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Opis wynalazku

Przedmiotami wynalazku sa czasteczka kwasu nukleinowego, kaseta ekspresyjna, wektor eks-
presyjny, komérka eukariotycznego gospodarza i zastosowanie czasteczki kwasu nukleinowego do wy-
twarzania leku do leczenia chordb wywotywanych ekspansja tréjnukleotydowych powtérzen typu CAG. Roz-
wiazanie dotyczy nowej koncepcji leczenia dziedzicznych chordb neurologicznych cztowieka wywotywanych
ekspansjg powtorzen trojnukleotydowych typu CAG, z wykorzystaniem technologii interferencji RNA.

Przewazajaca czes¢ ludzkiego genomu sktada sie z sekwencji powtarzajacych sie réznego typu.
Elementy te wystepuja zaréwno w sekwencjach kodujacych, w niekodujacych regionach gendw, jak
i w obszarach pozagenowych. Ekspansja niestabilnych ciagdw powtérzen tréjnukleotydowych w poje-
dynczych genach jest przyczyna ponad 20 réznych choréb dziedzicznych, znanych pod wspdéing angiel-
ska nazwa Triplet Repeat Expansion Diseases (TREDs). Sa to choroby neurodegeneracyjne, jak dotad
nieuleczalne.

Wiekszos¢ gendw zwiazanych z TREDs zawiera powtodrzenia trypletu CAG w regionie koduja-
cym, a wywotujgca chorobe liczba powtdrzen miesci sie najczesciej w zakresie od okoto 40 do 100.
Przyktadami takich choréb jest choroba Huntingtona (HD) oraz szereg ataksji rdzeniowo-mézdzkowych,
np. ataksja rdzeniowo-moézdzkowa typu 3 (SCA3). W wyniku translacji zmutowanego transkryptu po-
wstaje biatko zawierajace toksyczny ciag poliglutaminowy, zmieniajacy prawidtowa funkcje biatka. Wy-
dtuzone ciagi powtérzern CAG moga réwniez aktywowaé mechanizmy patogenezy na poziomie RNA,
w tym konfiskowanie specyficznych biatek przez zmutowane transkrypty.

Wiekszos¢ chordb wywotywanych ekspansja tréjnukleotydowych powtérzen jest warunkowana
w sposob autosomalny dominujacy. Kazda komérka zawiera zaréwno wariant normalny genu jak i zmu-
towany. Produkty zmutowanego genu, transkrypt i biatko sa toksyczne dla komérki, zatem ich usuniecie
powinno przeciwdziata¢ chorobie. Biatko normalne jest niezbedne do prawidtowego funkcjonowania ko-
morki zatem strategie terapeutyczne powinny polega¢ na allelo-selektywnej eliminacji wariantu zmuto-
wanego. Efekt ten mozna osiagnaé poprzez celowanie reagentami terapeutycznymi w regiony rozrézniajace
oba allele genu, polimorfizmy pojedynczych nukleotyddw (SNP) lub regiony powtdrzen (STR). Opublikowane
dotychczas sposoby eliminacji zmutowanego transkryptu i biatka wykorzystuja giéwnie oligonukleotydy an-
tysensowe oraz reagenty technologii interferencji RNA typu siRNA (krétkie interferujace RNA).

Interferencja RNA (RNAI) jest naturalnym procesem komdérkowym uczestniczacym w regulacji
ekspresji genéw, a takze mechanizmem obrony przed wirusami oraz ruchomymi elementami genomu.
Podstawa interferencji RNA jest udziat krétkich dwuniciowych czasteczek RNA (dsRNA), dtugosci od
20 do 30 nukleotyddw, w selektywnym wyciszaniu ekspresji gendéw. Czasteczki te, posiadajg sekwencje
komplementarne do sekwencji w obrebie mRNA, a w wyniku oddziatywania z nimi, dochodzi w zalez-
nosci od stopnia komplementarnosci, do degradacji transkryptu badz inhibicji translacji. dsSRNA uczest-
niczace w szlaku interferencji RNA powstaja w komoérce w wyniku obrébki dtuzszych czasteczek pre-
kursorowych, posiadajacych strukture typu spinki do wtoséw, przez endogenna maszynerie enzyma-
tyczna. Technologia RNAI wykorzystuje syntetyczne reagenty typu siRNA (ang. short interfering RNA),
reagenty wektorowe typu shRNA (ang. short hairpin RNA, reagenty nasladujace prekursory mikroRNA)
czy sh-miR (reagenty nasladujace pierwotne transkrypty mikroRNA). Ni¢ dziatajaca dupleksu siRNA
nazywana jest nicia wiodaca (ang. guide strand), natomiast ni¢ komplementarna do niej nicia pasazer-
ska (ang. passenger strand). Zastosowanie odpowiednich wektoréw oraz promotoréw daje mozliwosé
regulacji ekspresiji interferujacych RNA typu shRNA i sh-miR, selektywnego dostarczania ich do tkanek
docelowych i przede wszystkim diugotrwatego efektu wyciszania.

W publikacjach Yu D. et al. [1] oraz Lima WF. et al. [2] wykazano allelo-selektywne wyciszenie
zmutowanego genu HTT odpowiedzialnego za chorobe Huntingtona stosujac chemicznie modyfiko-
wane oligonukleotydy, celujgce w zmutowany ciag CAG. W publikacjach Hu et al. [3,4] zastosowano
krotkie, syntetyczne dupleksy RNA do selektywnej inhibicji zmutowanej huntingtyny przy udziale me-
chanizmu interferencji RNA.

W zgtoszeniu patentowym WO 2010/014592 (opublikowanym 2010-02-04) opisano metode se-
lektywnej inhibicji ekspresji biatka zawierajacego wydtuzony ciag poliglutaminowy z uzyciem chemicznie
modyfikowanych oligonukleotydéw. Opisane analogi kwasdw nukleinowych sa dtugosci 7-30 zasad i sq
nacelowane na wydtuzony ciag powtérzern CAG zmutowanego transkryptu. Zgtoszenie w szczegolnosci
dotyczy oligomerdw PNA i LNA oraz ich potencjalnego uzycia w inhibicji translacji nastepujacych biatek zwia-
zanych z chorobami poliglutaminowymi: huntingtyny, ataksyny-3, ataksyny-1, ataksyny-2 i atrofiny 1.
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Zgtoszenie patentowe WO 2011/097641 (opublikowane 2011-08-11) obejmuje chemicznie mo-
dyfikowane oligonukleotydy, dtugosci 13-22 zasad i o sekwencji w petni komplementarnej do regionu
powtdrzern CAG. Ujete w zgtoszeniu czasteczki moga mie¢ modyfikowane wigzanie internukleozydowe
lub czes¢ cukrowa. Obejmuje to mozliwosé zastosowania szeregu podstawnikéw w dowolnych pozy-
cjach, a w szczegdlnosci obejmuje modyfikacje LNA, Cet, ENA, MOE. Ich uzycie jest zastrzezone dla
wszystkich choréb poliglutaminowych.

W zgtoszeniu patentowym WO 2011/097388 (opublikowanym 2011-08-11) opisano uzycie dwu-
niciowego RNA do selektywnej inhibicji ekspresji biatka zawierajacego cigg poliglutaminowy. Ujete
w zgtoszeniu czasteczki to dwuniciowe RNA dtugosci 15-30 zasad celujace w wydtuzony ciag powto-
rzen CAG. Sekwencja oligonukleotyddw jest znamienna tym, ze zawiera nie wiecej niz jedng substytucje
w sekwencji seed oraz od 1 do 5 dowolnie ulokowanych substytucji w pozostatym regionie czasteczki.
Ujety zgtoszeniem dwuniciowy RNA moze zawieraé jedna lub wiecej modyfikowang chemicznie zasade.
Zgtoszenie dotyczy potencjalnego uzycia tych czasteczek w inhibicji translacji nastepujacych biatek
zwigzanych z chorobami poliglutaminowymi: huntingtyny, ataksyny-3, ataksyny-1, ataksyny-2 i atrofiny 1.
Zgtoszenie obejmuje stosowanie opisanych czasteczek do inhibicji poliglutaminowych biatek w komor-
kach oraz réznych metod ich podawania in vivo.

Zgtoszenie patentowe WO 2013/033223 (opublikowane 2013-03-07) dotyczy metody zastosowa-
nia pojedynczoniciowych oligonukleotydéw o sekwencji komplementarnej do wydtuzonego regionu po-
wtorzen tréjnukleotydowych (CAG, CUG, CGG, GCC i GAA). Ujete zgtoszeniem oligonukleotydy moga
by¢ dtugosci 13—-30 zasad oraz zawiera¢ szereg chemicznych modyfikacji (stabilizujacych grupe fosfo-
ranowa S’-koncowego nukleotydu, podstawnikéw w wiazaniu internukleozydowym oraz czesci cukro-
wej). Dodatkowo oligonukleotyd moze zawieraé od 1 do 5 substytucji w sekwencji, ktére powoduja two-
rzenie niekanonicznych par zasad w oddziatywaniu z sekwencja docelowa ciagu powtérzen. Wskazane
jest wykazywanie co najmniej 5-krotnej selektywno$ci w wyciszaniu ekspresji allelu zmutowanego,
w poroéwnaniu do allelu normalnego. Uzycie opisanych oligonukleotydéw jest zastrzezone zaréwno dla
hodowli komdrkowych, modeli zwierzecych jak i pacjentow.

W zgtoszeniach patentowych US2005255086 (opublikowanym 2005-11-17), WO2006031267
(opublikowanym 2006-03-23) przedstawiona zostata metoda wykorzystujaca RNA i in vivo w terapii
choréb neurodegeneracyjnych dominujacych. Rozwiazanie dotyczy krétkich interferujacych RNA skie-
rowanych przeciwko genowi choroby Huntingtona i ataksji rdzeniowo-mézdzkowej typu 1 (SCA1), spo-
soby wykorzystania i systemy wektorowe dla tych czasteczek.

W zgtoszeniach patentowych W02004047872 (opublikowanym 2004-06-10), EP2145628 (opu-
blikowanym 2012-03-21) opisano sposob leczenia chordb neurodegeneracyjnych poprzez domézgowe
dostarczenie siRNA. W rozwiazaniu przedstawiono metode, krétkie interferujace RNA oraz procedure
leczenia choréb neurodegeneracyjnych obejmujaca etapy chirurgicznego wszczepienia cewnika, tak by
jego czes$é uwalniajaca utozona byta przylegle do okreslonego obszaru infuzji w mézgu, i uwalniata
poprzez czes$¢ emitujaca cewnika okreslona dawke przynajmniej jednej substancji zdolnej do hamowa-
nia wytwarzania przynajmniej jednego biatka neurodegeneracyjnego. Niniejszy wynalazek opisuje row-
niez wektory kodujace krotkie interferujace RNA oraz sposoby leczenia choréb neurodegeneracyjnych,
takich jak choroba Alzheimera, Parkinsona, Huntingtona, ataksji rdzeniowo-mézdzkowej typu 1, 2 i 3
i/lub DRPLA (zanik jadra zebatego, czerwiennego, gatki bladej oraz jadra Luysa).

W zgtoszeniach patentowych US2006270623 (opublikowanym 2006-11-30), US2005277133
(opublikowanym 2005-12-15) opisano oparty o zjawisko RNAi sposéb leczenia choréb zwiazanych
z ekspansja powtorzen poliglutaminowych z wykorzystaniem krétkiego interferujacego kwasu nukleino-
wego (siNA). Rozwiazanie to dotyczy zwiazkdw, ich sktadu, sposobdéw badan, diagnozy, leczenia cho-
réb oraz uwarunkowan zwiazanych z réznymi wariantami allelicznymi powtérzen poliglutaminowych,
odpowiadajacych za modulacje ekspresji genu i/lub ich aktywnosci. W szczegdlnoéci rozwigzanie to
dotyczy czasteczek krétkich kwaséw nukleinowych, takich jak krétkie interferujace kwasy nukleinowe
(siNA), krotkie interferujace RNA (siRNA), dwuniciowe RNA (dsRNA), mikro-RNA (miRNA) i krotkie
spinki RNA (shRNA), czasteczek zdolnych do posredniczenia w procesie interferencji RNA nakierowa-
nym na ekspresje gendw zwiazanych z chorobami lub alleli kodujacych sekwencje poliQ.

W zgtoszeniu patentowym W02012109667 (opublikowanym 2012-18-16), opisano sposéb wprowa-
dzania terapeutycznych reagentéw RNAi do komérek dotknietych patogeneza w chorobie Huntingtona.
Szczegétowo opisano sposob konstrukcji kaset ekspresyjnych stuzacych do uwalniania terapeutycznych
czasteczek siRNA z mozliwoscia wprowadzania ich do komoérek w postaci wektorow wirusowych. W opisa-
nym podej$ciu do konstrukcji kaset ekspresyjnych wykorzystano sekwencje naturalnych prekursoréw
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miRNA zapewniajacych zmniejszenie toksycznosci uwalnianych z nich czasteczek siRNA poprzez obnizenie
zdolnosci wywotywania zaleznych od sekwencji efektéw ubocznych (ang. off-target effect).

W zgtoszeniach patentowych US2013065298 (opublikowanym 2013-03-14), US2004241854
(opublikowanym 2004-12-02), US2011244561 (opublikowanym 2011-10-06), US8329890 (opublikowa-
nym 2012-12-11) opisano oparty na zjawisku RNAi sposéb allelo-selektywnego wyciszania ekspresiji
zmutowanych wariantéw gendéw bedacych przyczyna grupy choréb dziedziczonych w sposéb dominu-
jacy, w tym choroby Huntingtona oraz szeregu ataksji rdzeniowo-mézdzkowych. Opisany wynalazek
zaktada wykorzystanie reagentéw w postaci sSIRNA, shRNA lub miRNA celujacych w region mRNA od-
dalony od ciagu powtérzen tréjnukleotydowych, a zawierajacy polimorficzne nukleotydy (ang. Single
Nucleotide Polymorphism — SNP) umozliwiajace rozréznienie allelu zmutowanego od normalnego a na-
stepnie preferencyjne wyciszanie jego ekspresiji.

W zgtoszeniach patentowych US2011212520 (opublikowanym 2011-09-01) oraz US2008274989
(opublikowanym 2008-11-06) opisano sposob zastosowania reagentéw RNAI do terapii choréb neuro-
degeneracyjnych in vivo. Zgtoszenia te, zawierajg opis sposobu zastosowania reagentéw RNAi w celu
zapobiegania akumulacji zmutowanych biatek: huntingtyny oraz ataksyny-1. Rozwiazanie to dotyczy
réwniez wprowadzania czasteczek terapeutycznych, zaréwno w postaci RNA jak i wektoréw genetycz-
nych (w tym wirusowych -AAV), do réznych obszaréw osrodkowego ukfadu nerwowego, w ktérych ob-
serwowane sa zmiany chorobowe.

W zgtoszeniu patentowym US2008/0015158 A1 (opublikowanym 2008-01-17) opisano metode
inhibicji ekspresji genu HTT przy uzyciu inhibitorow dsRNA, celujacych w sekwencje specyficzna genu
HTT, znajdujaca sie tuz przed ciggiem powtdrzen CAG.

Pomimo istniejacych do tej pory rozwiazan opisujacych sposoby zastosowania reagentéw RNAI|
w terapii chordb neurodegeneracyjnych istnieje ciagta potrzeba dostarczenia rozwiazania dajacego
mozliwos¢ allelo-selektywnego wyciszania gendw, zawierajacych zmutowane ciagi CAG przy zastoso-
waniu reagentéw wektorowych, celujacych bezposrednio w region powtérzen.

Celem niniejszego wynalazku jest uzyskanie selektywnego wyciszania ekspresji zmutowanych
gendw, wystepujacych w chorobach poliglutaminowych poprzez celowanie w region powtorzen CAG
w transkryptach (uniwersalny charakter rozwiazania) przy pomocy reagentéw wektorowych technologii
interferencji RNA (dtugotrwaty efekt terapeutyczny). Rozwiazanie wedtug wynalazku obejmuje inhibitory
typu shRNA (krétkie spinki RNA) oraz sh-miR (ang. artificial miRNA), przypominajace struktura cza-
steczki prekursorowe miRNA (odpowiednio pre-miRNA oraz pri-miRNA), z ktérych w wyniku komaérko-
wej biogenezy uwalniana jest pula heterogennych interferujacych RNA, inhibujacych ekspresje zmuto-
wanych genow, takich jak HTT i ATXNS.

Nieoczekiwanie okazato sie, ze rozwiazanie wedtug wynalazku dotyczy nowej koncepcji leczenia
dziedzicznych choréb neurologicznych cztowieka wywotywanych ekspansja powtdrzen tréjnukleotydo-
wych typu CAG, z wykorzystaniem technologii interferencji RNA.

Komdrkowa biogeneza interferujacych RNA typu shRNA i sh-miR obejmuje m.in. transkrypcje
przy pomocy polimerazy RNA Il lub |l i powstawanie czasteczek o strukturze spinki do wtoséw. Struktury
te sa docinane w komdrkach przez endogenne biatka kompleksu. Mikroprocesora (dotyczy reagentéw
typu sh-miR), transportowane z jadra do cytoplazmy i docinane przez nukleaze Dicer (dotyczy reagen-
tow typu shRNA, sh-miR) do puli krétkich duplekséw RNA o dtugo$ci ok. 21-23 par zasad. W nastepnym
etapie krotkie dupleksy RNA sa wiazane przez specyficzne biatka, a jedna z nici dupleksu (ni¢ wiodaca)
stuzy do rozpoznania sekwencji w docelowym transkrypcje.

Przedmiotem wynalazku jest czasteczka kwasu nukleinowego, ztoZzona z dupleksu i petli, w ktorej
jedna z nici dupleksu — ni¢ wiodaca zawiera sekwencje okreslong sekwencjg SEQ. ID No. 2, a druga
z nici dupleksu — ni¢ pasazerska jest do niej komplementarna przynajmniej w 80%, przy czym cza-
steczka kwasu nukleinowego tworzy w komorce strukture typu spinki.

Korzystnie, gdy region dupleksu ma 19-30 par zasad dtugosci.

Korzystnie, gdy pierwsza i druga ni¢ dupleksu sg potaczone za pomoca petli o diugosci od 4 do 15 nt.

Korzystnie, gdy petla okreslona jest sekwencja SEQ. ID No. 23.

Korzystnie, gdy czasteczka zawiera w nici wiodacej modyfikowane powtérzenia typu CUG, za-
wierajace 1, 2, 3 lub 4 substytucje powodujace powstawanie niekanonicznych par zasad w oddziatywa-
niu z celowana sekwencjg CAG w transkryptach.

Korzystnie, gdy czasteczka zawiera sekwencje oskrzydlajace 5’ i 3' pochodzace od naturalnego
miRNA, przy czym naturalnej dlugosci sekwencje flankujace prekursora sa skrocone lub nie.

Korzystnie, gdy czasteczka zawiera sekwencje petli pochodzaca od naturalnego miRNA.
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Kolejnym przedmiotem wynalazku jest kaseta ekspresyjna zawierajaca regulowany lub konstytu-
tywny promotor, charakteryzujaca sie tym, Ze jest on powiazany funkcjonalnie z sekwencja kodujaca
kwas nukleinowy okreslony powyzZzej.

Korzystnie, gdy promotorem jest promotor polll albo pollll RNA.

Kolejnym przedmiotem wynalazku jest wektor ekspresyjny charakteryzujacy sie tym, ze zawiera
kasete ekspresyjna okreslona powyze;.

Korzystnie, gdy stanowi wektor adenowirusowy, lentiwirusowy, adeno-associated (AAV), poliowi-
rus lub HSV.

Kolejnym przedmiotem wynalazku jest komoérka eukariotycznego gospodarza charakteryzujaca
sie tym, Zze zawiera czasteczke kwasu nukleinowego okreslonego powyze;j.

Korzystnie, gdy komdrka zawiera kasete ekspresyjna okreslona powyze;.

Korzystnie, gdy komdrka zawiera wektor ekspresyjny okreslony powyze;.

Kolejnym przedmiotem wynalazku jest zastosowanie czasteczki kwasu nukleinowego okreslonej
zastrzezeniami powyzej, kasety ekspresyjnej okreslonej powyzej, wektora okreslonego powyzej lub ko-
morek okreslonych powyzej do wytwarzania leku do leczenia choréb neurologicznych wywotywanych
ekspansjg powtorzen tréjnukleotydowych CAG.

Korzystnie, gdy zastosowanie jest w terapii choréb neurodegeneracyjnych cztowieka, takich jak
choroba Huntingtona i ataksja rdzeniowo-mézdzkowa typu 3, wywotywanych przez mutacje trypletu
CAG w pojedynczych genach.

Opisano tu takze transgenicznego ssaka zawierajgcego czasteczke kwasu nukleinowego okre-
Slona powyzej, kasete ekspresyjna okreslona powyzej, wektor okreslony powyzej.

Opisano tu takze sposéb indukowania interferencji RNA w eukariotycznym gospodarzu, cha-
rakteryzujacy sie tym, ze obejmuje dostarczanie do obiektu badan efektywnej dawki czasteczki
kwasu nukleinowego okreslonego powyzej, kasety ekspresyjnej okreslonej powyzej, wektora okre-
slonego powyzej.

W celu lepszego zobrazowania wynalazku na rysunku:

Figura 1 przedstawia przyktady sekwencji i struktury interferujgcych RNA typu shRNA i sh-miR.

Interferujace RNA powstaja w komérkach w wyniku transkrypcji. Tworza one strukture typu spinki,
z dwuniciowym trzonem i petla. Interferujace RNA typu shRNA zawieraja na koricu 3’ kilka reszt urydy-
lowych a sekwencja nici wiodacej rozpoznajacej sekwencje docelowa (kolor czerwony) jest umiesz-
czona preferencyjnie w ramieniu 3’ trzonu spinki. Interferujace RNA typu sh-miR zawieraja dodatkowo
petle i sekwencje oskrzydlajgce 5’ i 3’ naturalnego prekursora mikroRNA.

Figura 2 przedstawia obrobke interferujacych RNA w komérkach HEK293 przez RNaze Dicer.
Czasteczki interferujgcych RNA nacelowane na zmutowane ciagi CAG w transkryptach sg wprowa-
dzane do komodrek w postaci kaset ekspresyjnych, zawierajacych obok sekwencji kodujacej shRNA czy
sh-miR réwniez sekwencije gendw reporterowych, takich jak copGFP i GFP. Metodg wysokorozdzielcze;j
hybrydyzacji typu northern potwierdzono powstawanie transkryptéw w komaérkach (pre-) oraz ich doci-
nanie przez RNaze Dicer do puli krétkich duplekséw RNA (siRNA). Zaréwno powstajacy transkrypt jak
i krotkie dupleksy siRNA sa heterogenne. M1 i M2 oznaczaja markery dtugosci RNA; siA2 — syntetyczny
siRNA transfekowany do komérek.

Figura 3 przedstawia allelo-selektywne wyciszanie biatka huntingtyny i ataksyny 3 (Western blot)

oraz transkryptu genu HTT (RT-PCR) przez interferujgce RNA typu shRNA.

A) Ludzkie fibroblasty wyprowadzone od pacjenta z choroba Huntingtona (17/68 CAG) byty
transdukowane wektorami lentiwirusowymi kodujacymi interferujace RNA typu shRNA.
Komoérki byty infekowane iloécia MOI 10 wirusa (multiplicity of infection) i badane 7 dni po
infekcji. shLuc — kontrola negatywna, shRNA celujacy w gen Luc; sh2.4 — kontrola pozytywna,
shRNA celujace w sekwencje specyficzna genu HTT, intensywnosci sygnatéw pochodzacych
od biatka huntingtyny zostaty znormalizowane do poziomu biatka pektyny i kontroli shLuc, do
poréwnan zastosowano analizy statystyczne (one-sample t-test). Stupki btedu przedstawiaja
odchylenie standardowe. Wartosci (p-value) istotne statystycznie zaznaczono gwiazdka.

B) Ludzkie fibroblasty wyprowadzone od pacjenta z ataksja rdzeniowo-mézdzkowa typu 3
(18/69 CAG) byty transdukowane wektorami lentiwirusowymi kodujacymi interferujagce RNA
typu shRNA (shA2R i shA2R1). Komérki byty infekowane dwoma stezeniami wirusa (MOI 1
i 10) i badane 7 dni po infekcji. shLuc — kontrola negatywna, shRNA celujacy w gen Luc;
K — komorki nie transdukowane wirusem. GAPDH - biatko referencyjne
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Figura 4 przedstawia analize selektywno$ci wyciszania interferujacych RNA tworzacych niespa-
rowania z sekwencjg docelowg CAG.

a) Analiza Western blot poziomu biatek ATXN3, TBP, FOXP2, EIF2AK3, RPL14 i LRP8 w fibro-
blastach HD 72 h po transfekcji 50 nM dupleksami RNA ztozonymi z modyfikowanych powté-
rzen CUG, tworzacych niesparowania z sekwencjg docelowg CAG (reagenty referencyjne:
d7, P9b i W13/16). Sekwencje nukleotydowe ciagéw powtdrzen w genach kodujacych anali-
zowane biatka obejmuja: ciag w TBP

(CAG)3(CAA)3(CAG)9(CAA)(CAG)(CAA)CAG)20 i FOXP2:(CAG)4(CAA)
(CAG)4(CAA)2(CAG)2(CAA)2(CAG)3(CAA)S(CAG)2(CAA)2(CAG)5(CAA)(CAG)S.

C — warto$¢ referencyjna oznaczajgca poziom ekspresji w komorkach transfekowanych kon-
trolnym siRNA. Intensywnosci sygnatdow zostaty znormalizowane do poziomu biatka referen-
cyjnego GAPDH i poréwnane testem statystycznym (one-sample t-test). Stupki btedu przed-
stawiaja odchylenie standardowe. Wartos¢ istotne statystycznie zaznaczono gwiazdka
(* p <0.05).

b) w poréwnaniu do niemodyfikowanych czasteczek CAG/CUG, modyfikacje ciagu powtdrzen
CAG w nici pasazerskiej interferujacych RNA, zmniejszyty mozliwos$¢ ich wigzania sig i nie-
specyficznego dziatania w sciezce RNAI na transkrypty CUG; mfe — energia wigzania nici
dupleksu (minimum free energy).

W celu lepszego zrozumienia ponizej przedstawiono przyktadowe rozwiazania wedtug wynalazku.

Przykiady

Interferujace RNA typu shRNA i sh-miR zawierajgce modyfikowane sekwencje CAG/CUG
w strukturze trzonu spinki sg substratami dla RNazy Dicer.

Aby okresli¢, czy interferujace RNA podlegaja obrébce w komérkach przez biatka szlaku RNAI,
komorki HEK293 transfekowano wektorami ekspresyjnymi, kodujacymi czasteczki shRNA i sh-miR
(Figura 2). Po 24 h wyizolowano catkowity RNA, rozdzielono go w Zelu poliakryloamidowym i przepro-
wadzono hybrydyzacje z sonda w celu wizualizacji transkryptow i produktéw ich docinania (analiza nor-
thern blot). Stwierdzono, Ze powstajace w komdrkach interferujace RNA sa docinane przez RNaze Dicer
do puli krotkich heterogennych czasteczek siRNA. Co wiecej, powstajgce spod promotora polimerazy
[l RNA — H1 czasteczki shRNA sa heterogenne juz na etapie transkryptu (oznaczone jako pre-), co
wynika gtéwnie z obecnosci roznej diugosci reszt urydylowych na koncu 3'.

Interferujace RNA typu shRNA wyciszajq allelo-selektywnie zmutowane biatka huntingtyne
i ataksyne 3.

W celu sprawdzenia efektywnosci dziatania interferujacych RNA typu shRNA, tworzacych selek-
tywne niesparowania z sekwencjg docelowa CAG skonstruowano wektory lentiwirusowe, kodujace cza-
steczki shA2R i shA2R1 (zawierajace sekwencje ID. NO.1 i ID. NO.2 z Tabeli). Ludzkie fibroblasty wy-
prowadzone od pacjentdéw z choroba Huntingtona i ataksja rdzeniowo-mézdzkowa typu 3 byty transdu-
kowane lentiwirusami w stezeniu MOI 10 lub 1 i analizowane 7 dni po transdukcji (Figura 3). Wyizolo-
wane biatko poddano analizie typu Western blot i okreslono stopien wyciszenia wariantu zmutowanego
i normalnego wzgledem biatka referencyjnego i kontroli negatywnych. Oba analizowane reagenty wyci-
szaja allelo-selektywnie zmutowana huntingtyne, pozostawiajac biatko niezmutowane na normalnym
poziomie (Figura 3A). Analiza transkryptu genu HTT potwierdzita selektywnos¢ wyciszania zmutowane;j
formy. Sprawdzono réwniez efektywnos¢ dziatania interferujacych RNA na innym modelu choréb poli-
glutaminowych — SCA3 (Figura 3B). Badane czasteczki wyciszajg allelo-selektywnie zmutowanag atak-
syne 3 w obu analizowanych stezeniach wirusa (MOl 1 i MOI 10).

Metody

Hodowle komérkowe i transfekcja

Fibroblasty wyprowadzone od pacjentéw z HD (GM04281 — 17/68 CAG) i SCA3 (GM06153 —
18/69 CAG) uzyskano z Coriell Cell Repositories (Camden, New Jersey, USA). Hodowle prowadzono
w pozywce MEM (Lonza; Basel, Switzerland) wzbogaconej w 8% surowice FBS (Sigma-Aldrich;
St. Louis, USA), antybiotyki: penicylina, streptomycyna, amfoterycyna B (Sigma-Aldrich) i aminokwasy
(nr. Kat. M7145, Sigma-Aldrich). Transfekcje prowadzono przy uzyciu Lipofectaminy 2000 (Life Tech-
nologies; Grand Island, NY, USA) zgodnie z zaleceniami producenta.
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Western blot

Analiza Western blot dla biatka HTT (ciag 17/68Q). W skrdcie, 25 pug catkowitego biatka rozdzie-
lano w zZelu poliakryloamidowym z SDS (1.5 cm, 4% zel zageszczajacy / 4.5 cm, 5% zel rozdzielajacy,
stosunek akrylamidu do bisakrylamidu 35:1) w buforze XT Tricine (Bio-Rad; Hercules, CA, USA) przy
140 V, w tazni wodnej. Nastepnie biatka byty transferowane na membrane nitrocelulozowa (Sigma-Ald-
rich). Wszystkie kroki immunodetekcji byty przeprowadzone w systemie SNAPiId (Millipore; Billerica, MA,
USA) w buforze PBS/0.9% NaCl/0.1% Tween-20 oraz 0.25% mleku odtluszczonym. Reakcja immuno-
fluorescencyjna byta wykrywana przy pomocy substratu ECL Western Blotting Substrate (ThermoScien-
tific, Rockford, IL, USA). Prazki biatkowe byty skanowane bezposrednio z membrany przy uzyciu kamery
i analizowane programem Gel-Pro Analyzer. Analiza Western blot dla biatka ATXN3 — 25 g catkowitego
biatka rozdzielano w zelu poliakryloamidowym z SDS (5% zel zageszczajacy, 12% zel rozdzielajacy)
w buforze Laemmli przy 120V. Pozostate etapy analizy jak powyzej.

Northern blot

Czasteczki efektorowe uwalniane z wektoréow byty wykrywane przy pomocy hybrydyzacji typu
northern. Catkowity RNA byt izolowany z komérek HEK293T przy pomocy odczynnika TRI Reagent
(BioShop; Burlington, Canada) zgodnie z instrukcjg producenta. RNA (35 pg) rozdzielano w denaturu-
jacym zelu poliakryloamidowym (12% PAA, 19:1 akrylamid/bis, 7.5 M mocznik) w buforze 0.5X TBE.
RNA byt transferowany na membrane hybrydyzacyjna GeneScreen Plus (PerkinElmer) uzywajac tech-
niki elektrotransferu pétsuchego (Sigma-Aldrich). Membrana byta hybrydyzowana z radioaktywnie wy-
znakowana sonda DNA komplementarna do czasteczki interferujacego RNA. Sygnaty radioaktywne
byty ilosciowane przy pomocy skanera laserowego FLA5100 (Multi Gauge v3.0, Fuijifilm).

Izolacja RNA i RT-PCR

Catkowity RNA byt izolowany z komérek przy pomocy odczynnika TRI Reagent (BioShop; Bur-
lington, Canada) zgodnie z instrukcjg producenta. Stezenie RNA mierzono przy uzyciu Spektrofotome-
tru NanoDrop. Do odwrotnej transkrypcji uzywano 500 ng RNA, reakcje prowadzono w 55°C uzywajac
zestawu Superscript Il (Life Technologies) i randomicznych heksameréw (Promega; Madison, W1,
USA). Produkty PCR rozdzielano w 1.5% zelach agarozowych w buforze 0.5XTBE i wybarwiano je
bromkiem etydyny.

Plazmidy i wektory wirusowe

Kasety ekspresyjne kodujace interferujacy RNA zawieraty promotor H1, sekwencje nici sensowe;j,
sekwencje petli, sekwencje nici antysensowej oraz sekwencje terminatorowa sktadajaca sie z 5 urydyn.
Wektor kodowat rowniez sekwencje genu reporterowego copGFP z promotora CMV lub GFP z promo-
tora EF1a.. Kasety ekspresyjne kodujace interferujacy RNA byty wygenerowane przy uzyciu oligonukle-
otydéw DNA (Sigma-Aldrich). Pary oligonukleotydéw DNA byty ligowane do plazmidu ekspresyjnego
pGreenPuro (System Biosciences), a sekwencje konstruktu potwierdzano poprzez sekwencjonowanie.

Skladanie wirusa i transdukcja fibroblastéw

W celu produkcji lentiwiruséw plazmidy zawierajace kasety ekspresyjne z interferujacym RNA
byty kotransfekowane do komérek HEK293TN z plazmidami pakujacymi pPACKH1-GAG, pPACKH1-
-REV i pVSV-G (System Biosciences). Pozywke z lentiwirusem zbierano dnia 2 i 3, filtrowano, zagesz-
czano czastki lentiwirusowe uzywajac roztworu PEGit Virus Precipitation Solution (System Bioscien-
ces). Wektory lentiwirusowe zawieszano w pozywce Opti-MEM (Gibco), i okresdlano ilos¢ czastek wiru-
sowych (TU/ml) przy pomocy cytometrii przeptywowej (Accuri C6, BD Biosciences) bazujac na ekspresii
genu reporterowego copGFP lub GFP. Fibroblasty byty transdukowane stosujagc MOI (multiplicity of in-
fection) 1 10 w obecnosci polybrenu (4 pg/ml).

Podsumowanie

W opisanych dotychczas publikacjach i patentach brak rozwiazania pokazujacego zastosowanie
reagentéw wektorowych technologii RNAIi do selektywnego wyciszania zmutowanych gendéw zawiera-
jacych wydtuzone ciggi CAG, celujac bezposrednio w region mutacji. W odréznieniu do rozwiazan pro-
ponowanych dotychczas, bedace przedmiotem zgtoszenia interferujace RNA dziata w sposéb wysoce
allelo-selektywny, preferencyjnie wyciszajac ekspresje alleli zmutowanych, celujac w powtdrzenia CAG.
Efekt ten uzyskano dzieki wprowadzeniu specyficznych substytucji w sekwencje interferujacych RNA,
co powoduje powstanie niekanonicznych par zasad w oddziatywaniu z docelowa sekwencja CAG. Po-
wstajaca w wyniku komaérkowej biogenezy pula interferujacych RNA selektywnie obniza poziom zmuto-
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wanych biatek przy pozostawieniu biatek niezmutowanych na normalnym poziomie. Proponowane roz-
wiazanie ogranicza rowniez efekt off-target, polegajacy na niespecyficznym dziataniu interferujacych
RNA na inne transkrypty zawierajace krétkie powtérzenia CAG i CUG. Zastosowanie wektoréw wiruso-
wych daje mozliwos¢ dostarczenia interferujacych RNA do trudnodostepnych tkanek, takich jak mézg.
Co wiecej, w odréznieniu do podej$¢ wykorzystujacych syntetyczne czasteczki RNAI, pozwala na diu-
gotrwata ekspresje interferujacych RNA w chorej tkance bez potrzeby ich wielokrotnego podawania.

Podejscia terapeutyczne wykorzystujace celowanie w sekwencje powtérzen w chorobach poliQ
sa bardziej uniwersalne w poréwnaniu do celowania w sekwencje specyficzne gendw, a tym bardziej
w sekwencje polimorficzne SNP. Uniwersalno$¢ wynalazku polega na tym, ze interferujagce RNA sg na-
celowane na zmutowane sekwencje powtdrzen CAG, wystepujace przynajmniej w 9 chorobach poliglu-
taminowych.

Lista sekwencji

Liczba .
SEQ. 1D niesparowa z r[?ioe(:zzjrowania z
No. Sekwencja nici wiodgcej 5°-3° ;i:::l:{:? sekaench
CAG 1 docelowa
1 CUGCUGCAGCUGCUGCUGCUGC 1 A:A
2 GCUGCUGCAGCUGCUGCUGCU 1 A:A
3 CUGCUGCAGCUGCUGCAGCUGC 2 AA
4 GCUGCUGCAGCUGCAGCUGCU 2 A:A
5 GCUGCUGCUGCAGCAGCUGCU 2 A:A
6 UGCUGCUGCUGCAGCAGCUG 2 AA
7 GCUGCUGCUAAAGCAGCUGCU 4 AA
8 CUGCUGCGGCUGCUGCUGCUGC 1 A:G
9 GCUGCUGCGGCUGCUGCUGCU 1 A:G
10 CUGCUGCAGCUGCUGCGGCUGC 2 A:G
11 GCUGCUGCGGCUGCGGCUGCU 2 A:G
12 GCUGCUGCUGCGGCGGCUGCU 2 A:G
13 UGCUGCUGCUGCGGCGGCUG 2 A:G
14 CUGCUGCGGCGGCUGCGGCUGC 3 A:G
15 GCUGCUGCGGCUGCGGCGGCU 3 A:G
16 UGCUGCUGCGGCGGCGGCUG 3 A:G
17 GCUGCUGCUGCGGCGGCGGCY 3 A:G
18 UGCUGCUGCUGCGGCGGCGG 3 A:G
19 CUGCUGCUGCUGCGGCGGCGGC 3 A:G
20 UGCUGCUGCGGCGGCGGCGG 4 A:G
21 CUGCUGCUGCGGCGGCGGCGGC 4 A:G
22 GCUGCUGCUGGGGCGGCUGCU 4 A:G
SEQ. ID No. 23

5S’CUUCCUGUCA3’
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<160> 23

<170> BiSSAP 1.3.6

<210> 1
<211> 22
<212> RNA

<213> Homo sapiens

<400> 1

cugcugcagc ugcugcugcu gc 22

<210> 2
<211> 21
<212> RNA

<213> Homo sapiens

<400> 2

gcugcugcag cugcugcugc u 21

<210> 3
<211> 22
<212> RNA

<213> Homo sapiens
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<400> 3

cugcugcagc ugcugcagcu gc 22

<210> 4
<211> 21
<212> RNA

<213> Homo sapiens

<400> 4

gcugcugcag cugcagcugc u 21

<210> 5
<211> 21
<212> RNA

<213> Homo sapiens

<400> 5

gcugcugcug cagcagcugc u 21

<210> 6
<211> 20
<212> RNA

<213> Homo sapiens

<400> 6

ugcugcugcu gcagcagcug 20

<210> 7
<211i> 21
<212> RNA

<213> Homo sapiens
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<400> 7

gcugcugcua aagcagcugc u

<210> 8
<211> 22
<212> RNA

<213> Homo sapiens

<400> 8

cugcugcgge ugcugcugcu gce

<210> 9
<21l> 21
<212> RNA

<213> Homo sapiens

<400> 9

gcugcugegg cugcugcugce u

<210> 10
<211> 22
<212> RNA

<213> Homo sapiens

<400> 10

cugcugcagc ugcugcggcu gc

<210> 11
<211> 21
<212> RNA

<213> Homo sapiens

11

21

22

21

22
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<400>

11

gcugcugcgg cugcggcuge u

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

<400>

12
21
RNA

Homo sapiens

12

gcugcugcug cggcggcuge u

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

<400>

13
20
RNA

Homo sapiens

13

ugcugcugeu geggeggeug

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

<400>

14
22
RNA

Homo sapiens

14

cugcugcggc ggcugcggcu go

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

<400>

15
21
RNA

Homc sapiens

15
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21

21

20

22
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gcugcugegg cugeggegge u

<210> 16
<211> 20
<212> RNA

<213> Homo sapiens

<400> 16
ugcugcugcg gcggcggcug

<210> 17
<211> 21
<212> RNA

<213> Homo sapiens

<400> 17
gcugcugcug cggcggcggce u

<210> 18
<211> 20
<212> RNA

<213> Homo sapiens

<400> 18
ugcugcugcu gcggeggegyg

<210> 19
<211> 22
<212> RNA

<213> Homo sapiens

<400> 19
cugcugcugc ugcggcggceyg gce

21

20

21

20

22

13



<210> 20
<211> 20
<212> RNA

<213> Homo

<400> 20

ugcugcugeg

<210> 21
<211> 22
<212> RNA

<213> Homo

<400> 21

cugcugcugce

<210> 22
<211> 21
<212> RNA

<213> Homo

<400> 22

gcugcugeuy

<210> 23
<211> 10
<212> RNA

<213> Homo

<400> 23

cuuccuguca

sapiens

gcggcggcegg

sapiens

ggcggcggcg gce

sapiens

gggcggcuge u

sapiens

PL 243777 B1

20

22

21

10
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Zastrzezenia patentowe

. Czasteczka kwasu nukleinowego, ztozona z dupleksu i petli, w ktérej jedna z nici dupleksu —

ni¢ wiodaca zawiera sekwencje okreslong sekwencjg SEQ. ID No. 2, a druga z nici dupleksu
— ni¢ pasazerska jest do niej komplementarna przynajmniej w 80%, przy czym czasteczka
kwasu nukleinowego tworzy w komérce strukture typu spinki.

Czasteczka wedtug zastrz. 1 znamienna tym, ze region dupleksu ma 19-30 par zasad diu-
gosci.

Czasteczka wedtug zastrz. 2, znamienna tym, ze pierwsza i druga ni¢ dupleksu sa potaczone
za pomoca petli o dtugosci od 4 do 15 nt.

Czasteczka wedtug zastrz. 2, znamienna tym, Ze petla okreslona jest sekwencjg SEQ. ID
No. 23.

Czasteczka wedtug zastrz. 1, znamienna tym, ze zawiera sekwencje oskrzydlajace 5’ i 3’
pochodzace od naturalnego miRNA, przy czym naturalnej dtugosci sekwencje flankujace pre-
kursora sa skrocone lub nie.

Czasteczka wedtug zastrz. 5, znamienna tym, ze zawiera sekwencje petli pochodzaca od
naturalnego miRNA.

Kaseta ekspresyjna zawierajaca regulowany lub konstytutywny promotor, znamienna tym, ze
jest on powiazany funkcjonalnie z sekwencja kodujaca kwas nukleinowy okre$lony zastrzeze-
niami 1 do 6.

Kaseta ekspresyjna wedtug zastrz. 7, znamienna tym, ze promotorem jest promotor polll albo
pollll RNA.

Wektor ekspresyjny znamienny tym, ze zawiera kasete ekspresyjng okreslong zastrzeze-
niami 7 do 8.

Wektor wedtug zastrz. 9, znamienny tym, ze stanowi wektor adenowirusowy, lentiwirusowy,
adeno-associated (AAV), poliowirus lub HSV.

Komdrka eukariotycznego gospodarza znamienna tym, ze zawiera czasteczke kwasu nukle-
inowego okreslonego zastrzezeniami 1 do 6.

Komoérka wedtug zastrz. 11, znamienna tym, ze zawiera kasete ekspresyjng okreslong za-
strzezeniami 7 do 8.

Komoérka wedtug zastrz. 11, znamienna tym, ze zawiera wektor ekspresyjny okreslony za-
strzezeniami 9 do 10.

Zastosowanie czasteczki kwasu nukleinowego okreslonego zastrzezeniami 1 do 6, kasety
ekspresyjnej okreslonej zastrzezeniami 7 do 8, wektora okreslonego zastrzezeniami 9 do 10
lub komorki okreslonej zastrzezeniami 11 do 13 do wytwarzania leku do leczenia chordb neu-
rologicznych wywotywanych ekspansja powtérzen tréjnukleotydowych CAG.

Zastosowanie wedtug zastrz. 14 w terapii choréb neurodegeneracyjnych cziowieka, wybra-
nych sposréd choroby Huntingtona i ataksji rdzeniowo-mézdzkowej typu 3, wywotywanych
przez mutacje trypletu CAG w pojedynczych genach.
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