulina); Complexina 1 (Cplxl);
Tphl Triptofano hidrolase 1; Tph2
Triptofano hidrolase 2; Neurexina 1;
GSK3; GSK3a; GSK3b

Disturbios

5-HTT (Slc6aid) ; COMT; DRD (Drdla) ;
SLC6A3; DAOA; DTNBPl; Dao (Daol)

DistlGrbios de
Repeticdes de

HTT (Dx de Huntington); SBMA/SMAX1/AR
(Dx de Kennedy); FXN/X25 (Ataxia de

Trinucledtidos Friedrich); ATX3 (Dx de Machado-Joseph) ;
ATXN1 e ATXNZ2 (ataxias
espinocerebelares) ; DMPK (distrofia
miotdnica) ; Atrofina-1 e Atnl (Dx
DRPLA) ; CBP (Creb-BP- instabilidade
global) ; VLDLR (Alzheimer) ; Atxn7;
Atxnl0

Sindrome do X Fragil [ FMR2; FXR1l; FXR2; mGLURS

Disturbios APH-1 (alfa e beta) ; Presenilina

Relacionados com a

(Psenl); nicastrina (Ncstn); PEN-2

Secretase
Outros Nosl; Parpl; Natl; Nat2
Disturbios Prp

relacionados com
Prides

ALS

SOD1; ALSZ2; STEX; FUS; TARDBP; VEGF
(VEGF-a; VEGF-b; VEGF-c)

Dependéncia de

Prkce (dlcool) ; Drd2; Drd4; ABAT

drogas (dlcool); GRIA2; Grmb; Grinl; Htrlb;
Grin2a; Drd3; Pdyn; Grial (&lcool)
Autismo Mecp2; BZRAPl; MDGAZ2; SemabA; Neurexina

1; X Fragil (FMR2 (AFF2); FXR1l; FXR2;
Mglurb)
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Doenca de Alzheimer E1l; CHIP; UCH; UBB; Tau; LRP; PICALM;

Clusterina; PS1; SORL1; CR1; vldlr;
Ubal; Uba3; CHIP28 (Agpl, Aquaporina 1);
Uchll; Uchl3; APP

Inflamacédo

IL.-10; IL-1 (IL-la; IL-1b); IL-13; IL-17
(IL-17a (CTLA8); IL-17b; IL-17c; IL-17d;
IL-17f); 1II-23; Cx3crl; ptpn22; TNFa;
NOD2/CARD15 para IBD; IL-6; IL-12 (IL-
12a; IL-12b); CTLA4; Cx3cll

Doenca de Parkinson x-Sinucleina; DJ-1; LRRK2; Parkin; PINK1l

Tabela B:

Doencgas e
distarbios do
sangue e
coagulacéo

Anemia (CDAN1, CDAl, RPS19, DBA, PKLR, PKI,
NT5C3, UMPH1, ©PSN1l, RHAG, RH50A, NRAMPZ,
SPTB, ALAS2, ANH1, ASB, ABCB7, ABC7, ASAT);
Sindrome do linfdécito nu (TAPBP, TPSN,
TAP2, ABCB3, PSF2, RING11, MHC2TA, C2TAa,
RFX5, RFXAP, RFX5), Disturbios de
hemorragia (TBXA2R, P2RX1, P2X1l); Fator H e
fator tipo H 1 (HF1l, CFH, HUS); Fator V e
fator VIII (MCFD2); deficiéncia do Fator
VII (F7); deficiéncia do Fator X (F10);
deficiéncia do Fator XI (Fll); deficiéncia
do Fator XII (Fl1l2, HAF); deficiéncia do
Fator XIIIA (F13Al1, F13A); deficiéncia do
Fator XIIIB (F13B) ; anemia de Fanconi
(FANCA, FACA, FAl, FA, FAA, FAAP95, FAAP9O0,
FLJ34064, FANCB, FANCC, FACC, BRCAZ,
FANCD1, FANCD2, FANCD, FACD, FAD, FANCE,
FACE, FANCF, XRCC9, FANCG, BRIP1, BACHI,
FANCJ, PHF9, FANCL, FANCM, KIAA1596);
Sindrome de linfohistiocitose
hemofagocitica (PRF1, HPLHZ, UNC13D,
MUNC13-4, HPLH3, HLH3, FHL3); Hemofilia A
(F8, F8C, HEMA); Hemofilia B (F9, HEMB),
Sindrome Hemorragico (PI, ATT, F5);
Deficiéncias e distturbios por leucdcitos
(ITGB2, CD18, LCAMB, LAD, EIF2B1, EIF2BA,
EIF2B2, EIF2B3, EIF2B5, LVWM, CACH, CLE,
EIF2B4) ; Anemia falciforme (HBB) ;
Talassemia (HBAZ, HBB, HBD, LCRB, HBAl).

Doencas e

disttrbios de

Linfoma ndo Hodgkin de células B (BCL7A,
BCL7); Leucemia (TAL1, TCL5, SCL, TALZ2,
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desregulacéo
celular e
oncologia

FLT3, NBS1l, NBS, ZNFN1Al, IKl, LYF1l, HOXD4,
HOX4B, BCR, CML, PHL, ALL, ARNT, KRAS2,
RASKZ, GMPS, AF10, ARHGEF12, LARG,
KIAA0382, CALM, CLTH, CEBPA, CEBP, CHIC2,
BTL, FLT3, KXIT, PBT, LPP, NPM1l, NUP214,
D9S46E, CAN, CAIN, RUNX1l, CBFA2, AMLI1,
WHSC1Ll, NSD3, FLT3, AF1Q, NPM1, NUMA1,
ZNF145, PLZF, PML, MYL, STAT5B, AF10, CALM,
CLTH, ARL11, ARLTS1, P2RX7, P2X7, BCR, CML,
PHL, ALL, GRAF, NF1l, VRNF, WSS, NFNS,
PTPN11, ©PTP2C, SHP2, NS1, BCL2, CCNDI1,
PRAD1, BCL1l, TCRA, GATAl, GFl, ERYF1l, NFEL,
ABL1, NQO1l, DIA4, NMOR1, NUP214, DO9S46E,
CAN, CAIN).

Doencas e
Disturbios
relacionados com
Inflamacdo e
Sistema imune

SIDA (KIR3DL1l, NKAT3, NKB1l, AMB11l, KIR3DS1,
IFNG, CXCLl12, SDF1) ; Sindroma
linfoproliferativo autoimune (TNFRSFo,
APT1, FAS, CD95, ALPS1A); Imunodeficiéncia
combinada (IL2RG, SCIDX1, SCIDX, IMD4) ;
VIH-1 (CCL5, SCYAS, D17S136E, TCP228),
Suscetibilidade ou infecdo por VIH (IL10,
CSIF, CMKBR2, CCR2, CMKBR5, CCCKR5 (CCRYS));
Imunodeficiéncias (CD3E, CD3G, AICDA, AID,
HIGMZ, TNEFRSFS, CDh40, UNG, DGU, HIGM4,
TNFSF5, CD40LG, HIGM1, 1IGM, FOXP3, 1IPEX,
AIID, XPID, PIDX, TNFRSF14B, TACI) ;
Inflamacdo (IL-10, IL-1 (IL-la, IL-1b), IL-
13, IL-17 (IL-17a (CTLA8), IL-17b, IL-17c,
IL-174d, IL.-17%f), I11-23, Cx3crl, ptpn22,
TNFa, NOD2/CARD15 for IBD, IL-6, IL-12 (IL-
12a, IL-12Db), CTLA4, Cx3cll) ;
Imunodeficiéncias combinadas graves
(SCIDs) (JAK3, JAKL, DCLRELC, ARTEMIS,
SCIDA, RAGl, RAG2, ADA, PTPRC, CD45, LCA,
IL7R, CD3D, T3D, IL2RG, SCIDX1l, SCIDX,
IMD4) .

Doencas e
disttrbios do
metabolismo, do
figado, de rins e
de proteinas

Neuropatia amiloide (TTR, PALB); Amiloidose
(APOAl, APP, AAA, CVAP, ADl, GSN, FGA, LYZ,
TTR, PALB); Cirrose (KRT18, KRT8, CI1RHIA,
NAIC, TEX292, KI1AA1988); Fibrose cistica
(CFTR, ABCC7, CF, MRP7) ; Doencas de
armazenamento do glicogénio (SLC2A2, GLUTZ,
Go6PC, G6PT, GoPT1l, GAA, LAMP2, LAMPB, AGL,
GDE, GBE1, GYs2, PYGL, PFKM) ; Adenoma
hepatico, 142330 (TCF1, HNF1A, MODY3),
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Insuficiéncia hepatica, inicio precoce, e

distlrbios neuroldgicos (scobi, sSCcoly,
Deficiéncia da lipase hepatica (LIPC),
Hepatoblastoma, cancro e carcinomas

(CTNNB1, PDGFRL, PDGRL, PRLTS, AXIN1, AXIN,
CINNB1, TP53, P53, LFS1, IGF2R, MPRI, MET,
CASP8, MCH5; Doenca quistica renal medular
(UMOD, HNFJ, FJHN, MCKD2, ADMCKD2) ;
Fenilcetonuria (PAH, PKU1, QDPR, DHPR,
PTS); Doenca do rim policistico e hepéatica
(FCYT, PKHD1l, ARPKD, PKD 1, PKD2, PKD4,
PKDTS, PRKCSH, G19P1, PCLD, SEC63).

Doencas e
disturbios
musculares/
esqueléticos

Distrofia muscular de Becker (DMD, BMD,
MYF6), Distrofia muscular de Duchenne (DMD,
BMD); Distrofia muscular de Emery-Dreifuss

(LMNA, LMN1, EMDZ2, FPLD, CMD1A, HGPS,
LGMD1B, LMNA, IMN1l, EMD2, FPLD, CMDIA);
Distrofia muscular de facioescapuloumeral
(FSHMD1A, FSHD1A) ; Distrofia muscular
(FKRP, MDC1C, LGMD2I, LAMAZ2, LAMM, LARGE,
KIAAO609, wMDC1D, FCMD, TTID, MYOT, CAPN3,
CANP3, DYSF, LGMD2B, SGCG, LGMD2C, DMDA1,

SCG3, SGCA, ADL, DAGz2, LGMD2D, DMDAZ, SGCB,

LGMDZ2E, SGCD, SGD, LGMD2F, CMD1L, TCAP,
LGMD2G, CMDIN, TRIM32, HT2A, LGMD2H, FKRP,
MDC1C, LGMD21, TTN, CMD1lG, TMD, LGMD2J,
POMT1, CAV3, LGMD1C, SEPNl, SELN, RSMDI1,
PLECI1, PLTN, EBS1) ; Osteopetrose (LRPS,

BMND1, LRP7, LR3, OPPG, VBCH2, CLCN7, CLC7,
OPTA2, O0OSTM1l, GL, TCIRGl, TIRC7, O0Cl1e,
OPTB1l); Atrofia muscular (VAPB, VAPC, ALSS,
SMN1, SMAl, SMA2, SMA3, SMA4, BSCL2, SPG17,
GARS, SMAD1, CMT2D, HEXB, IGHMBP2, SMUBPZ,
CATF1l, SMARDI1).

Doencas e
disturbios
neuroldgicos e
neuronais

ALS (SOD1, ALS2, STEX, FUS, TARDBP, VEGF
(VEGF-a, VEGF-Db, VEGFEF-C) ; Doenca de
Alzheimer (APP, AAA, CVAP, ADl, APOE, AD2,
PSEN2, AD4, STM2, APBB2, FE65L1, NOS3,
PLAU, URK, ACE, DCPl, ACEl, MPO, PACIP1,
PAXIP1L, PTIP, A2M, BLMH, BMH, PSEN1, AD3);
Autismo (MecpZ2, BZRAPI1, MDGAZ, SemabA,
Neurexina 1, GLOl, MECP2, RTT, PPMX, MRX16,
MRX79, NLGN3, NLGN4, KIAA1260, AUTSX2);
Sindrome do X Fragil (FMR2, FXR1l, FXR2,
mGLURS5) ; Doenca de Huntington e disturbios
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semelhantes & doenca (HD, IT15, PRNP, PRIP,
JPH3, JP3, HDL2, TBP, SCAl7); Doenca de
Parkinson (NR4AZ, NURR1, NOT, TINUR,
SNCAIP, TBP, SCAl7, SNCA, NACP, PARKI1,
PARK4, DJ1, PARK7, LRRK2, PARKS8, PINKI,
PARK6, UCHL1l, PARKS5, SNCA, NACP, PARKI1,
PARK4, PRKN, PARK2, PDJ, DBH, NDUFV2);
Sindroma de Rett (MECP2, RTT, PPMX, MRX1l6,
MRX79, CDKL5, STK9, MECP2, RTT, PPMX,
MRX16, MRX79, x-Sinucleina, DJ-1) ;
Esquizofrenia  (Neuregulinal (Nrgl), Erbi4
(recetor para a Neuregulina), Complexinal
(Cplxl), Tphl Triptofano hidrolase 1, TphZ,
Triptofano hidrolase 2, Neurexina 1, GSK3,
GSK3a, GSK3b, 5-HTT (Slcoad), COMT, DRD
(Drdla), SLC6A3, DAOA, DITNBP1l, Dao (Daol));
Disturbios relacionados com Secretase (APH-
1 (alfa e Dbeta), Presenilina (Psenl),
nicastrina, (Ncstn), PEN-2, ©Nosl, Parpl,
Natl, ©Nat2); Disttrbios de Repetigdes de
Trinucledtidos (HTT (Dx de Huntington),
SBMA/SMAX1/AR (Dx de Kennedy) , FXN/X25
(Ataxia de Friedrich), ATX3 (Dx de Machado-
Joseph) , ATXN1 e ATXNZ2 (ataxias
espinocerebelares), DMPK (distrofia
miotdénica), Atrofina-1 e Atnl (Dx DRPLA),
CBP (Creb-BP- instabilidade global), VLDLR
(Alzheimer), Atxn7, Atxnl0).

Doencas e
disturbios
oculares

Degeneracdo macular relacionada com a idade
(Abcr, Ccl2, Cc2, cp (ceruloplasmina),
Timp3, catepsina D, V1dlr, Ccr2); Cataratas
(CRYAA, CRYAl, CRYBB2, CRYB2, PITX3, BFSP2,
CP49, CP47, CRYAA, CRYAl, PAX6, AN2, MGDA,
CRYBAl, CRYB1, CRYGC, CRYG3, CCL, LIMZ2,
MP19, CRYGD, CRYG4, BFSP2, CP49, CP47,
HSF4, CTM, HSF4, CTM, MIP, AQPO, CRYAB,
CRYA2, CTPP2, CRYBB1l, CRYGD, CRYG4, CRYBB2Z,
CRYB2, CRYGC, CRYG3, CCL, CRYAA, CRYAL,
GJA8, CX50, CAEl, GJA3, CX46, CZP3, CAE3,
CCM1, CAM, KRIT1l); Opacidade e disturbios
da cdérnea (APOAl, TGFBI, CSD2, CDGG1l, CSD,
BIGH3, CCDG2, TACSTD2, TROP2, MI1S1, VSX1,
RINX, PPCD, PPD, KTICN, COL8A2, FECD, PPCD2,
PIP5K3, CFD); Cérnea plana congénita (KERA,
CNA2); Glaucoma (MYOC, TIGR, GLClA, JOAG,
GPOA, OPTN, GLClE, FIP2, HYPL, NRP, CYP1BI1,
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GLC3A, OPAl, NTG, NPG, CYP1Bl, GLC3A);
Amaurose congénita de Leber (CRB1, RP12,
CRX, CORD2, CRD, RPGRIP1, LCA6, CORD9,
RPE65, RP20, AIPLl1, LCA4, GUCY2D, GUC2D,
LCA1, CORDo, RDH12, LCA3) ; Distrofia
Macular (ELOVL4, ADMD, STGD2, STGD3, RDS,
RP7, PRPH2, PRPH, AVMD, AOFMD, VMD2).

Tabela C:
FUNCAO CELULAR GENES
Via de sinalizacdo PRKCE; ITGAM; ITGAS; IRAK];
PI3K/AKT PRKAAZ2; EIF2AK2; PTEN; EIF4E;

PRKCZ; GRK6; MAPK1l; TSCl; PLK1;
AKT2; IKBKB; PIK3CA; CDKS8;
CDKN1B; NFKB2; BCLZ2; PIK3CB;
PPP2R1A; MAPKS8; BCL2L1; MAPK3;
TSCZ2; ITGAl; KRAS; EIF4EBPI1;
RELA; PRKCD; NOS3; PRKAAIL;
MAPK9; CDK2; PPP2CA; PIM1;
ITGB7; YWHAZ; ILK; TP53; RAF1;
IKBKG; RELB; DYRK1A; CDKN1A;
ITGB1; MAP2K2; JAK1; AKT1;

JAKZ2; PIK3RI1; CHUK; PDPK1;
PPP2R5C; CTNNB1l; MAP2K1l; NFKBI1;
PAK3; ITGB3; CCND1; GSK3A;
FRAP1; SFEN; ITGAZ; TTK;

CSNK1Al; BRAF; GSK3B; AKT3;
FOX01l; SGK; HSP90AAl; RPS6KB1

Via de sinalizacéo PRKCE; ITGAM; ITGAS5; HSPBI1;
ERK/MAPK IRAK1; PRKAA2; EIF2AK2; RAC1;
RAP1A; TLN1l; EIF4E; ELK1l; GRKG6;
MAPKI1; RAC2; PLK1; AKTZ2;

PIK3CA; CDK8; CREBI1; PRKCTI;
PTK2; FOS; RPS6KA4; PIK3CB;
PPP2R1A; PIK3C3; MAPK8; MAPK3;
ITGAL; ETS1; KRAS; MYCN;
EIF4EBP1; PPARG; PRKCD; PRKCAL;
MAPKY9; SRC; CDK2; PPP2CA; PIMI1;
PIK3C2A; ITGB7; YWHAZ; PPPICC;
KSR1; PXN; RAF1; FYN; DYRKIA;
ITGBl; MAP2K2; PAK4; PIK3RI1;
STAT3; PPP2R5C; MAPZ2K1; PAK3;
ITGB3; ESR1l; ITGAZ; MYC; TTK;
CSNK1Al; CRKL; BRAF; ATF4;
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PRKCA; SRF; STAT1; SGK

Via de sinalizacdo do RAC1; TAF4B; EP300; SMAD2 ;

Recetor dos TRAFG6; PCAF; ELK1; MAPK1 ;

Glucocorticoides SMAD3; AKT2; IKBKB; NCOR2 ;
UBEZ21I; PIK3CA; CREB1; FOS;
HSPAS5; NFKB2; BCL2; MAP3K14;
STAT5B; PIK3CB; PIK3C3; MAPKB;
BCL2L1; MAPK3; TSC22D3; MAPK10;
NRIPI1; KRAS; MAPK13; RELA;
STATS5A; MAPK9; NOS2A; PBX1;
NR3Cl; PIK3C2A; CDKN1C; TRAFZ2;
SERPINE1; NCOA3; MAPKl1l4; TNF;
RAF1; IKBKG; MAP3K7; CREBBP;
CDKN1A; MAP2K2; JAK1; IL8;
NCOAZ; AKTI1; JAKZ; PIK3R1;
CHUK; STAT3; MAP2K1; NEFKB1;
TGFBR1; ESR1; SMAD4; CEBPB;
JUN; AR; AKT3; CCL2; MMP1 ;
STAT1; IL6; HSPO90AAl

Via de sinalizacdo de PRKCE; ITGAM; ROCK1; ITGAS;

Orientacdo Axonal CXCR4; ADAM12; IGF1; RACI1;
RAPI1A; EIF4E; PRKCZ; NRP1;
NTRK2; ARHGEF7; SMO; ROCK2;
MAPK1; PGF; RACZ2; PTPN11l; GNAS;
AKT2; PIK3CA; ERBB2; PRKCI;
PTK2; CFL1l; GNAQ; PIK3CB; CXCL
12; PIK3C3; WNT11; PRKD1;
GNB2L1; ABL1; MAPK3; ITGAL;
KRAS; RHOA; PRKCD; PIK3C2A;
ITGB7; GLIZ2; PXN; VASP; RAF1l;
FYN; ITGB1; MAP2K2; PAK4;
ADAM17; AKT1; PIK3R1; GLI1;
WNTS5A; ADAM10; MAP2K1; PAK3;
ITGB3; CDC42; VEGFA; ITGAZ;
EPHA8; CRKL; RND1l; GSK3B; AKT3;
PRKCA

Via de sinalizacdo do PRKCE; ITGAM; ROCK1; ITGAS;

Recetor da Efrina CXCR4; 1IRAK1l; PRKAA2; EIF2AKZ2;
RAC I; RAP1A; GRKG6; ROCK2;
MAPK1; PGF; RACZ2; PTPN11l; GNAS;
PLK1; AKT2; DOKl; CDK8; CREBR1;
PTK2; CFL1; GNAQ; MAP3K14;
CXCL12; MAPKS; GNB2L1; ABL1;
MAPK3; ITGAL; KRAS; RHOA;
PRKCD; PRKAAL; MAPK9; SRC;
CDK2; PIM1l; 1ITGB7; PXN; RAF1;
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FYN; DYRKI1A; ITGB1; MAP2K2;
PAK4; AKTI1; JAK2; STAT3;
ADAM10; MAP2K1; PAK3; ITGB3;
CDC42; VEGFA; ITGAZ; EPHAS;

TTK; CSNK1Al; CRKL; BRAF;
PTPN13; ATF4; AKT3; SGK
Via de sinalizacdo do ACTN4; PRKCE; ITGAM; ROCK1;

Citoesqueleto de Actina ITGAS5; IRAK1l; PRKAA2; EIF2AK2;
RAC1; INS; ARHGEF7; GRKG;
ROCK2; MAPK1l; RAC2; PLK1l; AKTZ2;
PIK3CA; CDKS8; PTKZ2; CFL1;
PIK3CB; MYH9; DIAPH1; PIK3C3;
MAPKS; F2R; MAPK3; SLCY9A1;
ITGAL; KRAS; RHOA; PRKCD;
PRKAAL; MAPK9; CDK2; PIMI;
PIK3C2A; ITGB7; PPP1CC; PXN;
VIL2; RAF1l; GSN; DYRKI1A; ITGB1;
MAP2K2; PAK4; PIP5S5KI1A; PIK3R1;
MAP2K1; PAK3; ITGB3; CDC42;
APC; ITGAZ2; TTK; CSNK1lAl; CRKL;
BRAF; VAV3; SGK

Via de sinalizacdo da PRKCE; IGF1; EP300; RCOR1;
Doenca de Huntington PRKCZ; HDAC4; TGM2; MAPK1;
CAPNS1; AKT2; EGFR; NCOR2; SP1;
CAPN2; PIK3CA; HDACS; CREBI1;
PRKCI; HSPAS; REST; GNAQ;
PIK3CB; PIK3C3; MAPKB; IGFI1R;
PRKD1; GNB2L1l; BCL2L1; CAPN1;
MAPK3; CASPS8; HDAC2; HDACTA;
PRKCD; HDAC11; MAPK9; HDACS;
PIK3C2A; HDAC3; TP53; CASP9Y;
CREBBP; AKT1; PIK3R1; PDPK1;
CASP1; APAF1; FRAP1; CASP2;
JUN; BAX; ATF4; AKT3; PRKCA;
CLTC; SGK; HDACG6; CASP3

Via de sinalizacdo da PRKCE; ROCK1; BID; IRAKIL;
Apoptose PRKAAZ; EIF2AK2; BAK1l; BIRC4;
GRK6; MAPK1; CAPNS1; PLK1;
AKT2; IKBKB; CAPNZ; CDKS8; FAS;
NFKB2; BCLZ2; MAP3K14; MAPKS;
BCL2L1; CAPN1; MAPK3; CASPS§;
KRAS; RELA; PRKCD; PRKAAL;
MAPK9; CDK2; PIM1l; TP53; TNF;
RAF1; IKBKG; RELB; CASP9Y;
DYRK1A; MAP2K2; CHUK; APAF1;
MAP2K1; NFKB1; PAK3; LMNA;
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CASP2; BIRC2; TTK; CSNK1Al;
BRAF; BAX; PRKCA; SGK; CASP3;
BIRC3; PARP1

Via de sinalizacdo do RAC1l; PTEN; LYN; ELK1l; MAPKI1;

Recetor das Células B RAC2; PTPN11; AKTZ2; IKBKB;
PIK3CA; CREBI1; SYK; NEKB2;
CAMK2A; MAP3K14; PIK3CB;
PIK3C3; MAPKS; BCL2L1; ABL1;
MAPK3; ETS1; KRAS; MAPK13;
RELA; PTPNG; MAPK9; EGRI;
PIK3C2A; BTK; MAPK14; RAF1;
IKBKG; RELB; MAP3K7; MAP2K2;
AKT1; PIK3R1; CHUK; MAP2K1;
NFKBI1; CDC42; GSK3A; FRAPI;
BCL6; BCL10; JUN; GSK3B; ATF4;
AKT3; VAV3; RPS6KB1

Via de sinalizacdo do ACTN4; CD44; PRKCE; ITGAM;

Extravasamento de ROCK1; CXCR4; CYBA; RAC1;

Leucdcitos RAP1A; PRKCZ; ROCK2; RAC2;
PTPN11l; MMP14; PIK3CA; PRKCI;
PTK2; PIK3CB; CXCL12; PIK3C3;
MAPKS; PRKD1; ABL1; MAPK10;
CYBB; MAPK13; RHOA; PRKCD;
MAPK9; SRC; PIK3C2A; BTK;
MAPK14; NOX1l; PXN; VIL2; VASP;
TTGB1; MAP2K2; CTNNDl; PIK3R1l;
CTNNB1; CLDN1; CDC42; F11R;
ITK; CRKL; VAV3; CTTN; PRKCA;
MMP1; MMP9

Via de sinalizacdo da ACTN4; ITGAM; ROCK1; ITGAS;

Integrina RACIL; PTEN; RAP1A; TLN1;
ARHGEF7; MAPK1l; RAC2; CAPNS1;
AKT2; CAPN2; PIK3CA; PTK2;
PIK3CB; PIK3C3; MAPKS; CAV1;
CAPN1; ABL1; MAPK3; ITGAL;
KRAS; RHOA; SRC; PIK3C2A;
ITGB7; PPP1CC; ILK; PXN; VASP;
RAF1l; FYN; ITGBl; MAP2K2; PAK4;
AKTI1; PIK3R1; TNKZ2; MAP2K1;
PAK3; ITGB3; CDC42; RND3;
ITGA2; CRKL; BRAF; GSK3B; AKT3

Via de sinalizacdo da IRAK1; SOD2; MYD88; TRAFG;

Resposta em Fase Aguda ELK1; MAPK1; PTPN11; AKT2;
IKBKB; PIK3CA; FOS; NFKBZ2;
MAP3K14; PIK3CB; MAPKS8; RIPKI1;
MAPK3; IL6ST; KRAS; MAPK13;
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IL6R; RELA; SOCS1; MAPK9; FTL;
NR3C1l; TRAF2; SERPINE1l; MAPK14;
TNF; RAF1l; PDK1l; IKBKG; RELB;
MAP3K7; MAP2K2; AKT1; JAK2;
PIK3R1; CHUK; STAT3; MAP2K1;
NFKB1; FRAP1l; CEBPB; JUN; AKT3;
ILIR1; ILG6

Via de sinalizacdo PTEN ITGAM; ITGAS; RAC1; PTEN;
PRKCZ; BCL2L 11; MAPK1l; RAC2;
AKT2; EGFR; IKBKB; CBL; PIK3CA;
CDKN1B; PTK2; NFKB2; BCL2;
PIK3CB; BCL2L1; MAPK3; 1ITGAl;
KRAS; ITGB7; ILK; PDGFRB; INSR;
RAF1; IKBKG; CASP9; CDKN1A;
ITGB1; MAP2K2; AKT1; PIK3R1;
CHUK; PDGFRA; PDPK1; MAP2K1;
NFKBI1; ITGB3; CDC42; CCND1;
GSK3A; ITGAZ2; GSK3B; AKT3;
FOX01l; CASP3; RPS6KB1

Via de sinalizacdo de PTEN; EP300; BBC3; PCAF; FASN;

P53 BRCAL; GADDA45A; BIRCS; AKT2;
PIK3CA; CHEK1l; TPS53INP1; BCL2;
PIK3CB; PIK3C3; MAPK8; THBS1;
ATR; BCL2L1; E2F1; PMAIPIL;
CHEK2; TNFRSF10B; TP73; RB1;
HDAC9; CDK2; PIK3C2A; MAPK1l4;
TP53; LRDD; CDKN1A; HIPK2;
AKT1; PIK3R1; RRM2B; APAF1;
CTNNB1; SIRT1; CCND1; PRKDC;
ATM; SFN; CDKN2A; JUN; SNAIZ;
GSK3B; BAX; AKT3

Via de sinalizacdo do HSPB1; EP300; FASN; TGM2; RXRA;

Recetor do MAPK1l; NQOl; NCORZ2; SPl; ARNT;

Hidrocarboneto Aromatico | CDKN1B; FOS; CHEK1; SMARCAA4 ;
NFKB2; MAPKS ; ALDHI1AL; ATR;
E2F1; MAPK3; NRIP1; CHEKZ2;
RELA; TP73; GSTP1; RBI1; SRC;
CDK2; AHR; NFE2LZ2; NCOA3; TP53;
TNE; CDKN I A; NCOA2; APAF1l;
NFKB1; CCND1; ATM; ESR1;
CDKN2A; MYC; JUN; ESR2; BAX;
IL6; CYP1B1l; HSPO0AAl

Via de sinalizacdo do PRKCE; EP300; PRKCZ; RXRA;

Metabolismo de MAPK1; NQO1; NCOR2; PIK3CA;

Xenobidticos ARNT; PRKCI; NEFKB2; CAMK2A;
PIK3CB; PPP2R1A; PIK3C3; MAPKS;
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PRKD1; ALDH1Al; MAPK3; NRIP1;
KRAS; MAPK13; PRKCD; GSTP1;
MAPKO9; NOS2A; ABCB1; AHR;
PPP2CA; FTL; NFE2L2; PIK3C2A;
PPARGCI1A; MAPK14; TNE'; RAF1;
CREBBP; MAP2K2; PIK3R1;
PPP2R5C; MAP2K1l; NFKB1l; KEAP1;
PRKCA; EIF2AK3; I1L6; CYP1B1;
HSPO90OAAL

Via de sinalizacéo PRKCE; IRAK1l; PRKAA2; EIF2AK2;

SAPK/JNK RAC I; ELK1; GRKG; MAPKI1;
GADD45A; RAC2; PLK1; AKTZ2;
PIK3CA; FADD; CDKS8; PIK3CB;
PIK3C3; MAPK8; RI1PK1l; GNB2L1;
IRS1; MAPK3; MAPK10; DAXX;
KRAS; PRKCD; PRKAAL; MAPK9;
CDK2; PIMI1; PIK3C2A; TRAF2;
TP53; LCK; MAP3K7; DYRKI1A;
MAP2K2; PIK3R1l; MAP2K1; PAK3;
CDC42; JUN; TTK; CSNK1Al; CRKL;
BRAF; SGK

Via de sinalizacédo PRKAAZ; EP300; INS; SMADZ ;

PPAr/RXR TRAFG6; PPARA; FASN; RXRA;
MAPKI1; SMAD3; GNAS; IKBKB;
NCORZ2; ABCAL; GNAQ; NFKB2;
MAP3K14; STATS5B; MAPKS8; 1IRS1;
MAPK3; KRAS; RELA; PRKAAL;
PPARGC1A; NCOA3; MAPK1l4; INSR;
RAF1; IKBKG; RELB; MAP3K7;
CREBBP; MAP2K2; JAK2; CHUK;
MAP2K1; NFKB 1; TGFBR1l; SMAD4;
JUN; ILIR1; PRKCA; IL6;
HSPSOAAl; ADIPOQ

Via de sinalizacdo de IRAK1; EIF2AK2; EP300; INS;

NF-KB MYD88; PRKCZ; TRAFG6; TBK1;
AKT2; EGFR; IKBKB; PIK3CA;
BTRC; NFKB2; MAP3K1l4; PIK3CB;
PIK3C3; MAPKS8; RIPK1; HDACZ2;
KRAS; RELA; PIK3C2A; TRAF2;
TLR4; PDGFRB; TNF; 1INSR; LCK;
IKBKG; RELB; MAP3K7; CREBBP;
AKT1; PIK3R1; CHUK; PDGFRA;
NFKBI1; TLR2; BCL10; GSK3B;
AKT3; TNFAIP3; ILIR1

Via de sinalizacédo de ERBB4; PRKCE; ITGAM; ITGAS;

Neuregulina PTEN; PRKCZ; ELK1; MAPK1 ;
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PTPN11; AKT2; EGFR; ERBB2;
PRKCI; CDKN1B; STATSB; PRKD1;
MAPK3; ITGAL; KRAS; PRKCD;
STATS5A; SRC; ITGB7; RAF1;
ITGB1; MAP2K2; ADAM17; AKT1;
PIK3R1; PDPK1; MAP2K1; ITGB3;
EREG; FRAP1l; PSEN1l; ITGAZ2; MYC;
NRG1; CRKL; AKT3; PRKCA;
HSPO90AAl; RPS6KB1

Via de sinalizacédo de CD44; EP300; LRPG; DVL3;

Wnt e Beta-catenina CSNK1E; GJAl; SMO; AKT2; PINI1;
CDH1; BTRC; GNAQ; MARK2 ;
PPP2R1A; WNT11; SRC; DKK1;
PPP2CA; SOX6; SFRP2; ILK; LEF1;
SOX9; TP53; MAP3K7; CREBBP;
TCF7L2; AKT1l; PPP2R5C; WNT5A;
LRP5; CTNNR1; TGFBR1; CCND1;
GSK3A; DVL1; APC; CDKN2A; MYC;
CSNK1Al; GSK3B; AKT3; SOX2

Via de sinalizacdo do PTEN; INS; EIF4E; PTPN1; PRKCZ;

Recetor da Insulina MAPK1l; TSCl; PTPN11l; AKTZ2; CBL;
PIK3CA; PRKCI; PIK3CB; PIK3C3;
MAPK8; IRS1; MAPK3; TSC2; KRAS;
EIF4EBPI1; SLC2A4; PIK3C2A;
PPP1CC; INSR; RAF1; FYN;
MAP2K2; JAK]; AKT1; JBAKZ2;
PIK3R1; PDPK1l; MAP2K1l; GSK3A;
FRAPI1; CRKL; GSK3B; AKT3;
FOX01l; SGK; RPS6KB1

Via de sinalizacédo de HSPB1; TRAF6; MAPKAPKZ2; ELKI1;

IL-6 MAPKI1; PTPN11; IKBKB; FOS;
NFKB2; MAP3K14; MAPK8; MAPK3;
MAPK10; IL6ST; KRAS; MAPK13;
ILOR; RELA; SOCS1; MAPK9;
ABCB1; TRAF2; MAPK14; TNE';
RAF1; IKBKG; RELB; MAP3K7;
MAP2K2; IL8; JAK2; CHUK; STAT3;
MAP2K1; NFKB1 ; CEBPB; JUN;
IL1IR1; SRF; ILOG

Colestase Hepatica PRKCE; IRAKI1; INS; MYD88;
PRKCZ; TRAFG; PPARA; RXRA;
IKBKB; PRKCI; NFKB2; MAP3K14;
MAPKS8; PRKD1; MAPK10; RELA;
PRKCD; MAPK9; ABCBI1; TRAF2;
TLR4; TNF; INSR; IKBKG; RELB;
MAP3K7; IL8; CHUK; NR1H2; TJP2;
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NFKBI1; ESR1; SREBF1; FGFR4;
JUN; IL1R1; PRKCA; ILG6

Via de sinalizacdo de IGF 1; PRKCZ; ELK1; MAPKI1 ;

IGF-1 PTPN11; NEDD4; AKT2; PIK3CA;
PRKCI; PTK2; FOS; PIK3CB;
PIK3C3; MAPKS; IGF1R; IRS1;
MAPK3; 1IGEFBP7; KRAS; PIK3C2A;
YWHAZ; PXN; RAF1; CASPY;
MAP2K2; AKT1; PIK3R1; PDPK1;
MAP2K1; IGFBP2; SFN; JUN;
CYR61; AKT3; FOXO0l; SRF; CTGF;
RPS6KB1

Resposta ao Stress PRKCE; EP300; SOD2; PRKCZ;

Oxidativo mediada por MAPKI1; SQSTM1; NQO1; PIK3CA;

mNRE2 PRKCI; FOS; PIK3CB; PIK3C3;
MAPKS; PRKD1; MAPK3; KRAS;
PRKCD; GSTP1; MAPK9; FTL;
NFE2L2; PIK3C2A; MAPK1l4; RAF1;
MAP3K7; CREBBP; MAP2K2; AKT1;
PIK3R1; MAP2K1; PPIB; JUN;
KEAP1; GSK3B; ATF4; PRKCA;
EIF2AK3; HSPO90AAl

Fibrose EDN1; 1GFl; KDR; FLT1; SMAD2Z;

Hepatica/Ativacdo de FGFR1; MET; PGF; SMAD3; EGFR;

Células Hepéaticas FAS; CSF1l; NFKB2; BCL2; MYH9;

Estreladas IGF1R; IL6R; RELA; TLR4;
PDGFRB; TNF; RELB; IL8; PDGFRA;
NFKBI1; TGFBR1; SMAD4; VEGFA;
BAX; IL1R1; CCL2; HGF; MMP1;
STAT1; IL6; CTGF; MMP9S

Via de sinalizacdo do EP300; INS; TRAF6; PPARA; RXRA;

PPAR MAPKI1; IKBKB; NCORZ; FOS;
NFKB2; MAP3K14; STAT5B; MAPK3;
NRIP1; KRAS; PPARG; RELA;
STATS5A; TRAF2; PPARGCI1A;
PDGFRB; TNF; INSR; RAF1l; IKBKG;
RELB; MAP3K7; CREBBP; MAP2K2;
CHUK; PDGFRA; MAP2K1; NFKB1;
JUN; IL1R1; HSPO90AAl

Via de sinalizacdo de Fc | PRKCE; RACl; PRKCZ; LYN; MAPKI1;

Epsilon RI RAC2; PTPN11; AKT2; PIK3CA;
SYK; PRKCI; PIK3CB; PIK3C3;
MAPKS8; PRKD1; MAPK3; MAPK10;
KRAS; MAPK13; PRKCD; MAPK9;
PIK3C2A; BTK; MAPK14; TNE';
RAF1; FYN; MAP2K2; AKT1;
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PIK3R1; PDPK1; MAP2K1; AKT3;
VAV3; PRKCA

Via de sinalizacdo do PRKCE; RAPI1A; RGS16; MAPKI ;

Recetor Acoplado a GNAS; AKT2; IKBKB; PIK3CA;

Proteina-G CREB1; GNAQ; NEFKB2; CAMK2A;
PIK3CB; PIK3C3; MAPK3; KRAS;
RELA; SRC; PIK3C2A; RAF1;
IKBKG; RELB; FYN; MAP2K2; AKT1;
PIK3R1; CHUK; PDPK1; STAT3;
MAP2K1; NFKBI1; BRAF; ATF4;
AKT3; PRKCA

Metabolismo do Fosfato PRKCE; 1IRAK1l; PRKAA2; EIF2AK2;

Inositol PTEN; GRK6; MAPK1l; PLKl; AKT2;
PIK3CA; CDK8; PIK3CB; PIK3C3;
MAPKS; MAPK3; PRKCD; PRKAAL;
MAPK9; CDK2; PIM1; PIK3C2A;
DYRK1A; MAP2K2; PIPSKI1A;
PIK3R1l; MAP2K1l; PAK3; ATM; TTK;
CSNK1Al; BRAF; SGK

Via de sinalizacdo de EIF2AK2; ELK1; ABLZ2; MAPKI1 ;

PDGF PIK3CA; FOS; PIK3CB; PIK3C3;
MAPK8; CAV1; ABL1l; MAPK3; KRAS;
SRC; PIK3C2A; PDGFRB; RAF1;
MAP2K2; JAK1; JAK2; PIK3R1;
PDGFRA; STAT3; SPHK1l; MAP2KI1;
MYC; JUN; CRKL; PRKCA; SRF';
STAT1; SPHK2

Via de sinalizacdo de ACTN4; ROCK1l; KDR; FLT1; ROCK2;

VEGF MAPK1; PGF; AKT2; PIK3CA; ARNT;
PTKZ2; BCL2; PIK3CB; PIK3C3;
BCL2L1; MAPK3; KRAS; HIF1A;
NOS3; PIK3C2A; PXN; RAF1;
MAP2K2; ELAVL1; AKT1l; PIK3R1;
MAP2K1; SEN; VEGFA; AKT3;
FOX01l; PRKCA

Via de sinalizacdo das PRKCE; RAC1; PRKCZ; MAPK]1 ;

Células Assassinas RAC2; PTPN11; KIR2DL3; AKT2;

Naturais PIK3CA; SYK; PRKCI; PIK3CB;
PIK3C3; PRKD1; MAPK3; KRAS;
PRKCD; PTPNG; PIK3C2A; LCK;
RAF1l; FYN; MAP2K2; PAK4; AKT1;
PIK3R1; MAP2K1; PAK3; AKT3;
VAV3; PRKCA

Ciclo celular: Regulacgdo | HDAC4; SMAD3; SUV39H1; HDACS;

do Ponto de Controlo CDKN1B; BTRC; ATR; ABLl; E2F1;

G1/S HDAC2; HDACTA; RB1; HDAC11;
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HDACY9; CDK2; E2F2; HDAC3; TP53;
CDKN1A; CCNDl; E2F4; ATM; RBL2;
SMAD4 ; CDKN2A; MYC; NRG1;
GSK3B; RBL1; HDACG6

Via de sinalizacdo do RAC1l; ELK1; MAPK1l; IKBKB; CBL;

Recetor das Células T PIK3CA; FOS; NFKB2; PIK3CB;
PIK3C3; MAPKS; MAPK3; KRAS;
RELA; PIK3C2A; BTK; LCK; RAF1l;
IKBKG; RELB; FYN; MAP2K2;
PIK3R1; CHUK; MAP2K1; NEKB1;
ITK; BCL10; JUN; VAV3

Via de sinalizacédo do CRADD; HSPB1l; BID; BIRC4; TBKI1;

Recetor Death (FAS) IKBKB; FADD; FAS; NFKB2; BCLZ2;
MAP3K14; MAPK8; RIPK1l; CASPS8;
DAXX; TNFRSF10B; RELA; TRAF2;
TNF; IKBKG; RELB; CASP9; CHUK;
APAF1; NFKBI1; CASP2; BIRCZ2;
CASP3; BIRC3

Via de sinalizacdo de RAC1; FGFR1; MET; MAPKAPK?2;

FGF MAPKI1; PTPN11; AKT2; PIK3CA;
CREB1; PIK3CB; PIK3C3; MAPKS;
MAPK3; MAPK13; PTPNG; PIK3C2A;
MAPK14; RAF1; AKT1; PIK3R1;
STAT3; MAP2K1; FGFR4; CRKL;
ATF4; AKT3; PRKCA; HGF

Via de sinalizacédo de LYN; ELK1l; MAPKl; PTPN1l; AKTZ2;

GM-CSF PIK3CA; CAMK2A; STATS5B; PIK3CB;
PIK3C3; GNB2L1; BCL2L1; MAPK3;
ETS1; KRAS; RUNX1; PIMI1;
PIK3C2A; RAF1; MAP2K2; AKT1;
JAK2; PIK3R1; STAT3; MAP2K1;
CCND1; AKT3; STATI1

Via de sinalizacdo da BID; IGFl; RAC1l; BIRC4; PGF;

Esclerose Lateral CAPNS1; CAPN2; PIK3CA; BCL2;

Amiotrdfica PIK3CB; PIK3C3; BCL2L1; CAPN1;
PIK3C2A; TP53; CASP9; PIK3R1;
RABSA; CASP1; APAF1; VEGFA;
BIRC2; BAX; AKT3; CASP3; BIRC3

Via de sinalizacéo PTPN1; MAPK1; PTPN11; AKT2;

JAK/Stat PIK3CA; STATS5B; PIK3CB; PIK3C3;
MAPK3; KRAS; SOCS1; STATSA;
PTPN6; PIK3C2A; RAF1l; CDKN1A;
MAP2K2; JAKL; AKT1; JAKZ;
PIK3R1l; STAT3; MAP2K1l; FRAP1;
AKT3; STATI1

Metabolismo de PRKCE; IRAK1l; PRKAA2; EIF2AK2;
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Nicotinato e GRK6; MAPK1l; PLK1l; AKT2; CDKS8;

Nicotinamida MAPKS ; MAPK3; PRKCD; PRKAAL;
PBEF1; MAPKO9; CDK2; PIM1;
DYRK1A; MAP2K2; MAP2K1l; PAK3;
NT5E; TTK; CSNK1Al; BRAF; SGK

Via de sinalizacdo de CXCR4; ROCKZ; MAPK1l; PTKZ2; FOS;

Quimiocinas CFL1; GNAQ; CAMK2A; CXCL12;
MAPKS; MAPK3; KRAS; MAPK13;
RHOA; CCR3; SRC; PPP1CC;
MAPK14; NOX1; RAF1; MAP2K2;
MAP2K1; FLAN; CCL2; PRKCA

Via de sinalizacédo de ELK1; MAPKI1 ; PTPN11; AKTZ2;

IL-2 PIK3CA; SYK; FOS; STATSB;
PIK3CB; PIK3C3; MAPK8; MAPK3;
KRAS; SOCS1; STATS5A; PIK3C2A;
LCK; RAF1l; MAP2K2; JAKl; AKT1;
PIK3R1l; MAP2K1; JUN; AKT3

Depressdo Sindptica de PRKCE; IGF1l; PRKCZ; PRDX6; LYN;

Longo Prazo MAPK1; GNAS; PRKCI; GNAQ;
PPP2R1A; IGF1R; PRKD1l; MAPK3;
KRAS; GRN; PRKCD; NOS3; NOS2A;
PPP2CA; YWHAZ; RAF1; MAP2K2;
PPP2R5C; MAP2K1; PRKCA

Via de sinalizacdo do TAF4B; EP300; CARM1 ; PCAF;

Recetor dos Estrogénios | MAPKl; NCOR2; SMARCA4; MAPK3;
NRIP1; KRAS; SRC; NR3Cl; HDAC3;
PPARGC1A; RBM9; NCOA3; RAF1;
CREBBP; MAP2K2; NCOA2; MAP2KI1;
PRKDC; ESR1; ESR2

Via da Ubiquitinacdo de TRAFO6; SMURF1; BIRC4; BRCAL;

Proteinas UCHL1; NEDD4; CBL; UBE2I; BTRC;
HSPAS; USP7; USP10; FBXW7;
USP9X; STUBL; USP22; B2M;
BIRC2; PARK2; USP8; USP1l; VHL;
HSPO90AAl; BIRC3

Via de sinalizacdo de TRAF6; CCR1; ELK1l; IKBKB; SPIl;

IL-10 FOS; NFKB2; MAP3K14; MAPKS;
MAPK13; RELA; MAPK14; TNE';
IKBKG; RELB; MAP3K7; JAK1;
CHUK; STAT3; NFKB1l; JUN; ILIR1;
IL6

Ativacdo de VDR/RXR PRKCE; EP300; PRKCZ; RXRA;
GADD45A; HES1; NCOR2; SP1;
PRKCI; CDKN1B; PRKD1; PRKCD;
RUNX2; KLF4; YY1; NCOA3;
CDKN1A; NCOAZ; SPP1; LRPS5;
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CEBPB; FOX0l; PRKCA

Via de sinalizacdo de EP300; SMAD2Z ; SMURF1; MAPKI ;

TGF-beta SMAD3; SMAD1; FOS; MAPKS;
MAPK3; KRAS; MAPKO9; RUNX2;
SERPINE1l; RAF1l; MAP3K7; CREBRBP;
MAP2K2; MAP2K1l; TGFBR1l; SMAD4;
JUN; SMADS

Via de sinalizacédo do IRAK1l; EIF2AK2; MYD88; TRAFG;

Recetor Toll-like PPARA; ELK1l; IKBKB; FOS; NFKB2;
MAP3K14; MAPK8; MAPK13; RELA;
TLR4; MAPK14; IKBKG; RELB;
MAP3K7; CHUK; NFKB1l; TLRZ2; JUN

Via de sinalizacédo de HSPB1; IRAK1l; TRAF6; MAPKAPKZ;

p38 MAPK ELK1l; FADD; FAS; CREB1; DDIT3;
RPS6KA4; DAXX; MAPK13; TRAF2;
MAPK14; TNE'; MAP3K7; TGFBR1;
MYC; ATF4; IL1R1; SRF; STATI1

Via de sinalizacédo NTRK2; MAPK1l; PTPN1ll; PIK3CA;

Neurotrofina/TRK CREB1; FOS; PIK3CB; PIK3C3;
MAPKS; MAPK3; KRAS; PIK3C2A;
RAF1; MAP2K2; AKT1; PIK3R1;
PDPK1; MAP2K1; CDC42; JUN; ATF4

Ativacdo de FXR/RXR INS; PPARA; FASN; RXRA; AKT2;
SDC1; MAPKS ; APOB; MAPK10;
PPARG; MTTP; MAPKY9; PPARGCI1A;
TNE'; CREBBP; AKT1; SREBF1;
FGFR4; AKT3; FOXO01l

Potenciacdo Sindptica de | PRKCE; RAP1A; EP300; PRKCZ;

Longo Prazo MAPKI1; CREB1; PRKCI; GNAQ;
CAMK2A; PRKD1; MAPK3; KRAS;
PRKCD; PPPICC; RAF1; CREBBP;
MAP2K2; MAP2K1l; ATF4; PRKCA

Via de sinalizacdo do RAPI1A; EP300; HDAC4; MAPKI ;

Calcio HDACS5; CREBI1; CAMK2A; MYHO9;
MAPK3; HDAC2; HDAC7A; HDACl1;
HDACS; HDAC3; CREBRBP; CALR;
CAMKK2; ATF4; HDACG6

Via de sinalizacédo de ELK1; MAPK1l; EGFR; PIK3CA; FOS;

EGFE PIK3CB; PIK3C3; MAPKS8; MAPK3;
PIK3C2A; RAF1; JAK]; PIK3R1;
STAT3; MAP2K1l; JUN; PRKCA; SRF;
STAT1

Via de sinalizacdo da EDN1; PTEN; EP300; NQOl; UBEZ2I;

Hipoxia no Sistema CREB1; ARNT; HIF1A; SLC2A4;

Cardiovascular NOS3; TP53; ©LDHA; AKT1l; ATM;
VEGFA; JUN; ATF4; VHL; HSPOOAAlL
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Inibicdo da Funcdo do IRAKI1; MYD88; TRAFOG; PPARA;

RXR mediada por LPS/IL-1 | RXRA; ABCAl; MAPKS ; ALDH1Al;
GSTP1; MAPKO9; ABCB1; TRAF2;
TLR4; TNE'; MAP3K7; NR1H2;
SREBF1; JUN; ILIRI1

Ativacdo de LXR/RXR FASN; RXRA; NCOR2Z2; ABCAl;
NFKB2; IRF3; RELA; NOS2A; TLR4;
TNF; RELB; LDLR; NR1H2; NFKBI1;
SREBF1; IL1R1l; CCL2; IL6; MMP9

Processamento da PRKCE; CSNK1E; MAPK1l; CAPNS 1;

Amiloide AKT2; CAPN2; CAPN1; MAPK3;
MAPK13; MAPT; MAPK14; AKT1;
PSENI1; CSNK1Al; GSK3B; AKT3;
APP

Via de sinalizacdo de AKT2; PIK3CA; PIK3CB; PIK3C3;

IL-4 IRS1; KRAS; SOCKS1; PTPNG;
NR3C1; PIK3C2A; JAK1; AKT1;
JAK2; PIK3R1; FRAPI1; AKT3;
RPS6KB1

Ciclo celular: Regulacdo | EP300; PCAF; BRCAl; GADD45A;

do Ponto de Controlo PLK1l; BTRC; CHEK1l; ATR; CHEKZ2;

G2/M de Danos no DNA YWHAZ; TP53; CDKN1A; PRKDC;
ATM; SFN; CDKN2A

Via de sinalizacdo do KDR; FLT1; PGF; AKT2; PIK3CA;

Oxido Nitrico no Sistema | PIK3CB; PIK3C3; CAV1; PRKCD;

Cardiovascular NOS3; PIK3C2A; AKTI1; PIK3R1;
VEGFA; AKT3; HSPY90AAl

Metabolismo das Purinas NME2 ; SMARCA4; MYHS; RRM?2 ;
ADAR; EIF2AK4; PKMZ2 ; ENTPDI1;
RADS1; RRM2B; TJP2; RADS1C;
NTS5E; POLDl; NME1

Via de sinalizacédo RAP1A; MAPK1; GNAS; CRER1;

mediada por cAMP CAMK2A; MAPK3; SRC; RAF1;
MAP2K2; STAT3; MAP2K1; BRAF;
ATF4

Disfuncdo Mitocondrial SOD2; MAPKS; CASPS8; MAPK10;
MAPK9; CASP9; PARK7; PSENI1;
PARK2; APP; CASP3

Via de sinalizacdo Notch | HES1; JAGl; NUMB; NOTCH4; ADAM
17; NOTCH2Z; PSENI1; NOTCH3;
NOTCH1; DLL4

Via de Stress do HSPAS5; MAPKS; XBP1; TRAF2;

Reticulo Endoplasmatico | ATF6; CASP9; ATF4; EIF2AK3;
CASP3

Metabolismo da NMEZ ; AICDA; RRMZ2 ; EIF2AK4;

Pirimidina ENTPDI1; RRM2B; NTS5E; POLDI1;
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NME1
Via de sinalizacdo na UCHLl; MAPK8; MAPK13; MAPK1l4;
doenca de Parkinson CASP9; PARK7; PARK2; CASP3
Via de sinalizacédo GNAS; GNAQ; PPP2R1A; GNB2L1;
Cardiaca e Beta PPP2CA; PPPICC; PPP2RS5C
Adrenérgica
Glicdlise/Gliconeogénese | HK2; GCK; GPI; ALDH1Al; PKM2;
LDHA; HKI1
Via de sinalizacdo do IRF1; SOCS1; JAK]; JAK?2;
Interferéo IFITM1; STAT1; IFIT3
Via de sinalizacdo de ARRB2; SMO; GLIZ2; DYRKI1A; GLI1;
Sonic Hedgehog GSK3B; DYRKIB
Metabolismo dos PLD1; GRN; GPAM; YWHAZ; SPHKI1;
Glicerofosfolipidos SPHK?2
Degradacdo de PRDX6; PLD1l; GRN; YWHAZ; SPHKI1;
Fosfolipidos SPHK2
Metabolismo do SIAH2?; PRMT5; NEDD4; ALDH1Al;
Triptofano CYP1B1l; SIAHI
Degradac¢do da Lisina SUV39H1; EHMT2; NSD1; SETD7;
PPP2R5C
Via de Reparacdo por ERCC5; ERCC4; XPA; XPC; ERCC1
Excisdo de Nucledtidos
Metabolismo do Amido e UCHL1; HK2; GCK; GPI; HK1
da Sacarose
Metabolismo de NQO1; HKZ2; GCK; HK1
Aminoacucares
Metabolismo do Acido PRDX6; GRN; YWHAZ; CYP1B1
Araquiddénico
Via de sinalizacdo do CSNK1E; CREB1l; ATF4; NR1D1
Ritmo Circadiano
Sistema de Coagulacdo BDKRB1; F2R; SERPINE1l; F3
Via de sinalizacdo do PPP2R1A; PPP2CA; PPP1CC;
Recetor da Dopamina PPP2R5C
Metabolismo da IDH2; GSTP1l; ANPEP; IDHI
Glutationa
Metabolismo dos ALDH1Al; GPAM; SPHK1l; SPHK2
Glicerolipidos
Metabolismo do Acido PRDX6; GRN; YWHAZ; CYP1B1
Linoleico
Metabolismo da Metionina [ DNMT1; DNMT3B; AHCY; DNMT3A
Metabolismo do Piruvato GLO1; ALDH1Al; PKM2; LDHA
Metabolismo da Arginina | ALDH1Al; NOS3; NOS2ZA
e da Prolina
Via de sinalizacdo dos PRDX6; GRN; YWHAZ

Eicosandides
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