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RESUMO

"OLIGONUCLEOTIDOS COMPLEMENTARES DE UMA CADEIA
CODIFICADORA QUE COMBATEM "SPLICING" ABERRANTE

E METODOS PARA A SUA UTILIZAGAO"

Descreve-se um método para combater "splicing”
aberrante numa molécula de pré-mRNA contendo uma mutacdo.
Quando presente no pré-mRNA, a mutac¢do faz com que o pré-
mRNA seja incorrectamente processado e produza um mRNA ou
fragmento de mRNA aberrante, diferente do mRNA normalmente
codificado pelo pré-mRNA. O método caracteriza-se pela
hibridacdo de um oligonucledtido complementar da sequéncia
codificadora com a molécula de pré-mRNA, para criar uma
molécula de cadeia dupla em condigdes que permitem o
"splicing”. O oligonucledtido complementar da sequéncia
codificadora ndo activa a RNase H e & seleccionado para
bloquear um membro da série aberrante de elementos de
"splicing™, criados pela mutacdo, para que o intrdo nativo
seja removido por "splicing" e seja produzida a primeira
molécula de mRNA codificadora de uma proteina nativa. S&o
também descritos oligonucledtidos Uteis para a execucgido do

método.
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DESCRICAO

"OLIGONUCLEOTIDOS COMPLEMENTARES DE UMA CADEIA
CODIFICADORA QUE COMBATEM "SPLICING" ABERRANTE

E METODOS PARA A SUA UTILIZAGAO"

Campo do invento

O presente invento estd relacionado com medi-
camentos para combater "splicing" aberrante de moléculas de
pré-mRNA e regular positivamente a expressido génica e com
oligonucledtidos complementares de sequéncias codificadoras

Uteis para a realizacdo do mesmo.

Fundamento do Invento

O potencial dos oligonucledtidos como moduladores
da expressdo génica estd, actualmente, sob intensa inves-
tigacdo. A maioria dos esforcos tem-se focado na inibicédo
da expressdo de genes alvo, tals como oncogenes ou genes
virais. Os oligonucledtidos s&o dirigidos contra RNA (oli-
gonucledtidos complementares de sequéncias codificadoras)
(M. Ghosh and J. Cohen, Prog. Nucleic Acid Res. Mol. Biol.
42, 79 (1992); L. Neckers et al., Crit. Rev. Oncog. 3, 175
(1992)) ou contra DNA onde formem estruturas de tripla
hélice inibindo a transcricdo por polimerase de RNA II (J.

Hanvey et al., Science 258,1481 (1992); W. McShan et al.,
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J. Biol. Chem. 267, 5712 (1992); M. Grigoriev et al., J.1l-
Valentin et al., Biol. Chem. 267, 3389 (1992); G. Duval-
Valentin et al., Proc. DNatl. Acad. Sci. USA 8¢, 504
(1992)). Para se conseguir o efeito ©pretendido, os
oligonucledtidos devem promover um decaimentc da proteina
indesejavel pré-existente, inibindo eficazmente a sua
formacdo de novo. Tais técnicas n&o sdo Uteis quando o
objectivo é regular positivamente a producdo da proteina
nativa. Ainda, nos casos em que a expressdo de um gene é
regulada negativamente devido a muta¢des, serd extremamente
Gtil um meio de regular positivamente a expressdo do gene
através de tecnologia de moléculas complementares da

sequéncia codificadora.

Sumario do Invento

O presente invento proporciona meios para
utilizacgdo de oligonucledtidos complementares de sequéncias
codificadoras para regular positivamente a expressdo de um
DNA contendo uma mutacdo, que de outra forma conduziria a
regulacdo negativa daguele gene através de "splicing”

aberrante do pré-mRNA codificado.

Assim, num primeiro aspecto do presente invento é
proporcionado um medicamento para combater "splicing™
aberrante numa molécula de pré-mRNA contendo uma mutacgio.
Quando presente no pré-mRNA, a mutacdo provoca o "splicing”
incorrecto do pré-mRNA e produz um mRNA aberrante ou

fragmento de mRNA diferente do mRNA normalmente resultante



PE0698092 -3 -

do pré-mRNA. Mais particularmente, a molécula de pré-mRNA
possui: (i) uma primeira série de elementos de "splicing”
gue definem um intrd&o nativo, o qual ¢é removido por
"splicing™ quando a mutac&o estd ausente, para produzir uma
primeira molécula de mRNA codificadcra de uma proteina
nativa, e (ii) uma segunda série de elementos de "splicing”
induzidos pela mutacdo, a qual define um intrdo aberrante
diferente do intr&o nativo, intrdo aberrante esse que &
removido por "splicing” quando a mutacdo estd presente para
produzir uma segunda molécula de mRNA aberrante diferente
da primeira molécula de mRNA. O medicamento compreende um
oligonucleétido capaz de hibridar com a molécula de pré-
mRNA para criar uma molécula de dupla hélice em condicgdes
gue permitem "splicing”™. O oligonucledtido complementar da
sequéncia codificadora n&oc activa & RNase H e &
seleccionado para blogquear um membro da segunda série de
elementos de "splicing” aberrantes para que o intrdo nativo
seja removido por "splicing” e seja produzida uma primeira

molécula de mRNA codificadora de uma proteina nativa.

Num segundo aspecto dc presente invento, &
proporcionado um medicamento para regulacdo positiva da
expressdo de uma proteina nativa numa célula contendo um
DNA codificador da proteina nativa. Esse DNA ainda possui
uma mutacdo que causa regulacdo negativa da proteina nativa
através do seu "splicing” aberrante. Mais particularmente,
0 DNA codifica um pré-mRNA, o pré-mRNA tendo as carac-
teristicas descritas atras. 0O medicamento compreende um

oligonucleébtido complementar de uma sequéncia codificadora
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tendo as caracteristicas atrds descritas, para que o intrédo
nativo seja removido por "splicing" e a proteina nativa

seja produzida pela célula.

Um terceiro aspecto do presente invento é um
oligonucledétido complementar da sequéncia codificadora Gtil
para combater "splicing" aberrante numa molécula de pré&-RNA
contendo um mutacdo. A molécula de pré-RNA possui uma pri-
meira série e uma segunda série de elementos de "splicing”
tendo as caracteristicas descritas atrds. O oligonucledtido
complementar da sequéncia codificadora compreende um
oligonucleédtido que (i) hibrida com o pré-mRNA para formar
uma molécula de dupla hélice; (ii) ndo activa a RNase H; e
(i1i) blogueia um membro da segunda série de elementos de

"splicing™ aberrante.

Os objectivos descritos e outros objectivos e
aspectos do presente invento sdo discutidos detalhadamente
nos desenhos apresentadcs e na especificagcdo descrita

abaixo.

Breve Descricdo dos Desenhos

Figura 1 mostra a estrutura de pré-mRNAs. Os
recténgulos indicam hex&es; as linhas a cheio, intrdes. As
posicdes das mutagdes (110 e 705) relativamente ac nucle-
6tido 1 de IVS1l e IVS2, respectivamente estdo apresentadas
acima do clone HBAG6. 0s numeros abaixo indicam o compri-

mento, em nucledtidos, de exbdes e intrdes. 0Os oligonu-



PE0698092 -5 -

cledtidos complementares de sequéncias codificadoras estdo

indicados pelas barras pequenas numeradas por baixo das
~ 110 705 : " : : "

construcbes [ e ISV e as vias de "splicing" pelas

linhas a tracejado.

Figura 2 mostra a reversdo de "splicing" aberran-
te através do oligonucledétido 1 dirigido contra o ponto de
ramificacdo normal no intrdo 1 do pré-mRNA da B-globina. A
estrutura dos produtos e intermedidrios estd descrita a
direita; o seu tamanho em nucledtidos estd apresentado &
esquerda. Um asterisco significa mobilidade aberrante dos
intermediadrios contendo estruturas em lagco. As mesmas
designacbes sido usadas nas figuras subsequentes. A pista 1
mostra "splicing" de pré-mRNA controlo HBAG; a pista 2
mostra "splicing™ de pré-mRNA p'’; as pistas 3-8 mostram
"splicing” de pré-mRNA PR na presenca de quantidades
crescentes (indicadas no topo da figura) do oligonucledtido
1; a pista 9 mostra "splicing" de pré-mRNA ('’ na presenca
do oligonucledétido 3, tendo como alvo uma sequéncia no

intrdo 2 do pré-mRNA da [P-globina.

Figura 3 mostra os efeitos do oligonucledtido 2,

dirigido contra o 1local de "splicing™ 3' aberrante no

110

intrdo 1 do pré-mRNA p A pista 1 mostra o "splicing" de

pré-mRNA Blm; as pistas 2-7 mostram "splicing” de pré-mRNA
B'® na presenca de quantidades crescentes (indicadas no

topo da figura) do oligonucledtido 2.

Figura 4 mostra a reversdo de "splicing" aber-
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rante do pré-mRNA ISV2’% pelo oligonucledtido 3 dirigido
contra o local de "splicing" 3' criptico e o oligonucled-
tido 4 dirigido contra o local de "splicing” 5' aberrante
no intrao 2 do pré-mRNA ISv2’®. A pista 1 mostra o RNA
usado; as pistas 2 e 3 mostram "splicing" de transcritos
controlo (indicado no topo da figura); as pistas 4-8 e 9-13
mostram "splicing™ de pré-mRNA ISV2’” na presenca do
oligonucledtido 3 e do oligonucledtido 4, respectivamente.
As quantidades dos oligonucledtidos na reaccdo estéo
indicadas no topo. "?" & esquerda indica o produto de

degradacdo aparente.

Figura 5 1ilustra os efeitos de tratamento de
células ISV2-654 com um oligonucledtido complementar da
sequéncia codificadora 2'-O-metil-ribo-oligonucledtido (17-
meros) dirigido contra um local de "splicing" criptico 3!
na presenca do reagente de transfeccdo LIPOFECTIN™., Nas
pistas 1, 3 e 5, RNA celular total foi sujeito a reaccdo de
transcriptase reversa e reaccdo em cadeia da polimerase
(RT-PCR) realizadas com a sequéncia iniciadora A (especi-
fica para a deteccgido de "splicing” aberrante do pré-mRNA);
nas pistas 2, 4 e 6, realizou-se RT-PCR com a sequéncia
iniciadora C (especifica para deteccdo de T"splicing”
correcto do pré-mRNA). Pré-mRNA n&o processado por
"splicing™ e o0s seus produtos de "splicing™ correcto e
aberrante estido esquematicamente ilustrados por baixo da
ilustrac&o das pistas dos géis. As pistas 1 e 2 mostram
"splicing”™ de pré-mRNA derivado de células tratadas com o

reagente de transfeccido LIPOFECTIN™ e com 2'-O-metil-
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oligo-ribonucledtido 3 uM; as pistas 3 e 4 mostram "spli-
cing" de células tratadas com o reagente de transfeccgédo
LIPOFECTIN™ sozinho; as pistas 5 e 6 mostram "splicing" de

pré-mRNA derivado de células ndo tratadas.

Figura 6 ¢é semelhante a Figura 5 atras e mostra
os efeitos de tratamento das células ISV2-654* com
oligonucledtido complementar de sequéncias codificadoras, 5
e 20 uM, dirigido contra o local de "splicing" criptico 3!
na presenca de particulas de adenovirus deficientes para a
replicacdo. A reacgdo de RT-PCR foi realizada usando
seqguéncias iniciadoras que hibridam com o segundo e o©
terceiro exbes do gene da p-globina humana, respecti-
vamente. A pista 1 mostra "splicing” de pré-mRNA derivado
de células ndo tratadas. As pistas 2 e 3 mostram "splicing”
de pré-mRNA derivado de células tratadas com oligonucled-

tido 5 e 20 uM, respectivamente, na presen¢a do adenovirus.

Figura 7 é semelhante a Figura 5 atras e mostra
os efeitos de electroporacdo de células ISV2-654* tratadas
com 5 ou 50 UM de oligonucledtido complementar de sequén-
cias codificadoras 2'-o-metil-ribo-oligonucledtido dirigido
contra um local de "splicing" 5" aberrante. A pista 1
mostra "splicing™ de pré-mRNA derivado de células néo
tratadas. As pistas 2 e 3 mostram "splicing" de pré-mRNA de
células tratadas com 5 e 50 uM do oligonucledétido, respec-

tivamente.
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Descrigdo Detalhada do Invento

Os 1intrbdes sdo fragmentos de DNA eucaridtico
inseridos entre as sequéncias codificadoras, ou "exdes",
desse DNA. Os intrdes e exdes sdo transcritos no RNA
designado "transcrito primlrio precursor do mRNA" (ou pré-
mRNA") . Os intrdes devem ser removidos do pré-mRNA para que
a proteina nativa codificada pelos exdes possa ser pro-
duzida (o termo "proteina nativa" como aqui usado refere-se
a proteina natural, selvagem ou funcional). A remocido dos
intrdes do pré-mRNA e subsequente ligacdo dos exdes sdo

realizadas no processo de "splicing”.

O processo de "splicing” é de factc uma série de
reacgdes, mediadas por factores de "splicing", que sé&o
realizadas no RNA apds transcricdo mas antes da traducgéo.
Assim, um "pré-mRNA" & um RNA gque possui exdes e um ou mais
intrdes e um "mRNA"™ & um RNA em que um ou mais intrdes
foram removidos e 08 exBes ligados uns aos outros

sequenciadamente de forma a que a proteina possa ser

traduzida a partir deles pelos ribossomas.

Os intrdes s&o definidos por uma série de
"elementos de "splicing"" que sdo segmentos de RNA conser-
vados, relativamente curtos, que ligam os vé&rios factores
de "splicing"™ que efectuam as reaccles de Tsplicing”.
Assim, cada intrdo é definido por um local de "splicing" 5'
e um local de "splicing" 3' e um ponto de ramificacido

situado entre eles. Estes elementos de "splicing”™ séo
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"blogueados™, como aqui discutido, gquando um oligonu-
cledtido complementar de sequéncias codificadoras se
sobrepde totalmente ou parcialmente com o elemento ou se
liga ao pré-mRNA numa posicdo suficientemente perto do
elemento para destruir a ligacdo e fung¢do dos factores de
"splicing™ que naturalmente mediariam a reaccgdo de "spli-
cing™ particular, a qual ocorre nesse elemento (e.g., liga-
se ao pré-mRNA numa posicdo dentro de 3, 6, 9, 12, 15 ou 18

nucledétidos do elemento a ser bloqueado).

A mutag¢do no DNA nativo e pré-mRNA pode ser uma
mutacdo de substituic&o ou uma mutacdo de delecdo que cria
um novo elemento de "splicing™ aberrante. O elemento de
"splicing" &aberrante & assim um membro de uma série de
elementos de "splicing" aberrantes que definem um intrdo
aberrante. Os restantes membros da série de elementos de
"splicing" aberrantes podem também ser membros da série de
elementos de "splicing" que definem © intrdo nativo. Por
exemplo, se a mutacdo criar um novo local de "splicing" 3!
aberrante que estd a montante do local de "splicing™ 3!
nativo e a jusante do ponto de ramificac¢do nativo (i.e., 3!
relativamente a ele), entdo o local de "splicing™ 5' nativo
e o ponto de ramificacdo nativo podem servir como membros
da série de elementos de "splicing” nativos e da série de
elementos de "splicing™ aberrantes. Noutras situages, a
mutacdo pode fazer com que regides nativas do RNA,
normalmente dormentes ou que ndo desempenham um papel como
elementos de "splicing", fiquem activadas e sirvam como

elementos de "splicing". Tais elementos sdo referidos como
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elementos "cripticos™. Por exemplo, se a mutacdo criar um
novo local de "splicing" 3' alterado aberrante que esteja
situado entre o local de "splicing™ 3' nativo e o ponto de
ramificacdo, pode activar um ponto de ramificacdo criptico
entre o0 local de "splicing" 3' alterado aberrante e o ponto
de ramificacdo nativo. Noutras situacgdes, uma mutacdo pode
criar um local de "splicing" 5' aberrante situado entre o
ponto de ramificacdo nativo e o local de "splicing™ 5!
nativo e pode ainda activar um local de "splicing" 3!
criptico e um ponto de ramifica¢do c¢riptico sequencia-
damente a montante do local de "splicing" 5' alterado
aberrante. Nesta situacldo, o intrdo nativo fica dividido em
dois intr®es aberrantes, com um novo exdc situado entre
eles. Ainda, nalgumas situacles em gue um elemento de
"splicing” nativo (particularmente um ponto de ramificacdo)
¢ igualmente um membro da série de elementos de "splicing”
aberrantes, pode ser possivel bloquear o elemento nativo e
activar um elemento criptico (i.e., um ponto de ramificacgédo
criptico) que recrutard os restantes membros da série
nativa de elementos de "splicing" para forcar o "splicing”
correcto relativamente ao "splicing™ incorrecto. Note-se
ainda que, quando um elemento de "splicing" criptico &
activado, pode estar situado no intr&dc ou num dos exdes
adjacentes. Assim, dependendo da série de elementos de
"splicing" aberrantes criados pela mutacdo particular, o
oligonucleébtido complementar da sequéncia codificadora pode
ser sintetizado para bloquear uma variedade de diferentes
elementos de "splicing" para realizar o presente invento:

pode blogquear um elemento mutado, um elemento criptico ou
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um elemento nativo; pode bloquear um local de "splicing"
5", um local de "splicing" 3' ou um ponto de ramificacédo.
Em geral, ndc bloqueard um elemento de "splicing" que
também define o intrdo native, certamente tendo em
consideracdo a situacdo em gue o bloqueio de um elemento de
"splicing” nativo activa um elemento criptico que depois
serve como membro substituto da série nativa de elementos
de "splicing™ e participa no "splicing" correcto, como

discutido atrés.

O comprimento do oligonucledtido complementar da
sequéncia codificadora (i.e., © numero de nucledtidos) néo
¢ critico desde que se ligue selectivamente ao local
pretendido e possa ser determinado de acordo com
procedimentos de rotina. Em geral, o oligonucledtido
complementar da sequéncia codificadora terda entre 8, 10 e
12 nucledtidos de comprimento até 20, 30 ou 50 nucledtidos

de comprimento.

Os oligonucledtidos complementares da sequéncia
codificadora que ndo activam a RNase H podem ser preparados
de acordo com técnicas conhecidas. Ver, e.g., Patente U.S.
N°¢ 5149797 de Pederson et al. (AS descricdes de todas as
referéncias de patente ali c¢citadas sdao aqui incluidas como
referéncia). Tais oligonucledtidos  complementares da
sequéncia codificadora, que podem ser sequéncias desoxirri-
bonucleotidicas ou ribonucleotidicas, simplesmente possuem
gualguer modificacdo estrutural que espacialmente iniba ou

evite a ligacdo de RNaseH a uma molécula de dupla hélice
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contendo o oligonucledétido como um seu membro, modificacdo
estrutural essa que ndo inibe substancialmente ou destrdi a
formacdo da dupla hélice. Devido aos fragmentos do
oligonucledtido envolvido na formacdo da dupla hélice serem
substancialmente diferentes dos fragmentos envolvidos na
ligagdo de RNase H, ficam disponiveis numerosos oligonu-
cledtidos complementares da sequéncia codificadora que néo
activam a RNase H. Por exemplo, tais oligonucledtidos
complementares da sequéncia codificadora podem  ser
oligonucledtidos em que pelo menos um, ou a totalidade, dos
residuos de fosfato que ligam os nucledtidos uns aos outros
sdo fosfatos modificados, como sejam metilfosfonatos,
metilfosfonotioatos, fosforomorfolidatos, fosfopiperazi-
datos e fosforamidatos. Por exemplo, um residuo fosfato sim
um residuo fosfato ndo que ligam os nucledtidos podem ser
modificados como descrito. Num outro exemplo ndo limitante,
tais oligonucledbtidos complementares de sequéncias codifi-
cadoras s&o oligonucledtidos em gue pelo menos um, ou a
totalidade, dos nucledtidos possui um grupo alquilo
inferior 2' (e.g., alquilo Cl-C4, linear ou ramificado,
saturado ou insaturado, como seja metilo, etilo, etenilo,
propilo, Ilpropenilo, Z2-propenilo e isopropilo). Por exem-
plo, um muclebtido sim um ndo pode ser modificado como
descrito. Ver também P. Furdon et al., Nucleic 2Acids Res.
17, 9193-9204 (1989); S. Agrawal et al., Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 87, 1401-1405 (1990); C. Baker et al., Nucleic
Acids Res. 18, 3537-3543 (1990); B. Sproat et al., Nucleic
Acids Res. 17, 3373-3386 (1989); R. Walder and J. Walder,

Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85, 5011-5015 (1988).
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Os medicamentos, oligonucledtidos e formulagdes
do presente invento possuem uma variedade de utilizacdes.
Sado Gtels no processo de fermentacdo em que se pretende ter
um meio de regulacdo negativa de um gene a ser expresso até
determinada altura, apdés o gque se pretende regular a
expressdo genica positivamente (e.g., regular negativamente
durante a fase de crescimento da fermentacdo e regular
positivamente durante a fase de produgdo da fermentacdo).
Para tal wutilizagdo, 0© gene a ser expresso pode ser
qualquer gene codificador de uma proteina a ser produzida
por fermentacdo, desde que o gene possua um intrdo nativo.
0 gene pode entdo ser alterado por gualquer meio adequado,
como seja mutagénese especifica de local (ver T. Kunkel,
Patente U.S. N° 4873192), para deliberadamente criar uma
segunda série aberrante de elementos de "splicing” que
definem um intrdo aberrante, o qual substancialmente regula
negativamente a expressdo do gene. O gene pode ser entédo
inserido num vector de expressdo adequado & o vector de
expressdo inserido numa célula hospedeira (e.g., uma cé&lula
eucaridtica como seja uma levedura, célula de insecto ou
célula de mamifero (e.qg., humana, de ratinho)) através de
técnicas recombinantes convencionais. Quando se pretende
regular positivamente a expressdo doc gene alterado, um
oligonucleétido complementar da sequéncia codificadora,
numa formulacdo adequada, que se liga a um membro da
segunda série aberrante de elementos de "splicing”, é entéao
adicionado ao meio de cultura para que a expressido do gene

seja regulada positivamente.
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Os medicamentos, oligonucledtidos e formulagdes
do presente invento sdo também Uteis como ferramentas in
vitro ou Iin vivo para avaliar o "splicing” em genes humanos
ou animais que sejam regulados pelo desenvolvimento e/ou
nos tecidos. Tais experiéncias podem ser realizadas pelos
procedimentos descritos abaixo, ou modificacdo dos mesmos,

gue serdo aparentes para os familiarizados com a matéria.

Os medicamentos, oligonucledtidos e formulacgdes
do presente invento s&0 igualmente UGteis como agentes
terapéuticos no tratamento de doeng¢as envolvendo "splicing”
aberrante, como seja P-talassémia (em que o oligonucledtido
se ligaria a pré-mRNA de pB-globina, particularmente
humana), a-talassémia (em que o oligonucledtido se ligaria
a pré-mRNA de o-globina), sindrome de Tay-Sachs (em que o
oligonucleétido se ligaria a pré-mRNA da subunidade o de
f-hexoseaminidase), fenilcetontria (em que o© oligonucled-
tido se ligara ao pré-mRNA da hidroxilase de fenilalnina) e
determinadas formas de fibrose cistica (em que ©
oligonucledtido se ligaria ao pré-mRNA do gene da fibrose
cistica), em que mutag¢des conducentes a "splicing" anormal
de pré-mRNA foram identificadas (Ver, e.qg., S. Akli et al.,
J. Biol. Chem. 265, 7324 (1990); B. Dwornicazak et al.,
Genomics 11, 242 (1991); L-C. Tsui, Trends in Genet. 8, 392

(1992)) .

Exemplos de f-talassémia que podem ser tratados

pelo presente invento incluem, mas ndo estdo limitados aos
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da classe de mutantes R'%, -Ivsl®, -Ivsl®, 1sv2®™4, 1sv2'® e
ISv2’* (i.e., em que o pré-mRNA da P-globina é portador das

referidas mutacdes).

O termo "oligonucledtido complementar de sequén-
cias codificadoras™ inclui sais fisiologicamente e farma-
ceuticamente aceitaveis; i.e. sais que mantém a actividade
biclégica pretendida do composto parental e ndo conferem
efeitos téxicos indesejaveis. Exemplos de tais sais sdo os
sais formados com catides tais como sbédio, potéssio, NH;',
magnésio, célcio, ©poliaminas tals como espermina e
espermidina, etc.; (b) sais de adicdo de A4cidos formados
com aAcidos inorgénicos, por exemplo acido cloridrico, acido
sulfirico, acido fosfoérico, &acido nitrico e similares; (c)
sals formados com acidos orgadnicos tais como, por exemplo,
dcide acético, 4acido oxélico, 4&acido tartéarico, acido
succinico, acido maleico, &cido fumérico, &cido glucdnico,
dcide citrico, é&cido mélico, 4cido ascdérbico, 4acido
benzdico, &cido ténico, é&cido palmitico, &cido alginico,
acido poliglutamico, dcido naftalenossulfénico, acido
metanossulfénico, acido p-toluenossulfénico, acido
naftalenodissulfénico, acido poligalacturdnico e similares;
e (d) sais formados a partir de anides elementares tais

como 0s de cloro, bromo e iodo.

As formulacgbdes do presente invento compreendem o
oligonucledtido complementar da sequéncia codificadora num

veiculo fisiologicamente ou farmaceuticamente aceitével,
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como seja um veiculo aquoso. Assim, as formulacdes para
usar no presente invento incluem, mas ndoc estdo limitadas
as adegquadas para administracdo parentérica, incluindo
administracdo  subcutéanea, intradérmica, intramuscular,
intravenosa e inta-arterial, assim como administracéo
topica (i.e., administracdo de uma formulacdoc em aerossol,
de particulas respiradveis, aos pulmdes de um doente que
sofra de fibrose cistica). As formulacdes podem ser
convenientemente apresentadas na forma de dosagem unitéaria
e podem ser preparadas por qualquer um dos métodos
conhecidos na &rea. Em qualquer caso, a via mais adequada
de administracdo depende do individuo, natureza e gravidade
da condigdo a ser tratada e do composto particular a ser

usado.

0O presente invento proporciona para uso oligonu-
cledtidos complementares de sequéncias codificadoras, tendo
as caracteristicas descritas atrés, para a preparacdo de um
medicamento destinado a regular positivamente a expresséo
génica num doente atingido por uma perturbacdo de
"splicing" aberrante, como descrito atréds. Na producdo de
um medicamento de acordo com o invento, o oligonucledtido
complementar da sequéncia codificadora ¢é tipicamente
misturado com, inter alia, um veiculo aceitavel. 0 wveiculo
deve, certamente, ser aceitavel no sentido de ser compa-
tivel com quaisquer outros ingredientes na formulacdo e ndo
deve ser prejudicial para o doente. O veiculo pode ser

s6lido ou liquido. Um ou mais oligonucledtidos complemen-
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tares de sequéncias codificadoras podem ser incorporados
nas formulacdes do invento, as quais podem ser preparadas
por qualguer uma das técnicas de farmacia conhecidas,
consistindo essencialmente na mistura dos componentes,
facultativamente incluindo um ou mais ingredientes tera-

péuticos acessoérios.

As formulacgdes do presente invento podem compre-
ender solucdes estéreis para injeccdo, aquosas e nao
aquosas, do composto activo, preparacdes que sido preferen-
cialmente isotdnicas com © sangue do recipiente a que se
destinam e essencialmente apirogénicas. Estas preparacdes
podem conter anti-oxidantes, tampdes, bacteriostéticos e
solutos que tornam a formulacdo isotédnica relativamente ao
sangue do recipiente a que se destina. As suspensdes
estéreis, aquosas e nd&o aquosas, podem incluir agentes de
suspensdo e agentes espessantes. As formulacdes podem ser
apresentadas em embalagens de doses unitérias ou de
miultiplas doses, por exemplo ampolas e frascos fechados, e
podem ser guardadas na forma liofilizada, reguerendo apenas
a adicdo de veiculo liquido estéril, por exemplo, soro
fisioldgico ou agua para injecgdo, imediatamente antes de

usar.

Na formulagdo o oligonucledtido complementar da
sequéncia codificadora pode estar dentro de uma particula
ou vesicula lipidica, como seja um liposscma ou micro-
cristal, gue pode ser adequado para administracdo paren-

térica. As particulas podem ser de qualquer estrutura
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adequada, como sejam unilamelares ou plurilamelares, desde
gue contenham o oligonucledtido complementar da sequéncia
codificadora. Lipidos carregados positivamente, tais como
metilssulfato de N-[1-(2,3-dioleoiloxi)propil]-N,N,N-tri-
metilamonio, ou "DOTAP", sdo particularmente preferidos
para tais particulas e wvesiculas. A preparacdo de tais
particulas lipidicas é conhecida. Ver, e.g., Patentes U.S.
Nos 4880635 a Janoff et al.; 4906477 de Kurono et al.;
4911928 de Wallach; 4917951 de Wallach; 4920016 de Allen et

al.; 4921757 de Wheatley et al.; etc.

A dosagem dc oligonucledtido complementar de
sequéncias codificadoras administrada dependerd do método
particular a ser realizado e de quando esta a ser
administrado ac individuo, dependerd da doenca, da condicdo
do individuo, da formulacdo particular, da via de
administracdo, etc. Em geral, s&o pretendidas concentragdes
intracelulares do oligonucledtido entre 0,05 e 50 uM, ou
mais particularmente de 0,2 a 5 uM. Para administracdo a um
individuo, como seja um ser humano, é empregue uma dosagem

entre cerca de 0,01, 1 ou 1 mg/Kg e 50, 100 ou 150 mg/Kg.

O presente invento é explicado mais detalha-
damente nos exemplos ndo limitantes que se seguem. As
sequéncias nucleotidicas sdo aqui representadas por uma
cadeia simples apenas, na direccdo 5' para 3', da esquerda

para a direita.
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EXEMPLO 1

Estrutura e construgdo de pré-mRNAs

A construcdo e a estrutura de varias moléculas de
pré-mRNA de P-globina humana estdo ilustradas na Figura 1.
Os rectangulos indicam ex8es; as linhas a cheio, intrdes.
As posicgdes das mutagdes (110 e 705) relativamente ao
nucledétido 1 de IVS1l e IVS2, respectivamente, estdo apre-
sentadas acima do clone HBA6. 0Os numeros abaixo indicam o
comprimento, em nucledtidos, de exdes e intrdes. Os
oligonucledtidos complementares de sequéncias codificadoras
(discutidos detalhadamente abaixo) estido indicados pelas
barras curtas numeradas por baixo das construcdes B¢ e
ISV'®, e as vias de "splicing" pelas linhas a tracejado.
Todos os pré-mRNAs foram transcritos pela polimerase de RNA
de SP6 (M. Konarska et al., Cell 38, 731 (1984)) a partir
de fragmentos adequados do gene da (B-globina humana
subclonado no vector SP64. HBA6 (A. Krainer et al., Cell
36, 993 (1984)) possui a totalidade do gene da P-globina

humana. A construcdo B'°

possul o0s exbes 1 e 2 e foi
subclonada a partir do clone talassémico original (R.
Spritz et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 78, 2455 (1981)).
Antes da transcricdo, os plasmideos foram linearizados no
local BamHI. Para construir o plasmideo IVS2'%, um
fragmento de HBA6, contendo virtualmente a totalidade do
segundo exdo, a totalidade do segundo intrdo e um fragmento

grande do terceiro exdo, fol primeiro subclonado em SP64 e

subsequentemente sujeito a mutagénese especifica de gsitio
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de acordo com técnicas conhecidas. (T. Kunkel et al.,
Methods Enzymol. 154, 367 (1987)) para introduzir uma
mutacdo de T para G no nucledtido 705 do intrdc. A
transcricdo foi entdo realizada num plasmideo linearizado

no local Pvull.

EXEMPLO 2

Sintese de 2'-0O-metil-oligo-ribonucledétidos complementares

de sequéncias codificadoras

Os 2'-O-metil-oligo-ribonucledtidos, para usar
nos exemplos aqui descritos, foram sintetizados de acordo
com técnicas conhecidas usando reagentes da Glen Research
(Sterling, VA) e purificados de acordo com técnicas
conhecidas usando o estojo ("kit™) de purificacéo

SUREPURE™ disponivel na US Biochemicals.

Os 2'-0O-metil-oligo-ribonucledtidos produzidos

foram designados como oligo 1 a oligo 5.

O oligo 1 (GUCAGUGCCUAUCA) (SEQ ID NO:1), comple-
mentar dos nucledtidos 82-95 do intrdo 1, foi dirigido
contra o ponto de ramifica¢do normal e o oligo 2
(AUAGACURAUAGGC) (SEQ ID NO:2), complementar dos nucled-
tidos 103-116 do intr&c 1, contra o local de "splicing" 3!

aberrante criado pela mutacao p*'°

no intrdo 1 do gene da (-
glcbina. O oligo 3 (CAUUAUUGCCCUGARAG) (SEQ ID NO:3), com-

plementar dos nucledtidos 573-589 do intrdo 2, & dirigido
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contra o local de "splicing” 3' criptico no nucledtido 579
do segundo intrdo e o oligo 4 (CCUCUUACCUCAGUUAC) (SEQ ID
NO:4), complementar dos nucledtidos 697-713, é dirigido
contra o local de "splicing" 5' aberrante criado pela
mutagdo no nucledtido 705 no segundo intrdo do pré-mRNA de
Ivs2™. 0 oligo 5 (GCUAUUACCUUAACCCAG) (SEQ ID NO:5) é
dirigido contra o local de "splicing”™ 5' aberrante pela
mutacdo IVS®* (nucledtidos 643-660 do intrdo 2). O oligo 6
(GCCUGACCACCAAC) (SEQ ID NO:6) é dirigido contra o local de
"splicing™ 5' criptico no exdo 1 de pré-mRNA de globina
(nucledtidos -23 a -10 relativamente ao nucledtido 1 do

intrédo 1).

EXEMPLO 3

Reversdo de "splicing" aberrante por um oligonucledtido

complementar da sequéncia codificadora dirigido contra o

ponto de ramificac¢do normal do intrdo 1 de p-globina humana

Na talassémia ('*°, uma forma da doenca predomi-

nante em doentes de origem grega e cipriota, uma mutacdo de
A para G no nucledtido 110 do primeiro intr&c do gene de B-
glocbina humana cria um local de "splicing™ 3' adicional
aberrante (R. Spritz et al., Proc. Natl. Acad. Sci. ISA 78,
2455 (1981)). Apesar da presenca do local de "splicing" 3!
normal, o local aberrante & preferencialmente usado pela
maguinaria de "splicing", resultando num mRNA incorrecta-
mente processado que possui 19 nucledtidos da sequéncia do

intrdo (Fig. 1). Nas células transfectadas com o alelo da
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R'*’~globina (M. Busslinger et al., Cell 27, 289 (1981); Y.
Fukumaki et al., Cell 28, 585 (1982)) ou durante "splicing”
do seu transcrito em extractos nucleares (R. Reed e T.
Maniatis, Cell 41, 95 (1985)) (ver também Fig. 2, pista 2)
o mRNA correctamente processado constitul apenas cerca de
10 do produto processado, consistente com o©os niveis
marcadamente reduzidos de hemoglobina normal observados em
doentes com esta forma de talassémia. Encontrou-se gue no
pré-mRNA B% o local de "splicing” 3' aberrante recruta o
ponto de ramifica¢do normal no nucledtido 93 do intrdo,
competindo com o local de "splicing" 3" correcto e assim
previne o "splicing" correcto (R. Reed e T. Maniatis, Cell
41, 95 (1985)). E significativo para este trabalho que as
mutacdes inactivadoras do ponto de ramificacdo normal
activam um ponto de ramificac&o criptico no nucledtido 107
e resultam em "splicing" no local de "splicing™ 3' correcto
(Y. Zhuang and A. Weiner, Genes and Dev. 3, 1545 (1989)). O
"splicing™ aberrante ndo pode ter lugar devido a proxi-
midade do ponto de ramificacdo criptico relativamente ao

local de "splicing" 3' alterado na posicdo 110.

Para testar se o0s oligonucledtidos complementares
de sequéncias codificadoras, dirigidos contra a seguéncia
do ponto de ramificacdo normal, forcardo a maquinaria de
"splicing™ a seleccicnar o ponto de ramificacdo criptico e
dardo origem a um mRNA correctamente processado, um 2'-0-
metil-oligonucleétido de 14 nucledtidos de comprimento
(oligonucledtido 1, (SEQ ID NO:1)) foi dirigido contra a

sequéncia do ponto de ramificac&o no intrdoc 1 do pré-mRNA
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de PpB-globina. O0s oligonucledtidos 2'-O-metilados foram
seleccionados para esta e outras experiéncias subsequentes,
uma vez que sdo resistentes as nucleases e formam hibridos
estdveis com RNA que ndo sdo degradados pela RNaseH (H.
Incue et al,, Nucleic Acids Res., (1987); B. Sproat et al.,
Nucleic Acids Res. 17, 3373 (1989)). A degradacdo pela
RNase H, ver por exemplo quando os oligodesoxinucledtidos
complementares da sequéncia codificadora ou o0s seus
derivados fosforotioato s&o usados, destruird o pré-mRNA

substrato e inibird qualquer "splicing™.

A Figura 2 mostra a vreversdo do "splicing"
aberrante pelo oligonucledtido 1 dirigido contra o ponto de
ramificacdo normal no intrdo 1 do pré-mRNA de B-globina. O

i 2 .
" marcado com P’ (aproximadamente

"splicing" de pré-mRNA B
10° cpm por reaccdo, 25 fmoles) foi realizado in vitro num
extracto nuclear de células Hela durante 2 horas,
essencialmente como descrito (A. Krainer et al., Cell 30,
993 (1984); Z. Domonski e R. Kole, Mol. Cell. Biol. 12,
2108 (1992)), excepto o volume da reaccdo ser duplicado
para 50 pl. Os produtos de reaccdo foram analisados num gel
de sequenciacdo de 8% de poliacrilamida e visualizados por
auto-radiografia. A estrutura dos produtos e intermedidrios
estd descrita & direita, o seu tamanho em nucledtidos esta
apresentado a esquerda. Um asterisco significa mobilidade
aberrante dos intermedidrios contendo estruturas em laco.
Pista 1, "splicing”™ de pré-mRNA HBA6 controlo. Pista 2,
"splicing” de pré-mRNA p'°. Pistas 3-8, "splicing” de pré-

mRNA B''’ na presenca de quantidades crescentes (indicado no
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topo da figura) do oligonucledétido 1. Pista 9, "splicing"
de pré-mRNA B''Y na presenca do oligonucledtido 3, dirigido

contra uma sequéncia no intrdo 2 do pré-mRNA de B-globina.

A anédlise destes dados mostra gue na reaccgdo de
controlo sem o oligonucledétido (Fig. 2, pista 2), a
proporcdo dos produtos incorrectamente processados, relati-
vamente aos correctamente processados, é de aproximadamente
9:1. A adicdo do oligonucledtido 1 em concentracdes de 0,01
a 1,0 png por reaccdo (0,05-5 pM) causa inibicdo de
"splicing™ aberrante e inducdo do "splicing"™ correcto do
substrato dependentes da dose (Fig. 2, pistas 3-6). A 1,0
ug do oligonucledtido a proporcdo de produtos processados é
invertida para 1:5. 0O efeito do ©oligonucledtido é
especifico de sequéncia, uma vez que a adicdo de 1 pg de um
oligonucledtido dirigido contra o local de T"splicing”
criptico 3' no segundo 1intrdoc do gene da [(-globina
(oligonucledtido 3, (SEQ ID NO:3); ver também abaixc) néo
afecta a proporcdo original dos produtos processados (Fig.
2, pista 9). A 2,0 e 4,0 pg do oligonucledtido 1, o
"splicing” em ambos os locais é inibido e um fragmento de
RNA de 243-mercs & gerado (Fig. 2, pistas 7-8). Este
fragmento acumula-se apenas em condig¢des de "splicing”,
i.e. na presenca de ATP e de outros componentes da mistura
de "splicing" e, muito provavelmente, representa um produto
da clivagem no local da ligacgdo do oligonucledtido por uma

nuclease dependente de ATP.

O local de "splicing" 3' aberrante gerado pela
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mutacdo BMO, também parece ser um alvo para reversdo do

"splicing"” aberrante por um oligonucledétido complementar de
sequéncias codificadoras. O blogueio desta sequéncia deverda
ser a forma mais simples de forgcar a magquinaria de
"splicing™ a usar o local de "splicing”™ 3' original no
final do intrdo. No entanto, um l4-mero (oligo 2, (SEQ ID
NO:2)) dirigido contra o local de "splicing" aberrante néo
foi eficaz; em concentracgdes crescentes do oligonucledtido
a acumulacdo de ambos os produtos processados foi inibida,
0 correctamente processado sendo inibido mais eficientemen-
te (Fig. 3, pistas 2-5). O "splicing™ foi realizado nas
mesmas condicdes descritas relativamente & Fig. 2. E inte-
ressante que o primeiro passo da reaccdo de "splicing",
clivagem do local de "splicing™ 5' e formacdo do interme-
didrio estrutura em laco-exdo, parece ser menos afectado
pelo oligo 2 do que a formacdo do produto final processado.
Isto & mostrado pela presenca destes intermedidrios mesmo
guando 1 ou 2 pg do oligonucledétido foram adicionados a
reacgdo de "splicing" (Fig. 3, pistas b5-6). A 4 ug por
reacgdo a clivagem no local de "splicing"” 5' & inibida

(Fig. 3, pista 7).

Os diferentes efeitos do oligo 1 e do oligo 2
reflectem interaccgdes complexas entre os oligonuclebdtidos,
0s numerosos factores de "splicing" e elementos da sequén-
cia situados no segmento de 37 nucledtidos entre o ponto de
ramificacdo normal e o local de "splicing™ 3' correcto.
Claramente, o oligonucledétido 1, hibridado com o ponto de

ramificacdo normal no extremc 5' desta regido, evita a
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ligagdo dos factores de ‘"splicing"™ a esta sequéncia
forcando-os a seleccionar o ponto de ramificacdo criptico a
jusante. Isto conduz & inibicdo de "splicing" aberrante e
inducdo de "splicing" correcto do pré-mRNA p'Y. Pelo
contrario, a hibridacdo do oligo 2 com a sua sequéncia alvo
localizada centralmente poderd impedir a ligagdo de um
grande numero de factores de "splicing”™ que sdo montados
nesta regido e evita qualquer "splicing”. Note-se também
gue este oligonucledtido bloqueia uma porcdo significativa
do segmento de polipirimidina que é essencial para "spli-
cing™ dos locais de "splicing" 3' aberrante e correcto.
Isto é uma explicacdo alternativa para o facto de este
oligonucledtido ter falhado o restabelecimento da via de

"splicing™ correcta.

EXEMPLO 4

Reversdo de '"splicing" aberrante por oligonucledtidos

complementares da sequéncia codificadora contra os locais

de "splicing” 5' e 3'" do intrdo 2 de p-globina humana

A questdo de um local de "splicing™ 3' aberrante
poder, no entanto, ser usado para reversdo de "splicing”
incorrecto foi ainda testado em pré&-mRNA portador de uma
mutacdo T para G na posicdo 705 do segundo intrdo do gene
da p-globina humana. Esta mutacdo (IVS2'°°), encontrada em
doentes com talassémia do Mediterrineo, cria mais um local
de "gplicing”™ 5' aberrante, 145 nucledtidos a montante do

local de "splicing"™ 3' normal (C. Dobkin and A. Bank, J.
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Biol. Chem. 260, 16332 (1985)). Durante o "splicing™, um
local de "splicing™ 3' criptico é activado na posicgdo 579
do intrdo resultando na remocdo de nucledtidos 1-758 e 706-
850 como intrdes separados e incorporacdo da restante
por¢cdo do intrdo no produto de "splicing" (Fig. 1). Neste
RNA as disténcias entre cada um dos elementos da sequéncia
envolvidos no "splicing"™ excede 100 nucledétidos e néo
deverdo ser esperados efeitos de impedimento espacial pelos

oligonucledtidos.

A reversdo do "splicing" aberrante do pré-mRNA
1VsS2’”® pelo oligonucledtido 3 (SEQ ID NO:3) dirigido contra
o local de "splicing" 3' criptico e o oligonucledtido 4
(SEQ ID NO0:4) dirigido contra o local de "splicing™ 5!

aberrante no intrdo 2 do Ivs2'%®

estd mostrada na Figura 4.
As condic®es da reaccdo de "splicing" foram as mesmas
descritas relativamente a Fig. 2 atréds, excepto antes de
ser usado o transcrito de RNA ser purificado por electro-
forese num gel de sequenciacido de 6%. Pista 1, DNA usado.
Pistas 2 e 3, "splicing" dos transcritos contreclo (indicado
no topo da figura). Pistas 4-8 e 9-13, "splicing”™ do pré-
MRNA IVS2'°° na presenca do oligonucleétido 3 e do oligo-
nucledtido 4, respectivamente. As quantidades dos oligo-

nucledtidos na reacgdo estdo indicadas no topo. "?" &

esquerda indica produto de degradacdo aparente.

O transcrito controlo contendo o segundo intrédo
do pré-mRNA da f-globina normal é processado eficazmente

(Fig. 4, pista 2) gerando os intermediarios esperados (o
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ex8o b5' e as estruturas em lago maiores) e o produto
correctamente processado, 451 nucledtidos de comprimento. O
"splicing” do pré-mRNA IVS2'%” é também eficiente e dé um
produto processado adicional de 577 nucledtidos de
comprimento e o intermediario 348-meros esperado,
resultante da via de "splicing" aberrante causada pela
mutacdo (Fig. 4, pista 3). A proporcdo 1:2 de RNAs
correctamente processados relativamente a incorrectamente
processados € semelhante ao observado anteriormente in
vivo. O oligonucledtido 3 (Fig. 1) dirigido para o local de
"splicing” 3' criptico activado no nucledtido 579 é muito
activo, induzindo reversdo dependente de dose do "splicing”
para a via de "splicing"™ correcta (Fig. 4, pistas 4-8). A
0,1 e 0,4 pg do oligonucledtido por reacgdo, a reversdo é
virtualmente completa. O "splicing” correcto & igualmente
obtido em concentracses semelhantes de oligonucledtido 4
(Fig. 1) dirigido contra o local de "splicing" 5' aberrante
criado pela mutacdo no nucledétido 705 do segundo intréo
(Fig. 4, pistas 9-13). A 1 e 2 ug por reaccdo, qualguer um
dos oligonucledétidos ndo teve efeitos adicionais; a 4 ug
por reacg¢do (20 pM) o ‘"splicing" fol inibido na sua
totalidade (ndo apresentado). Outras bandas, incluindo uma
banda forte marcada com "?" numa figura sdao provavelmente
devidas a degradacdo por nucleases do pré-mRNA longo (1301

nucledtidos).

Estes resultados mostram que o local de
"splicing" 3' criptico, assim como o local de "splicing™ 5!

alterado, constituem alvos adequados para reversao
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especifica de "splicing" aberrante. Efeitos semelhantes dos
oligonucledtidos 3 e 4, sugerem gue ndo existem grandes
diferencas nas suas acessibilidades aos locais alvo de
"splicing™. Ambos os oligonucledtidos s&o aproximadamente
10 vezes mais eficazes do que o oligonucledtido 1 usado nas
experiéncias mostradas na Fig. 2. Esta maior eficiéncia
pode ser devida a varios factores. Os oligonucledtidos 3 e
4 tém mais trés nucledtidos do que o oligonucledtido 1 e
podem formar hibridos mais estédveis com o© RNA. Eles
bloqueiam locais de "splicing'" aberrantes, permitindo que a
maguinaria de "splicing”™ wuse os locais de T"splicing™
correctos e, presumivelmente, o ponto de ramificacéo

correcto. Pelo contrdrio, no pré-mRNA B

o oligonucledtido
1 forgca a maquinaria de "splicing™ a usar uma sequéncia
subéptima de ponto de ramificacdc criptico, o que pode
resultar na geracdo relativamente ineficiente de mRNA
correctamente processado. Nas experiéncias apresentadas na
Fig. 4, o pré-mRNA longo adicionado é fracamente detectavel
apts 2 horas da reacg¢do, sugerindo a sua instabilidade.
Assim, apesar das concentracgdes molares dos oligonu-
cledtidos serem essencialmente as mesmas das experiéncias

anteriores, eles podem ter estado num excesso muito

superior ao pré-mRN substrato.

Nas experiéncias apresentadas atras os oligonu-
cledtidos foram adicionados simultaneamente com 0s outros
componentes da reacc¢do de "splicing”™. A pré-hibridacdo dos
oligonuclebtidos com o pré-mRNA ndo aumentou a sua

eficiéncia e os oligonucledtidos adicionados 15 minutos



PE0698092 - 30 -

apds © 1nicio da reaccdo, i.e. apds os complexos de
"splicing”™ terem tido uma oportunidade de se formarem (B.
Ruskin and M. Green, Cell 43, 131 (1985)), foram quase téo
eficazes (dados nédo apresentados). Estes resultados indicam
gue os oligonucledtidos contendo a modificacgdo 2'-O-metilo
sdo capazes de competir eficazmente pelas suas sequéncias
alvo com os factores de "splicing". A elevada actividade
destes compostos é mito provavelmente devida & sua forte

hibridac&o com RNA,

EXEMPLO 5

Reversdo de "splicing" aberrante com um oligonucledtido

complementar de sequéncias codificadoras que blogueia o

local de "splicing" 3' criptico ISV1-5 e IV31-6

Esta experiéncia foi realizada essencialmente
como descritc abaixo, excepto as mutacdes talassémicas
serem as mutagdes IVSI-5 e IVSl-6, em que o local de
"splicing™ 5' auténtico de IVS1 esti alterado. O "splicing™
aberrante que resulta em talassémia é aparentemente devido
ao facto de as mutagdes IVS1-5 e IVS1-6 enfraquecerem o
local de '"splicing"™ 5' e permitirem que o local de
"splicing” criptico, situado 16 nucledtidos a montante,
compita com éxito para os factores de "splicing". Nesta
experiéncia testamos se um oligonucledtido complementar de
sequéncias codificadoras para o local de Tsplicing”
criptico pode reverter o "splicing"™ aberrante do local de

"splicing™ 5' mutado e restaurar o "splicing" correcto



PE0698092 - 31 -

apesar das mutacbes, uma vez que locais de "splicing”
semelhantes aos mutados parecem ser funcionais noutros pré-
mRNAs. O oligonucledétido empregue é o oligo 6 (SEQ 1ID
NO:6), um 2-O-metilribo-oligonucledtido produzido como

descrito no Exemplo 2 atrés.

EXEMPLO 6

Reversdo de "splicing" aberrante com um oligonucledtido

complementar da sequéncia codificadora que blogueia o local

de "splicing” 5' aberrante da mutacdo IVS2%:

Estas experiéncias foram realizadas essencial-
mente como descrito atrds, excepto ser empregue o pré-mRNA
da B-globina humana contendo a mutacdo IVS2°*, e ser

empregue o oligo 5 (SEQ ID NO:b).

A mutacdo IVS2%®", frequentemente identificada nos
individuos talassémicos de origem chinesa, afecta o
"splicing” através da criacgdo de um local de "splicing" 5!
adicional no nucledtido 653 e activando o local de
"splicing” 3' criptico comum no nucledtido 579 do intr&o 2.
A eficiéncia de "splicing” aberrante do pré-mRNA IVS2®* &
superior & do pré-mRNA Ivs2™ e apenas pequenas quantidades
de produto correctamente processado, relativamente ao
aberrante, sdo detectaveis durante "splicing" 1in vitro.
Apesar da elevada eficiéncia do "splicing" aberrante, o

oligo 3, dirigido contra o local de "splicing™ 3' criptico,

assim como o oligo 5, dirigido contra o local de "splicing”
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5'" aberrante, restauraram eficazmente o "splicing" correcto
em concentragdes semelhantes as descritas atras. Numa
concentracdo de 2 UM de qualquer um dos nucledtidos, o©
produto correctamente processado acumula-se e o produto
aberrante é virtualmente indetectédvel (dados ndo apresen-

tados).

EXEMPLO 7

Reversdo de "splicing" aberrante através de oligonucledtido

complementar de sequéncias codificadoras que blogueia o

ponto de ramificacdo do intrdo 1 da PB-globina humana

Esta experiéncia fol realizada essencialmente
como descrito atrds para restaurar o "splicing™ correcto em
pré-mRNA mutante p-110, excepto o oligonucledbtido se ligar
a uma sequéncia localizada imediatamente a montante da
sequéncia nativa do ponto de ramificacdoc do intrdc 1 do
gene da p-globina (nucledtidos 75-88). A sequéncia do
oligonuclebtido é  CCCAAAGACUAUCC (SEQ ID NO:7). O

"splicing™ correcto foi restaurado.

EXEMPLO 8

Construc&o de linhas celulares expressando o pré-mRNA de (-

globina humana talassémica

Foi construida uma série de 1linhas celulares

estaveis, por transfeccido de células Hela e células CHO com
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genes de globina talassémica sob o controlo do promotor
precoce imediato de citomegalovirus. Os genes incluem as

mutacdes IVS1-110, IVS2-654 e IVS1-5.

Linhas celulares estédveis foram obtidas de acordo
com técnicas convencionais. Ver, e.g., Current Protocols in
Molecular Biology (P. Ausubel et al., eds. 1987). Resumi-
damente, as c¢élulas foram cotransfectadas com plasmideos
portadores de genes de globina talassémica sob o controlo
do promotor de CMV e portadores do gene de resisténcia a
necmicina como marca selecciondvel (pSV2neo). A transfeccédo
foi por electroporag¢do, (Z. Dominski e R. Kole, Mol. Cel.
Biol. 11: 6075-6083 (1991); Z. Dominski and R. Kole, Mol.
Cell. Biol. 12:2108-2114 (1992)) ou pelo método do fosfato
de céalcio. As células foram semeadas e apds 24-48 horas
incubadas com meio selectivo contendo G418. As colénias que
sobreviveram foram expandidas e testadas relativamente a

expressdo do mRNA de globina talassémica.

Isolou-se RNA total a partir de aproximadamente
10° células usando Tri-Reagent (Molecular Research Center,
Cincinnati, OH) seguindo o protocolo do fabricante. Este
método permite o processamento facil de um grande nimero de
pecuenas amostras e da rendimentos elevados de RNA de boa
gualidade. 0Os padrbes de "splicing"” foram analisados por
RT-PCR, usando polimerase rTth e seguindo o protocolo do
fabricante (Perkin Elmer). Nao foil necessarioc mais de 1-5%
do RNA isolado para a deteccdo de RNA processado em células

transfectadas transitoriamente, assim o) método é
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suficientemente sensivel para a detecg¢do facil em linhas
celulares estdveis. O passo da transcriptase reversa foi
realizado com uma sequéncia iniciadora 3' que hibrida com
as seqguéncias aberrantes no mRNA talassémico e abrange a
juncdo de "splicing”. Isto assegura que o DNA contaminante
e o RNA normal da globina n&o sejam detectados e néo
interfiram com o ensaio. As linhas celulares clonadas que
expressam pré-mRNA talassémico foram usadas para o
tratamento com 2'-O-metil-oligonucledétido complementar de

sequéncias codificadoras como descrito abaixo.

EXEMPLO 9

Administracdo de oligonuclebtidos complementares de sequén-—

clas codificadoras na cultura celular

As células produzidas no Exemplo 8 atras foram
crescidas em placas de cultura de 24 alvéolos contendo 200
ul de meio por alvéolo. 2 x 10" células foram semeadas por
alvéolo e quando aderentes foram tratadas com 200 pl de
meio contendo até uma concentracdc de 50 uM dos oligo-
nucledétidos complementares de sequéncias codificadoras. As
células foram cultivadas até 4 dias na presenga do
oligonuclebétido antes de atingirem a confluénecia (2-3 x 10°
células). Uma vez que os oligonucledtidos 2'-O-metilados
sdo multo estdvels no meio contendo soro, o meio sd foi
mudado com intervalos de dois dias. A concentracdo de 50 uM
(40 pg por alvéolo) do oligonucledtido representa um
excesso de 100 vezes relativamente ao necessario para

"

induzir uma restauracdoc eficiente do "splicing"™ in vitro.
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Mesmo nesta concentragdo, a sintese de um unico oligo-
nucledtido na escala de 1 umole, dando 1-1,6 mg do oligo-
nucledtido, proporciona material suficiente para 25 a 40

amostras.

Numa abordagem alternativa, as células foram pré-
tratadas com o reagente Lipofectin™ (DOTMA, da BRL) numa
concentracdo de 10 pg/ml antes da adigcdc de oligonucled-
tidos, de acordo com técnicas conhecidas. (C. Benett et

al., Mol. Pharm. 41:1023-1033 (1992)).

Apbs tratamento, o RNA total foi isolado como
atras e testado, por RT-PCR, relativamente a presenca de
mRNA correctamente processado. A amplificacdc de sequéncias
iniciadoras foi realizada na presenca de ATP marcado com
alfa-P32 para aumentar a sensibilidade de deteccdo e

reduzir o numero de ciclos para 15.

Os exemplos anteriores sdo ilustrativos do
presente invento e ndo devem ser pensados como limitantes
do mesmo. O invento é definido pelas reivindicacdes que se
seguem, com 0s equivalentes das reivindicac¢des incluidos no

mesmo.

EXEMPLO 10

Transfeccdo com lipossomas

Uma linha de células, baseada em Hela estavel-

mente transfectadas com o clone da B-globina humana porta-
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dor da mutacdo talassémica 1IVS2-654, foi usada para
realizar as seguintes experiéncias. Um subclone da linha
celular ISV2-654 expressa, predominantemente, pré-mRNA de
f-globina aberrantemente processado e pequenas quantidades
das espécies correctamente processadas. Um segundo sub-
clone, designado ISV2-654*, expressa pré-mRNAs de B-globina
aberrantemente e correctamente processados numa proporcdo
de aproximadamente 1:1. Aproximadamente 10° das células
ISV2-654 crescidas em monocamada foram tratadas com 3 puM do
2'-0-metil-ribo-oligonucledtido (17-mero) complementar de
sequéncias codificadoras para o local de Msplicing”™ 3
criptico [oligo 3; CAUUAUUGCCCUGAAAG; (SEQ ID NO:3)] na
presenca de 20 pg/ml do reagente de transfeccdo com lipos-—
somas LIPOFECTIN™ (BRL) de acordo com as especificagdes do
fabricante, durante 5 horas, em meio OPTI-MEM sem soOro.
Apds incubacdo, o meio foi removido e as células voltaram
para o meio de crescimento normal (MEM + 10% de soro fetal
de vitela). As células ndo tratadas e as células tratadas
apenas com lipofeccdo foram usadas como controlo. Apds
crescimento durante a noite, RNA de células totais foi
isclado wusando Tri-reagent (Molecular Research Center,
Cincinnati, OH) seguindo o protocolo do fabricante. O RNA

foi quantificado por absorvancia a 260 nm.

A analise de "splicing" foi realizada por trans-
criptase reversa-PCR (RT-PCR). Uma quantidade igual de RNA
para cada amostra foi testada usando um estojo ("kit"™) rTth
de RT-PCR (Cetus-Perkin Elmer). O protocolo do fabricante

foi seguido com excepgdc de 1 uCi de dATP marcado com a-P32
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ter sido adicionado a reaccdo de RT-PCR. Os produtos de PCR
foram analisados num gel n&oc desnaturante de 8% de
poliacrilamida. Um oligonucledtido gque hibrida com o
segundo exdo do gene da pP-globina humana fol usado como uma
sequéncia iniciadora comum. A sequéncia especifica de
"splicing™ aberrante (sequéncia iniciadora A) abrange a
juncdo de "splicing" aberrante, enquanto gque a sequéncia
iniciadora do "splicing™ correcto (sequéncia iniciadora C)
abrange a Jjuncdo de "splicing" correcto (Figura 5).
Realizou-se RT-PCR com a sequéncia iniciadora A nas pistas
1, 3 e 5 e com a sequéncia iniciadora C nas pistas 2, 4 e
6. A quantidade do produto de PCR aplicado nas pistas 1, 3
e 5 foi 1/5 do das pistas 2, 4 e 6. As pistas 1 e 2 mostram
"splicing™ de pré-mRNA derivado das células tratadas com o
reagente LIPOFECTIN™ e 2'-O-metil-oligo-ribonucledétido 3
UM; pistas 3 e 4 mostram o "splicing" de pré-mRNA derivado
de células tratadas com o reagente LIPOFECTIN™ sozinho; e
as pistas 5 e 6 mostram o "splicing" de pré-mRNA derivado
de células nédo tratadas. Note-se o aumento detectavel a
olho nu do "splicing" correcto para as células tratadas com
o oligonucledétido na presenca do reagente LIPCOFECTIN™ na

pista 2.

EXEMPLO 11

Transferé&ncia mediada por adenovirus

Aproximadamente 10° células ISV2-654%, crescidas
em monocamada durante a noite, foram tratadas com 2'-0-

metil-ribo-oligonucleétido (17-mero), 5 e 20 uM, comple-
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mentar de sequéncias codificadoras (SEQ ID NO:3) na
presenca de 10° particulas de adenovirus deficiente para a
replicacdo (estirpe dl1-312, uma oferta do DR. Hu da
Universidade da Carolina do Norte em Chapel Hill). O virus
e o oligonucledétido foram pré-incubados durante 30 minutos
em OPTI-MEM, depois adicionados a cultura celular e a
incubacdo continuou durante 2 horas. O meio foi aspirado e
substituido com um meio de crescimento normal. Apds
crescimento durante a noite, o RNA total foi isolado como
descrito atrids. A reaccdo de RT-PCR fol realizada como
atras, com excepc¢do de as sequéncias iniciadoras hibridarem
com O segundo e o© terceiro exBes do gene da p-globina
humana, respectivamente. A andlise dos produtos foi como
descrito no Exemplo 10 atras, com excepcdo de quantidades
iguais dos produtos de PCR serem aplicadas no gel. Os
resultados estdo ilustrados na Figura 6. A pista 1 mostrou
o "splicing"” de células ndo tratadas; e as pistas 2 e 3
mostraram "splicing”™ das células tratadas com oligonucled-
tido 5 e 20 uM, respectivamente, na presenca de adnovirus.
Note-se o aumento detectdvel a olho nu do "splicing”
correcto, juntamente com um decréscimo correspondente no
"splicing™ aberrante e numa forma dependente de dose, para

as células tratadas com oligonucledtido 5 e 20 uM.

EXEMPLO 12

Electroporacdo

Aproximadamente 10° células 1IVS2654*, crescidas

durante a noite em monocamada, foram tripsinizadas e
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transferidas em 0,5 ml de OPTI-MEM para uma cuvete de
electroporacdo de 10 mm. 2'-O-metil-ribo-oligonucledtido, 5
ou 50 uM, complementar de sequéncias codificadoras para o
local de "splicing" 5' aberrante [oligo 4; (CCUCUUACCUCAGUUAC)
(SEQ ID NO:4)] foi adicionado por amostra e a mistura foi
electroporada com um pulso de 1500 V usando um electro-
porador da University of Wisconsin Electronics marcado para
0,75 pF. Apds electroporacdo, as células foram ressuspensas
no meio de crescimento normal e crescidas em monocamada
durante a noite. O RNA total foi isolado como descrito
abaixo e analisado por RT-PCR como descrito no Exemplo 11

atrés.

Os resultados estdo ilustrados na Figura 7. Note-
se um decréscimo visualmente detectédvel no "splicing”
aberrante, juntamente com um aumento correspondente no
"splicing™ correcto, particularmente quando se usa oligonu-

cledtido 50 pM.
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(EPO)
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) TOPOLOGIA: linear
(ii) TIPO DE MOLECULA: RNA (gendmico)
(iv) COMPLEMENTAR DE SEQUENCIAS CODIFICADORAS: SIM

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO:7:

CCCAAAGACU AUCC

Lisboa, 16 de Outubro de 2007
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REIVINDICAGCOES

1. Un oligonucledtido complementar de sequén-
cias codificadoras para usar como medicamento no combate a
"splicing" aberrante numa molécula de pré-mRNA contendo uma
mutacao,
em que a referida molécula de pré-mRNA possui uma primeira
série de elementos de "splicing”™ que definem um intrdo, o
gqual & removido por "splicing", quando a referida mutacéo
estd ausente, para produzir uma primeira molécula de mRNA
codificadora de uma proteina nativa;
e em que o referido pré-mRNA ainda possui uma segunda série
de elementos de "splicing" induzidos pela referida mutacédo
e que definem um intr8o aberrante diferente do referido
intrdo nativo, intr&o aberrante que é& removido por "spli-
cing™ quando a referida mutacdo estd presente para produzir
uma segunda molécula de mRNA aberrante diferente da

referida primeira molécula de mRNA;

compreendendo o referido medicamento:

um oligonucledtido complementar de sequéncias codifica-
doras capaz de hibridar com a referida molécula de pré-
mMRNA para criar uma molécula de dupla hélice em
condigles que permitem "splicing",

em que o referide oligonucledtido complementar de
sequéncias codificadoras ndo activa RNase H;

e em que o referido oligonucledétido bloqueia um membro
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da referida segunda série aberrante de elementos de

"splicing";

de forma a que o referido intr&o nativo seja removido por
"splicing” e a referida primeira molécula de mRNA codifica-
dora de uma proteina seja produzida, e em que o referido
passc de hibridacgdo é realizado numa célula, e em que ©
referido primeiro mRNA é traduzido na referida proteina

nativa.

2. Um oligonucledtido complementar de sequén-
cias codificadoras de acordo com a reivindicacdo 1, em que
o0 referido oligonucledtido complementar de sequéncias codi-

ficadoras blogueia um elemento de "splicing” com mutacdo.

3. Um oligonucleétido complementar de sequén-
cias codificadoras de acordo com a reivindicacdo 1, em que
o referido oligonucledtido complementar de sequéncias

codificadoras blogueia um elemento de "splicing" nativo.

4. Um oligonucleétido complementar de sequén-
cilas codificadoras de acordo com a reivindicacdo 1, em que
0 referido oligonucledtido complementar de sequéncias codi-

ficadoras bloqueia um elemento de "splicing™ criptico.

5. Um oligonucleétido complementar de sequén-
cias codificadoras de acordo com a reivindicacdo 1, em que
o referido oligonucledtido complementar de sequéncias

codificadoras bloqueia um local de "splicing™ 5'.
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6. Un oligonucledtido complementar de sequén-
cias codificadoras de acordo com a reivindicacdo 1, em que
o referido oligonucledtido complementar de sequéncias

codificadoras bloqueia um local de "splicing"” 3'.

7. Un oligonucledétido complementar de sequén-
cias codificadoras de acordo com a reivindicacdo 1, em que
o referido oligonucledétido complementar de sequéncias

codificadoras bloqueia um ponto de ramificacédo.

8. Um oligonucledétido complementar de sequén-
cias codificadoras de acordo com a reivindicacdo 1, em que

a referida proteina nativa & B-globina.

9. Um oligonucleétido complementar de sequén-
clas codificadoras de acordo com a reivindicacdo 1, em que

a referida proteina nativa & R-globina humana.

10. Um oligonucledétidc complementar de sequén-
cias codificadoras de acordo com a reivindicacdo 1, em que
o referido oligonucledtido complementar de sequéncias

codificadoras tem entre 8 e 50 nucledtidos.

11. Um oligonucledtidc complementar de sequén-
cias codificadoras de acordo com a reivindicacdo 1, em que
o referido oligonucledtido complementar de sequéncias
codificadoras possui modificado um residuo fosfato de

ligacdo entre dois nuclebdtidos, seleccionado do grupo
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consistindo em metilfosfonatos, metilfosfonotiocatos, fosfo-

romorfolidatos, fosforopiperazidas e fosforamidatos.

12. Um oligonucleétidc complementar de sequén-
cias codificadoras de acordo com a reivindicacao 1, em que
o referido oligonucledétido complementar de sequéncias
codificadoras possui um nucledtide tendo um substituinte

algquilo inferior na sua posig¢do 2'.

13. Um oligonucledbtide complementar de sequén-
cias codificadoras para usar como medicamento na regulacédo
positiva da expressdo de uma proteina nativa numa céluls,
contendo um DNA codificador da referida proteina nativa,
DNA gue possul uma mutac&o gque causa regulacdo negativa da
referida proteina nativa através do seu "splicing”
aberrante,
em que o referido DNA codifica um pré-mRNA;
em que o referido pré-mRNA possul uma primeira série de
elementos de "splicing", definindo um intrdo nativo, que é
removido por "splicing” quando a referida mutacdo esta
ausente, para produzir um primeiro mRNA codificador da
referida proteina nativa;

e em que o referido pré-mRNA ainda possui uma segunda série
de elementos de "splicing" induzidos pela referida mutacgédo
e definindo um intrdo aberrante diferente do referido
intrdo nativo, intr&c aberrante gue é removido pelo "spli-
cing"™ quando a referida mutagdo esta presente, para
produzir um segundo mRNA aberrante diferente do referido

primeiro mRNA;



PE0698092 -5 -

compreendendo o referido medicamento:

um oligonucledtido complementar de sequéncias codifica-
doras que hibrida com o referido pré-mRNA para criar uma
dupla hélice em condigdes que permitem o "splicing”,

em que o referido oligonucleétido complementar de se-
quéncias codificadoras ndo activa RNaseH;

e em que o referido oligonucledtido complementar de se-
quéncias codificadoras blogqueia um membro da referida

segunda série de elementos de "splicing" aberrante;

de forma a que o referido intr&o nativo seja removido por

"splicing™ e a referida proteina nativa seja produzida.

14. Um oligonucledétidc complementar de sequén-
cias codificadoras de acordo com a reivindicacio 13, em que
a referida célula é& uma célula eucaridtica seleccionada do
grupc consistindo em células de levedura, insecto e

mamifero.

15. Um oligonucledétidc complementar de sequén-
cias codificadoras num veiculo aquoso fisiologicamente
aceitdvel para combater "splicing" aberrante in vivo numa
molécula de pré-mRNA contendo uma mutacgédo,
em que a referida molécula de pré-mRNA possui uma primeira
série de elementos de "splicing"” definindo um intro
nativo, que ¢é removido por "splicing” quandc a referida
mutacdo estd ausente, para produzir uma primeira molécula

de mRNA codificador da referida proteina nativa;
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e em que o referido pré-mRNA ainda possui uma segunda série
de elementos de "splicing" induzidos pela referida mutacgédo
e definindo um intrdo aberrante diferente do referido
intrdo nativo, intrdc aberrante que ¢é preferencialmente
removido por "splicing™, quando a referida mutacdo esta
presente, para produzir uma segunda molécula de mRNA
aberrante diferente da referida primeira molécula de mRNA;

0 referido medicamento:

compreendendo o referido oligonucledtido complementar de
sequéncias codificadoras um oligonucledtido que:
(1) hibrida com o referido pré-mRNA para formar
uma molécula de dupla hélice;
(ii) ndo activa RNaseH; e
(iii) blogqueia um membro da referida segunda

série de elementos de "splicing” aberrantes.

16. Um oligonucledétidc complementar de sequén-
cias codificadoras de acordo com a reivindicacdo 15, em que

o referido oligonucledtido tem entre 8 e 50 nucledtidos.

17. Um oligonucledétidc complementar de sequén-
cias codificadoras de acordo com a reivindicacdo 15, em que
0 referido oligonucledtido complementar de sequéncias codi-
ficadoras possui modificado um residuo fosfato de ligacdo
entre dois nucledtidos, seleccionado do grupo consistindo
em metilfosfonatos, metilfosfonotioatos, fosforomorfolida-

tos, fosforopiperazidas e fosforamidatos.
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18. Um oligonucledétidc complementar de sequén-
cias codificadoras de acordo com a reivindicacdo 16, em que
0 referido oligonucledtido complementar de sequéncias codi-
ficadoras possui um nucledtido tendo um substituinte alqui-

lo inferior na sua posigdo 2'.

19. Um oligonucleétidc complementar de sequén-
cias codificadoras de acordo com a reivindicacdo 16 numa

vesicula lipidica.

20. Utilizagdo de um oligonucledtido complemen-
tar de sequéncias codificadoras de acordo com a reivin-
dicagcdo 1, para a producdo de um medicamento para o trata-

mento de doenca que envolva "splicing" aberrante.

21. Utilizagdo de um oligonucledtido complemen-
tar de sequéncias codificadoras de acordo com a reivin-
dicacdo 20, em que a referida doenca é seleccionada do
grupo consistindo em p-talassémia, a-talassémia, sindrome

de Tay-Sachs, fenilcetontria e fibrose cistica.

Lisboa, 16 de Outubro de 2007
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