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RESUMO

MICROARNs QUE REGULAM A PROLIFERAQAO E DIFERENCIAQAO DE
CELULAS MUSCULARES

O presente invento fornece métodos e composicdes para
modular a expressdo génica em midcitos. Também se fornecem
células que compreendem as composigdes do assunto

presentemente divulgado.
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DESCRIGAO

MICROARNs QUE REGULAM A PROLIFERAQAO E DIFERENCIAQAO DE
CELULAS MUSCULARES

CAMPO TECNICO

0 assunto presentemente divulgado refere-se,
geralmente, a métodos e composigcdes para modular a
expressdo génica num midécito. Mais particularmente, o
assunto presentemente divulgado refere-se a métodos de
utilizacdo dos microARNs (miARNs) para modular o nivel de
expressdao de um gene num midécito, e a composicdes que

compreendem miARNs.
ANTECEDENTES

Compreender os mecanismos moleculares que regulam a
proliferacdo e diferenciagdo celular é um tema central da
biologia do desenvolvimento. Os microARNs (miARNs) sdo uma
classe recentemente descoberta de ARNs reguladores de ~22
nucleétidos que regulam de forma pds-transcricional a

1,2

expressdo génica Evidéncia crescente tem apontado para

a funcdo potencial dos miARNs numa variedade de processos
bioldégicos 7.

ZHAO Y ET AL: “Serum response factor regulates a
muscle-specific microRNA that targets Hand?2 during
cardiogenesis” NATURE, NATURE PUBLISHING GROUP, LONDON, GB
LNKD-DOI:10.1038/NATURE03817, vol. 436, n° 7048, 1 de Julho
de 2005, paginas 214-220 descreve o papel de miR-1 em
células musculares e coragdes. Mostra-se que miR-1-1 &
especificamente expresso em células precursoras musculares

esqueléticas e cardiacas e que 0s genes de miR-1 sé&o alvos

transcricionais directos de reguladores de diferenciacgéao



EP1969125B1

muscular 1incluindo efector de resposta de soro, MyoD e
Mif2. Sugere-se que genes de miR-1 titulam os efeitos de
proteinas reguladoras cardiacas criticas para controlar o
equilibrio entre diferenciagdo e proliferagdo durante a
cardiogénese. Uma combinag¢do com miR-133 n&o &, no entanto,

descrita.

Entretanto, permanece uma necessidade antiga e
continua na técnica de caracterizacdo da funcdo ou funcgdes
dos miARNs nos pProcessos bioldégicos. 0 assunto
presentemente divulgado direcciona-se a esta e a outras

necessidades na técnica.

SUMARTIO

Este sumdrio lista véarias formas de realizacdo do assunto
presentemente divulgado, e em muitos casos lista as
variacdes e permutacdes destas formas de realizacao. Este
sumadrio € meramente exemplar das numerosas e variadas
formas de realizagdo. Alusdo a uma ou mais caracteristicas

representativas de uma dada forma de realizacédo é

igualmente exemplar. Tal forma de realizacéo pode
tipicamente existir com ou sem af(s) caracteristical(s)
mencionada(s); do mesmo modo, essas caracteristicas podem

ser aplicadas a outras formas de realizagdo do assunto
presentemente divulgado, se listado neste Sumdrio ou nao.
Para evitar a repeticdo excessiva, este Sumdrio ndo lista
ou sugere todas as combinacdes possiveis de tais

caracteristicas.

Numa forma de realizacdo do assunto presentemente
divulgado, fornecem-se agentes para utilizacdo num método
para tratar uma lesao muscular num individuo.
Especificamente, miARN-133 e um inibidor de miARN-1 séo

administrados em combinagao ao local de lesdo muscular num
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ponto de tempo e um miARN-1 e um inibidor de miARN-133 séo
administrados em combinagdo ao local de lesdo muscular num
segundo ponto de tempo para, deste modo, tratar a lesao
muscular. Em algumas formas de realizacdo, a lesao muscular
€ o resultado de um traumatismo muscular mecdnico, uma
doenca degenerativa muscular, uma lesdo cardiaca, ou uma
combinagdo dos mesmos. Em algumas formas de realizacgdo, o

individuo é um mamifero.

Numa outra forma de realizacéao do assunto
presentemente divulgado, fornece-se um método in vitro para
modular a diferenciacdo e proliferacdo do midcito ou ambas.
Em algumas formas de realizacdo, o método compreende
contactar um midcito com um miARN (e um inibidor de miR-133
ou com miR133 e um inibidor de miR-1) ou um vector dJgue
codifica o dito miARN alvo a um gene no midcito que pode
modular a diferenciacdo e proliferagdo do midécito ou ambas.
Em algumas formas de realizacdo, a modulacdo é inibidora e
em algumas formas de realizacdo, o miARN inibe a traducgéao

do gene.

Em ainda uma outra forma de realizacdo, fornece-se uma
quantidade eficaz de um inibidor de miR-1 e miR-133, ou de
miRl1 e um inibidor de miR-133 para tratar uma lesao

muscular.

Em algumas formas de realizacdo dos métodos divulgados
no presente documento, o miARN utilizado compreende uma
sequéncia de nucledétidos seleccionada a partir do grupo que
consiste em SEQ ID NOs: 1 e 2 e sequéncias pelo menos 70%
idénticas a qualquer uma das SEQ ID NOs: 1 e 2. O miARN &
seleccionado de miR-1 e miR-133. Também, em algumas formas
de realizacdo, o miARN ¢ dirigido para uma regido néo

traduzida 3' do gene.
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Também, em algumas formas de realizacdo dos métodos, o
gene alvo para o miARN é seleccionado a partir do grupo que
consiste num gene de diferenciagdo de midcito (por exemplo,
um gene que codifica um polipéptido histona desacetilase 4
(HDAC4) ou uma proteina do receptor de hormona da tiredide
240 (TRAP240)), um gene de proliferacdo de midécito (por
exemplo, um gene que codifica um polipéptido de factor de
resposta a soro (SRF)) e uma proteina relacionada a hormona
(por exemplo, um gene que codifica a proteina associada ao

hormona da tiredide 1 (Thrapl).

Proporcionam-se vectores que codificam um miARN,
também. Em algumas formas de realizacao, e} vector
compreende um promotor operativamente ligado a uma molécula
de 4acido nucleico que codifica a molécula de miARN, e uma
sequéncia de terminacdo de transcricdo. Também, em algumas
formas de realizacdo, o vector é incorporado num kit também
que compreende pelo menos um reagente para introduzir o
vector num midécito. O kit, em algumas formas de realizacao,
também compreende instrugdes para introduzir o vector num
midcito.

Consequentemente, é um objectivo do assunto
presentemente divulgado fornecer agentes para utilizacgao
num método para manipular a expressdo do gene num midcito
usando uma abordagem mediada por miARN. Este objectivo é
alcancado totalmente ou em parte pelo assunto presentemente

divulgado.

Um objectivo do assunto presentemente divulgado tendo
sido declarado acima, outros objectivos e vantagens tornar-
se—-do0 aparente aos peritos com habilidade ordindria na
especialidade apds um estudo da seguinte descrigdo do
assunto presentemente divulgado e exemplos nao limitativos.

Os dados que se referem a outros miRNAs sao proporcionados
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por razdes comparativas somente.

BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS

As Figuras la-le descrevem dados para a expressao do
miR-1 e miR-133 em musculo cardiaco e esquelético

durante o desenvolvimento.

A Figura la mostra os dados de expressao de arranjos
de miARN dos mioblastos C2Cl2 em cultura em meio de
crescimento (GM) ou em meio de diferenciacgdo (DM) para
0, 1, 3 e 5 dias, respectivamente. 0Os dados de 1log
normalizados (base 2) foram hierarquicamente
aglomerados pelo gene e sdo colocados em grafico como
um mapa de calor. O intervalo de sinal era de -4 vezes
a +t4 vezes. Amarelo denota alta expressao e azul
denota baixa expressao, em relacgcao ao mediano e apenas
0os ndés de miARN que sado regulados em meio de

diferenciacdo sao mostrados.

A Figura 1lb descreve uma anadlise de Northern blot da
expressdo de miR-1 e miR-133 usando-se o ARN total
isolado de mioblastos C2Cl2 em cultura em GM ou em DM
para 0, 1, 3 e 5 dias, respectivamente. TARNs foram

usados como um controlo de carga.

A Figura 1lc descreve uma anadlise de Northern blot da
expressdo de miR-1 e miR-133 em tecidos de ratinho
adulto.

A Figura 1d descreve uma analise de Northern blot da
expressdo de miR-1 e miR-133 em tecidos de ratinho de

dia embridénico 13,5 (E13,5) e 16,5 (El6,5).

A Figura le descreve uma andlise de Northern blot da
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expressdo de miR-1 e miR-133 em tecidos de ratinho
neonatal. A mesma quantidade de ARNs total de musculo
do coracdo e esquelético adulto foi carregada em
manchas para servir como uma comparagado com ARN

embridénico e neonatal (Figuras 1d e 1le).

As Figuras 2a-27j descrevem dados que mostram a
regulacédo da proliferacdo e diferenciacdo de mioblasto
por miR-1 e miR-133. Os mioblastos C2Cl2 em cultura em
meio de crescimento (GM) foram electroporados com
duplices de miARN de cadeia dupla para miR-1, miR-133

e GFP como um controlo.

As Figuras 2a-2e mostram resultados de experiéncia
onde as células foram continuamente colocadas em
cultura em GM durante 24 horas apdés a transfeccéao,
entdo transferidas ao meio de diferenciacdo (DM)
durante 12 horas antes da imunocoloracéao para
miogenina (Figura 2a) ou 36 horas antes da
imunocoloragcao para MHC (Figura 2b). Os mioblastos
C2Cl2 em cultura com GM foram electroporados com
duplices de miARN de cadeia dupla para miR-1, miR-133
(ou seus mutantes conforme indicado), ou miR-208 e GFP
como controlo e colocados em cultura durante 24 horas
antes: Northern blot usando o anticorpo indicado
(Figura 2c), as células foram transferidas a DM
durante 24 horas e RT-PCR para os genes indicados foi
executado (Figura 2d), ou células foram transferidas
ao DM durante 24 horas e Northern blot usando-se o0s

anticorpos indicados (Figura 2e).

As Figuras 2f-2h mostram os resultados de experiéncias
onde os mioblastos C2Cl2 em cultura com GM foram
electroporados com os inibidores de oligonucledétido

antissense 2'-o-metil para miR-1, miR-133 ou miR-208 e
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GFP como controlos. As células foram colocadas em
cultura em GM durante 24 horas apds a transfeccdo e
entdo transferidas em DM durante: 12 horas antes da
imunocoloragcdo para fosfohistona H3 (Figura 2f); 24
horas antes de executar RT-PCR para 0s genes indicados
(Figura 2g) ou durante 24 horas antes de Northern blot

usando-se o0s anticorpos indicados (Figura 2h).

As Figuras 2i e 27j mostram resultados de experiéncias
onde os mioblastos C2Cl2 em cultura com GM foram
electroporados com os duplices de miARN ou com OsS
inibidores de oligonucledétido antissense 2'-o-metil
conforme indicado. As células foram colocadas em
cultura em GM durante 24 horas apds a transfeccéao,
entdo foram transferidas em DM durante 12 horas antes
da imunocolorag¢dc para miogenina (Figura 2i) ou fosfo-
histona H3 (Figura 2j). Células com manchas positivas
foram contadas e os dados s&o apresentados como O

nivel de expressdo relativo ao controlo de GFP (100%).

As Figuras 3a-3k descrevem dados que mostram o
controlo de desenvolvimento de musculo cardiaco e

esquelético pelo miR-1 e miR-133 in vivo.

As Figuras 3a-3h mostram dados de experiéncias do
embrido Xenopus. Os embrides Xenopus derivados de
embrides nao 1injectados (Figuras 3a e 3b), GFP ARN
controlo-injectado (Figuras 3c e 3d), miR-1-injectado
(Figuras 3e e 3f), ou miR-133-injectado (Figuras 3g e
3h) manchados com anti- tropomiosina e mostrados no
estagio 32 sob campo luminoso (Figuras 3a, 3c, 3e e
3g) ou fluorescéncia (Figuras 3b, 3d, 3f e 3h). Note-
se a auséncia de coloragdo para o tecido do coracéo
(Figura 3b e 3d, setas H) e a ruptura de somito

segmentado (Figuras 3f e 3h, setas S).
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As Figuras 3i-3k mostram dados de secgdes transversais
do embrido Xenopus. As seccgbes transversais dos
embrides Xenopus correspondem a posicdo do coracdo no
estdgio 32 de embrides ndo injectados (Figura 31),
miR-1 injectados (Figura 3 Jj) ou miR-133 injectado
(Figura 3k) corados com anti- tropomiosina para
visualizar os somitos (setas S) e tecido cardiaco
(setas H) e anti-fosfohistona H3 (vermelho) para
visualizar as células na fase S. Cada conjunto de
injecg¢des foi conduzido pelo menos duas vezes
independentemente, e o fendtipo foi observado em pelo
menos 90% de um minimo de 50 embrides registados por

imunocoloracgao integral.

As Figuras 4a-41i descrevem os dados que mostram a
identificagdo de genes alvo miR-1 e miR-133 no musculo

esquelético.

A Figura 4a descreve os dados gue mostram a repressao
de SRF e HDAC4 das UTRs 3' por miR-133 e miR-1. Os
repdrteres de luciferase contendo ou locais
complementares de miR-133 de SRF da UTR 3' de ratinho
(SRF-3'-UTR), locais complementares de miR-1 de HDAC4
da UTR 3' de ratinho (HDAC4-3'-UTR) ou sequéncias
antissense perfeitas de miR-133 (miR-133-1luc) ou miR-1
(miR-1-1uc) foram co-transfectados com os vectores de
expressdo de miARN indicados ou seus mutantes. A
actividade de luciferase foi determinada 48 horas apébs
a transfeccdo. 0Os dados representam a média + desvio
padrdao de pelo menos trés experiéncias independentes
em duplicata (*P < 0,05).

A  Figura 4b descreve os dados gque mostram 0s

resultados de repdrteres de luciferase SRF-3'-UTR,
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HDAC4- 3'-UTR e MCK-luc transfectados em mioblastos
C2Cl2. As células foram mantidas em GM durante 24
horas (GM) ou transferidas em DM durante 1 dia (DM1)
ou trés dias (DM3) antes da actividade da luciferase

ser determinada.

As Figuras 4c-4e descrevem dados gue mostram o0s
resultados de mioblastos C2Cl2 em cultura com GM e
foram electroporados com os daplices de miARN de
cadeia dupla indicados (ou seus mutantes) ou miR-208 e
GFP como controlos. As células foram colocadas em
cultura em GM durante 24 horas apds a transfeccéo
inicial: Northern blot usando anticorpos anti-SRF e
anti-HDAC4 (Figura 4c), as células foram transferidas
a DM durante 24 horas e RT-PCR para o0s genes indicados
foi executado (Figura 4d) ; as células foram
transferidas em DM durante 24 horas e Northern blot
usando-se os anticorpos indicados. Os mioblastos C2C12
em cultura com GM foram electroporados com 0s
inibidores de oligonucledétido antissense 2'-0-metil

indicado.

As Figuras 4f e 4g descrevem os dados gque mostram oOs
resultados de células em cultura com GM durante 24
horas apdés a transfeccdo, entdo foram transferidas em
DM durante 24 horas antes: RT-PCR para oS Jenes
indicados foi executado (Figura 4f), e a Northern blot

usando-se os anticorpos indicados (Figura 4g).

A Figura 4h descreve dados que mostram os resultados
de mioblastos (C2Cl2 em cultura com GM e foram
electroporados com os duplices de miARN de cadeia
dupla indicados e/ou plasmideos de expressdo para SRF
ou HDACA4, conforme indicado. As células foram

colocadas em cultura em GM durante 24 horas apds a
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transfeccdo. A Northern blot foi executada 24 horas
apdés a transferéncia para DM usando-se os anticorpos

indicados.

A Figura 4i descreve os dados que mostram 0s
resultados de mioblastos C2Cl2 em cultura com GM ou DM
para os dias 0, 1, 3 ou 5. A Northern blot foi

executada usando-se os anticorpos indicados.

A Figura 5 mostra um modelo de regulacdo mediada por
miR-1 e miR-133 de proliferacdo e diferenciacgao de

musculo esquelético.

A Figura 6 mostra os dados de andlise dos dados de
expressao de arranjos de miARN dos mioblastos C2Cl2 em
cultura em meio de crescimento (GM) ou em meio de
diferenciacgéao (DM) para 0, 1, 3 e 5 dias,
respectivamente. Os dados de log normalizados (base 2)

foram hierarquicamente aglomerados pelo gene e séao

colocados em grafico como um mapa de calor. O
intervalo de sinal era de -4 vezes a +4 vezes.
Sombreamento claro denota alta expressao e

sombreamento escuro denota baixa expressao, em relacao

a mediana.

As Figuras 7a-7d mostram dados de expressao de miR-1,
miR-133 e genes marcadores de diferenciacgdo de musculo

esquelético em células C2C1l2.

As Figuras 7a e 7b mostram uma andlise de Northern
blot da expressdao de miR-1 (Figura 7a) e miR-133
(Figura 7b) usando-se o ARN total isolado de
mioblastos C2Cl2 em cultura em GM ou em meio de
diferenciacao (DM) para 0, 1, 3 e 5 dias,

respectivamente. Ambos os miARNs maduros e seus

10
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precursores (Pre) s&o indicados. tARNs foram usados

como um controlo de carregamento.

A Figura 7c mostra a anadlise por RT-PCR
semiquantitativa de genes marcadores de diferenciacéao
de musculo esquelético. GAPDH foi wusado como um

controlo para carregamento igual.

A Figura 7d mostra a expressao de marcadores de
diferenciagdo de musculo esquelético. Os mioblastos
C2C12 foram colocados em cultura em meio de
crescimento (GM) ou em meio de diferenciacao (DM) para
0, 1, 3 e 5 dias, e Northern blot foram executadas com
extractos de célula usando-se os anticorpos indicados.

P-tubulina serve como um controlo de carregamento.

As Figuras 8a-8f mostram dados de expressdao de miR-1 e
miR-133 em musculo cardiaco e esquelético em ratinho
adulto durante o desenvolvimento. A andlise de
Northern blot € mostrada para a expressdo do miR-1
(Figura 8a) e miR-133 (Figura 8d) em tecidos de
ratinho adulto. A andlise de Northern blot é mostrada
para a expressdao do miR-1 (Figura 8b) e miR-133
(Figura 8e) em tecidos de ratinho do dia 13,5 (E13,5)
e 16,5 (E16,5) embridénico. A mesma quantidade de ARN
total de musculo do coracdo e esquelético adulto foi
também carregada na coloracdo para servir como uma
comparagdo. A andlise de Northern blot é mostrada para
a expressao do miR-1 (Figura 8c) e miR-133 (Figura 8f)
em tecidos de ratinho neonatal. A mesma quantidade de
ARN total de musculo do coracdo e esquelético adulto
foi também carregada na coloracdo para servir como uma
comparacdo. Ambos os miARNs maduros e seus precursores
(Pre) sao 1indicados. tARNs foram wusados como um

controlo de carregamento.

11
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As Figuras 9a-9e mostram dados para a expressao de
transcrigdes primarias de miR-1 e miR-133 em musculo

cardiaco e esquelético.

A Figura 9a é um diagrama mostrando os genes de miR-1
e miR-133 agrupados nos cromossomas de ratinho 2 e 18.
Os marcadores usados para as Northern blot nas Figuras

9b—- 9e sado indicados.

As Figuras 9b-9e mostram dados de andlise de Northern
blot da expressédo de transcrigdes primarias para miR-1
(Figuras 9c¢ e 9e) e miR-133 (Figuras 9b e 9d) do
cromossoma 2 (Figuras 9d e 9e) e cromossoma 18
(Figuras 9b e 9c¢). 20 pg do ARN total dos tecidos de

ratinho adulto indicado foram usados.

As Figuras 10a-10g fornecem dados qgue mostram o0
melhorador de miR-1 e miR-133 melhorador de miR-133
pode direccionar a expressdo do gene repdrter em

musculo cardiaco e esquelético.

A Figura 10a mostra dos dados de Xenopus laevis
transgénico para sequéncia gendémico de miR-1 e miR-133
de ratinho ligada ao dsRed que ilustra a expressao de

somito (S, setas) no estagio 28.

A Figura 10b mostra Xenopus laevis transgénico (Tg)
portando um transgene contendo miR-1 e miR-133 no
estdgio 46 (embrido inferior) e controlo negativo (néo

transgénico, Ct, embrido superior) sob campo luminoso.
A Figura 10c ¢é uma fotografia do mesmo embrido

conforme mostrado na Figura 10b sob fluorescéncia.

A Figura 10d é uma fotomicrografia com magnificacédo de

12
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poténcia alta do embrido transgénico na Figura 10b sob
campo luminoso mostrando a expressao do transgene no

coracadao (H, setas) e arcos branquiais (BA, setas).

A Figura 10e é uma fotomicrografia com magnificacdo de
poténcia alta do embrido transgénico na Figura 10b sob
campo luminoso mostrando a expressdao do transgene no

coracao (H, setas) e arcos branquiais (BA, setas).

A Figura 10f é uma fotomicrografia com magnificacao de
poténcia alta para um embrido transgénico de estéagio 4
6 mostrando a expressdao do transgene nos somitos (S,

setas).

A Figura 10g mostra as sequéncias de ADN gendmicas
(SEQ ID NO: 82) de melhorador de miR-1/133 do
cromossoma 2 de ratinho. Um suposto local de MEF2 e
box CarG estdo marcados, e as mutacgdes introduzidas

nestes locais sado indicadas.

As Figuras 1lla-1lh mostram dados que demonstram a
repressdo de um sensor de miR-133 por miR-133 em
células C2Cl2. Células C2Cl2 expressando de maneira
estavel o sensor de miR-133 foram transfectadas com
vectores de expressdo para GFP (controlo), miR-133
tipo selvagem (miR- 133), miR-133 mutante (miR-133mut)
em que a sequéncia "semente" foi mudada, ou uma
combinacdo do vector de expressdo de miR-133 e oligos
antissense 2'-o-metil (miR- 133 + 2'-o-metil). As
células foram transfectadas em meio de diferenciacéo
durante 12 horas e as imagens foram obtidas usando-se
fase/contraste (P/C) (Figuras 1lla-11d) ou
fluorescéncia para mostrar expressdo do gene repdrter
dsRed (Figuras 1lle-11h). As células de cada condigéo

foram colhidas e a expressao do gene repdrter dsRed

13
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foi quantificada usando-se andlise de FACS (painéis
inferiores). A A&rea aberta sob a linha denota a
autofluorescéncia da célula e a &rea hachurada sob a

linha indica a expressao de dsRed.

A Figura 12 mostra sequéncias dos locais alvo de miR-1
e miR-133 na UTR 3' de genes HDAC4 e SRF. Painel
superior: sequéncias de UTR 3' de HDAC4 de espécie
vertebrada humana conservada (SEQ D NO: 24),
chimpanzé (SEQ ID NO: 25), ratinho (SEQ ID NO: 26),
rato (SEQ ID NO: 27), cao (SEQ ID NO: 28) e galinha
(SEQ ID NO: 29), e seu alinhamento com miR-1 (SEQ ID
NO: 1) e miR-206 (SEQ ID NO: 3). Painel inferior:
sequéncias de UTR 3' de SRF de humano (SEQ ID NOs:30 e
31) e rato (SEQ ID NOs:32 e 33) e seu alinhamento com
miR-133. Sequéncias de nucledtido conservadas estéo

listadas em caixa alta.

A Figura 13 descreve um modelo de biogénese de miARN.
(A) pri-miARNs sdo transcritos no nucleo pela ARN
polimerase II e (B) sdo processados por Drosha a pre-
miARNs contendo uma haste-alcga. (C) Exportina->5
reconhece a projecgao 3' esquerda por Drosha e exporta
0s pre-miARNs para dentro do citoplasma, onde (D)
Dicer cliva os pre- miARNs abaixo da haste-alca para
produzir um duaplice de ~22 nucledtidos. (E) Um unica
cadeia é incorporado no RISC, o qual (F) reconhece as
sequéncias complementares dentro das regides 3' néao
traduzidas de mARNs e regula a expressao de gene por

supressao traducional ou clivagem de ARNm.

As Figuras 1l4a-14c descrevem o genoma de miR-208. A
Figura 14a mostra gque uma sequéncia de miR-208
precursora de ratinho (SEQ ID ©NO: 34) ¢é dobrado

usando-se mFold e com a sequéncia de miR-208 madura

14



EP1969125B1

(SEQ ID NO: 4) a direita. A Figura 14b mostra um
alinhamento de sequéncia de sequéncias de miR-208
precursoras de ratinho (SEQ ID NO: 35), de rato (SEQ
ID NO: 36) e de humano (SEQ ID NO: 37). A sequéncia de
miR-208 madura € mostrada no lado superior direito da
Figura 14A. Os asteriscos denotam perfeita conservacgao
de sequéncia. A Figura 1l4c mostra gque miR-208 origina-
se de um intrdo de alfa-MHC. O miR-208 de ratinho esta
localizado dentro de 29 intrdao de o-MHC. Similarmente,
o miR-208 humano estd localizado dentro de 28 intréo
de o-MHC.

As Figuras 15a-15c mostram os dados que demonstram que
miR-208 é regulado de maneira desenvolvida. ARN total
de diferentes tecidos de ratinho foi corado e marcado
com um oligodeoxinucledétido radiomarcado na posigao 5
complementar a miR-208. Carregamento igual do ARN
total no gel foi verificado por coloracao de brometo

de etidio antes da transferéncia.

A Figura 15a mostra os dados que demonstram que miR-
208 ¢é cadiaco-especifico. O sinal superior é a
transcrigdo pre-miR-208, enquanto o sinal inferior é a

forma de 22 nt madura.

A Figura 15b mostra os dados da expressao de miR-208
em tecidos de ratinho neonatal em relacdo ao musculo

do coracado e esquelético adulto.
A Figura 15c mostra os dados da expressdao de miR-208
em varios tecidos de ratinho E13.5 e E16.5 em relacéo

ao musculo do coracao e esquelético adulto.

As Figuras 1l6a e 16b mostram dados da expressdo de

miR-208 ectdépica em cardiomidcitos. A Figura 1l6a
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mostra uma Northern Dblot preparada a partir de
cardiomidécitos infectados com Ad-GFP ou Ad-208 marcado
usando-se oligonucledétido antissense de miR-208
radiomarcado. A Figura 16b mostra micrografias
epifluorescentes de cardiomidcitos infectados em MOIs
1 e 10.

A Figura 17 mostra um diagrama de um sistema

transgénico condicional divulgado no presente
documento. Duas linhas independentes de linhas
transgénicas de ratinhos sao utilizadas: uma

expressando a produto de fusdo tTA-VP16 sob o
controlo, o promotor o-MHC e uma segunda linha
abrigando o transgene miR-208 sob o controlo de um
promotor minimo do CMV. O promotor minimo do CMV
possui varias repeticgdes do operdo da tetraciclina
(tetO0) 1localizado directamente a montante. As duas
linhas sao geradas Jjuntas e produzidas, assumindo um
padrdao de heranca Mendeliana, 1 em 4 ratinhos séo
duplo transgénicos. Se a doxiciclina (DOX) for
administrada a um ratinho duplo transgénico, a
proteina tTA-VP16 é ligada por DOX e a transcricdo do
miR-208 ¢é 1inibida. Se a DOX estiver ausente, a
proteina tTA liga-se ao concatdmero tetO que permite
que o dominio de VP16 induza a transcricdo de miR-208
a partir do promotor minimo do CMV. A expresséo
Férmula gene alvo cardiaco-especifico pode ser ligada
ou desligada pela adigcdo ou retirada de DOX. Adaptado
de James et al, Am J Physiol 273: H2105-H2118,

incorporado no presente documento por referéncia).

As Figuras 18A-18C sao graficos e um alinhamento de
sequéncia que mostra os dados que demonstram que o0s
miR-208 se direccionam ao Thrapl. Os repdrteres de

luciferase com uma sequéncia de miR-208 antissense
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(sensor de miR-208) ou UTRs 3' de Hemoglobina- (Hbb)
e hormona da tiredide associada a proteina 1 (Thrapl)
(Figura 18A) ou quatro cdépias de locais de ligacdo de
miR-208 suposto de Thrap 1 da UTR 3' (Figura 18B)
foram fixados directamente a jusante do gene
luciferase e foram co-transfectados com quantidades
crescentes de miR208 pCDNA3.1 em células 293T. O
sensor de miR208, os repdérteres de Thrapl e 4x Thrapl
eram ambos reprimidos de uma maneira dependente da
dose, enquanto o CSNK de controlo negativo nédo foi
mudado de forma significativa. A Figura 18C mostra a
sequéncia de miR-208 madura (SEQ ID NO: 4) ligado ao
local alvo de miR-208 previsto dentro da UTR 3' do
gene Thrapl de humano (SEQ ID NO: 38) e ratinho (SEQ
ID NO: 39). Note-se a regido de semente alvo
perfeitamente conservada dentro de ambos os alvos
previstos (o 2° e 8° nucledétidos na extremidade 5' de
miR-208) .

A Figura 19 mostra um modelo de regulacdo de miR-208
da troca de isoforma de cadeia pesada de miosina
cardiaca. Os receptores nucleares de hormona da
tiredéide (TR) ligam-se as sequéncias dos Elementos
Receptores da Tiredide (TREs) dentro dos promotores
dos genes o-MHC e [B-MHC. O promotor de o-MHC contém
uma ligacdo de TRE-completa por dois TRs, enquanto que
0 B-MHC possui sua ligagdo por um uUnico TR numa metade
de TRE. Os mondémeros de TR e dimeros podem ambos
heterodimerizar com o complexo de TRAP, um cofactor de
TR. A hormona da tiredide (T3) liga-se a TRs e inibe a
transcrigdo de R-MHC enquanto induz a expressac de o-
MHC. MiR-208 é conactualmente expresso com uma
proteina o- MHC e é previsto para regular a traducéo
de Thrapl, a maior subunidade do complexo de TRAP.

Acredita-se que o miR-208 é um componente de um ciclo
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de reacgdo negativa que regula a expressdo da isoforma
de cadeia ©pesada de miosina cardiaca através da

inibic¢cdo da sinalizacdo do Ts.

As Figuras 20A e 20B mostram dados da andlise de
arranjo de miARN de musculo esquelético
danificado/regenerado. A Figura 20A mostra dos dados
de miARNs que sdo regulados negativamente em musculo
danificado. A Figura 20B mostra dos dados de miARNs

que sdo regulados positivamente em musculo danificado.

A Figura 21 lista as sequéncias exemplares para SEQ ID
NOs: 6-9.

A Figura 22 mostra os dados que demonstram a expressao de
miR-1 na diferenciacdo de células satélites de muasculo
esquelético usando um sensor de miARN. As células satélites
expressando estavelmente o sensor de miARN (dsRed::miR-1)
ou o sensor de mutante (dsRed: :miR-1-Muteina) foram
induzidas para diferenciar através de transferéncia em meio
de diferenciacao, em que DbFGF foi removido, e imagens foram
obtidas usando-se fluorescéncia para mostrar a expressado do
gene repodrter dsRed (dsRed::miR-1) ou da cadeia pesada de
miosina do gene marcador de diferenciacdo do masculo
(MF20) . Baixa expressao de dsRed nas células de
diferenciagcao expressa do sensor indica a expressao de miR-

1 nagquelas células. DAPI coloragdo o nucleo celular.

As Figuras 23A e 23B mostram dados dque demonstram o
estabelecimento do sistema de expressdo de miR-1/206
(Figura 23a) e sensor de miR-1/206 (Figura 23B). A Figura
23A mostra um diagrama da construcao da expressaoc para a
expressdo do miR-1/206 e proteina GFP (Figura 2327, painel
esquerdo) . A andlise de Northern blot mostra a expressao de

miR-1 (Figura 23a, painel direito). A Figura 23B demonstra
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a repressdo de um sensor de miR-1/206 por miR-1 em 293
células. 293 células expressando de forma estdvel o sensor
de miR-1/206 foram transfectadas com vector de expressdo
para miR-1/206 (SDSA::miR-1) e as imagens foram obtidas
usando-se contraste de fase (2 93 células) ou fluorescéncia
para mostrar a expressdao no gene repdrter dsRed (dsRed:
:miR-1) ou miARN: :GFP (SDSA: :miR-1) ou sobreposicédo de
ambos (sobreposicao). Note-se que a expressao do sensor de
dsRed e miR-1 ¢é exclusiva, indicando gque miR-1 reprime

especificamente a expressao do repdrter do sensor.

As Figuras 24A e 24B descrevem os dados dgque mostram a
repressdo de UTRs 3' de Pax7 e BDNF por miR-1/206. A Figura
24 A é um alinhamento de sequéncia de UTR de Pax7 de
ratinho (SEQ ID NO: 40-41) com miR-1 (SEQ ID NO: 1) e miR-
206 (SEQ ID NO: 3). A Figura 24B divulga graficos que
mostra que os repdrteres de luciferase contendo ou UTR 3'
de Pax7 de ratinho (Luc-Pax7::UTR) ou seu mutante (Luc-
Pax7::UTR-M) ou UTR 3' de BDNF (Luc-BDNF::UTR) ou seu
mutante (Luc-BDNF::UTR-M) foram cotransfectados com 0s
vectores de expressdo de miARN indicados. A actividade de
luciferase foi determinada 48 horas apds a transfeccdo. Os
dados representam o desvio padrdo + médio de pelo menos
trés experiéncias independentes em duplicata. Note-se que
miR- 1/206 reprime fortemente a expressdo de repdrteres de
UTR 3' de Pax’7 e BDNF.

As Figuras 25A-25C mostram que a miR-1/206 1inibe a
expressdo de Pax7, mas ndo de Pax3, em células satélites. A
Figura 25A é uma analise de Northern blot da expressédo de
Pax7, demonstrando que os niveis de transcrigdes de mARNs
de Pax7 ndo sdo inibidos por UTRs 3'. A Figura 25B é uma
andlise de Northern blot demonstrando que o nivel de
proteina de Pax7, mas nado de Pax3, ¢é menor em células

satélites sobre-expressas de miR-1/206. A Figura 25C mostra
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imagens obtidas usando-se contraste de fase (painéis
fase/contraste) ou fluorescéncia para mostrar a expressao
das proteinas Pax7 ou Pax3 (painéis de Pax7 e Pax3) ou
miARN: :GFP (painéis SDSA::miR-1/206) ou sobreposicéao
(painéis sobrepostos) em células satélites de musculo
esquelético. Note-se que a expressdao de Pax7, mas nao

aquela de Pax3, € inibida por miR-1/206.

A Figura 26 mostra que a miR-1/206 inibe a expressdo de
BDNF, mas ndo de GDNF, em células satélites. As imagens
foram obtidas usando-se contraste de fase (painéis
fase/contraste) ou fluorescéncia para mostrar a expressao
das proteinas BDNF ou GDNF (painéis de BDNF e GDNF) ou
miARN: :GFP (painéis SDSA::miR-1/206) ou sobreposicéao
(painéis sobrepostos) em células satélites de musculo
esquelético. Note-se que a expressao de BDNF, mas nao de
GDNF, é inibida por miR-1/206.

As Figuras 27A e 27B mostram gue miR-1/206 1inibe a
proliferagdo de célula satélite. A Figura 27A mostra as
imagens de célula satélite obtidas usando-se contraste de
fase ou fluorescéncia para mostrar o indice de proliferacdo
celular conforme sinalizado por BrdU (painéis de BrdU) ou
miARN: : GFP (painel de SDSA::miR-1+206). Menos células
positivas para BrdU foram observadas em células satélites
sobre-expressas de miR-1/206. A Figura 27B é um grafico que
mostra os resultados de experiéncias onde as células
manchadas positivas para BrdU foram contadas em controlo e
células satélites sobre—-expressas de miR-1/206 e os dados
sdo apresentados como a relacgdo de células positivas para
BrdU contra as células totais.

As Figuras 28A e 28B mostram que miR-1/206 melhora a
diferenciacéo de célula satélite. As Figuras 28A e 28B
mostram os resultados de experiéncias onde as células

satélites sobre-expressam de forma estdvel ou miR-1/206
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(SDSA-miR-1+206) ou GFP (controlo), entdo sdo transferidas
ao meio de diferenciacao, onde bFGF foi removido, durante
24 horas (Figura 28A) ou 4 8 horas (Figura 2 8B) antes da
imunocoloragcdo para cadeia pesada de miosina (MyHC). Note-
se a coloracdo de MyHC melhorada em células sobre-expressas

de miR-1/206. DAPI marca o nucleo celular.

A Figura 29 ¢é um grafico que mostra os resultados de
experiéncias onde a sobre-expressdo de miR-1/206 melhora a
cinética de diferenciacdo de célula satélite. As células
satélites ou sobre—-expressam miR-1/206 (M) ou GFP
(controlo, ¢ ) onde foram postas em cultura em meio de
crescimento ou transferidas ao meio de diferenciacdo, onde
bFGE foi removido, em diferentes momentos (0, 12, 24, 36 e
48 horas) e as células positivas para cadeia pesada de
miosina (MyHC) foram pontuados. Os resultados foram
apresentados como relacgdes de células positivas para MyHC

contra células totais.

A Figura 30 mostra um modelo para miR-1/206 na regulacdo da
proliferacdo e diferenciacdo de célula satélite de muasculo

esquelético.

BREVE DESCRICAO DOS QUADROS

O Quadro 1 é uma lista de abreviacgdes de nucledtido de

uma letra usada no presente documento.

O Quadro 2 mostra o efeito na proliferacdo e
diferenciacdo miogénica por miR-1 e miR-133. Os mioblastos
C2Cl2 em cultura em meio de <crescimento (GM) foram
electroporados com duplices de miARN de cadeia dupla ou
oligos antissense de 2'-o-metil para miR-1, miR-133 ou GFP
como um controlo negativo. 36 horas mais tarde, GM foi

substituido com meio de diferenciacdo (DM) durante 8, 12 e
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24 horas e as células foram fixadas para andlise de
imunohistoquimica usando-se anticorpos contra miogenina,
fosfo-histona H3 e cadeia pesada de miosina (MHC). As
células positivas foram contadas a partir de 5.000 células
coradas com DAPI de um campo aleatoriamente escolhido. Os
ensaios foram executados trés vezes independentemente com

resultados compardveis.

0 Quadro 3 lista 0s nomes e sequéncias dos

oligonucledétidos divulgados no presente documento.

BREVE DESCRICAO DA LISTA DE SEQUENCIAS

A Lista de Sequéncias divulga, entre outras coisas, as
sequéncias de varios miARNs, especificamente miR-1, miR-
133, miR-206, miR-208, miR-22, miR-26, miR-29, miR-30, miR-
128, miR-143 e miR-145 (SEQ ID NOs: 1-11, respectivamente)
assim como as sequéncias de polinucledtido adicionais aqui
divulgadas. Em alguns casos as sequéncias de ARN séao
apresentadas na forma de ADN (isto é, com timidina presente
em vez de uracilo), entende-se que estas sequéncias se
pretendem também corresponder as transcricdes de ARN destas
sequéncias de ADN (isto &, com cada T substituido por um
U) .

DESCRICAO DETALHADA

Estd divulgada no presente documento a determinacgdo
que miARNs particulares podem modular a expressao de genes
especificos em midcitos que afectam a diferenciacdo e/ou
proliferacéo dos midcitos. Esta descoberta possuil
aplicacbes terapéuticas, conforme divulgado no presente
documento, incluindo o tratamento de 1lesdo muscular
possuindo uma ampla variedade de causas, talis como, por

exemplo, traumatismo muscular mecanico, doencas
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degenerativas musculares e atagques cardiacos. A aplicacéao
das descobertas divulgadas no presente documento também
inclui modular a expressdo de um ou mais genes especificos
em midécitos utilizando miARNs possuindo especificidade para
0os genes, e em seguida, modular a funcionalidade dos
midcitos, tal como, por exemplo, diferenciagcdo e/ou
proliferacdo dos midcitos. Os miARNs cobertos pelo assunto
presentemente divulgado incluem miARN-1 e miARN-133. O
miARN-1 (miR-1) e miARN-133 (miR-133), qgque estao agrupados
no mesmo loci cromossdémico, s&o transcritos Jjuntos de uma
maneira tecido-especifica durante o desenvolvimento. miR-1
e miR-133, cada um, executa uma funcdo diferente na
modulacdo da proliferacdo e diferenciacdo de muasculo
esquelético em mioblastos em cultura in vitro e em embrides
Xenopus in vivo. miR-1 promove a miogénese tendo como alvo
a histona desacetilase 4 (HDAC4) , um repressor
transcricional da expressao do gene do musculo.
Contrariamente, miR-133 melhora a proliferacdo de mioblasto
reprimindo o factor de resposta do soro (SRF') . Os
resultados revelam, pela primeira vez, gque dois miARNs
maturos, derivados do mesmo policistrdo de miARN e
transcritos juntos podem executar funcgbdes Dbioldgicas
distintas. A ©presente divulgacdo fornece desta forma
mecanismos moleculares em gque o0s miARNs participam em
circuitos transcricionais que controlam a expressao do gene

do musculo e o desenvolvimento embridnico.

A expressdao de Thrapl € provavelmente regulada por
miR-208, qgue nédo estd compreendido dentro das presentes
reivindicag¢des. A UTR 3' de Thrapl contém dois locais de
ligagdo de miR-208 previstos (Figura 18). Os dois alvos
estdo localizados -80 pb a Jjusante do codao de parada de
Thrapl e estdo separados entre si por apenas ~50 pb. Ambos
0s alvos sao perfeitamente complementares com a regidao de

semente de miR-208. O gene Thrapl codifica para TRAP240,
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uma subunidade de 240 kd do complexo de TRAP (proteina
receptora de hormona da tiredide) que ¢é ubiguitariamente
expresso. TRAP é um complexo de proteina de muitisubunidade
gque é um coactivador para receptores nucleares e 08 membros
da familia de TRAP sao importantes para o desenvolvimento
adequado. Assim, miR-208 pode regular a producao de TRAP24
0 e promovem a diferenciacdo de cardiomidécito dependente de

hormona.

I. Consideragdes Gerais

Descobriu-se que primeiro miARN descrito, o gene lin-
4, qgue controla o tempo de desenvolvimento da larva C.
elegans, produz de forma inesperada um ARN ndo codificante
longo de 21 nucledtidos gue suprime a expressdo da proteina
1in-14 sem afectar de forma visivel os niveis de ARNm lin-
14. Descobriu-se que este pequeno ARN tem como alvo locais
complementares na regido nao traduzida 3' (UIR 3') de lin-
14%°°°,  Embora este fenémeno tenha sido inicialmente
tratado como uma singularidade genética e efectivamente
ignorada, ¢ agora calculado gque existem centenas de
pequenos ARNs, agora chamados de miARNs, similares a 1in-4
nos genomas de espécies divergentes e regulam a traducgdo de
mARNs complementares. Embora relatos recentes sugiram
fungdes para alguns miARNs nos processos Dbioldgicos
notavelmente diversos, a maioria permanece amplamente nao

caracterizada.

I.A. Biogénese & Mecanismo de miARN

Um modelo geral para a biogénese de miARN é descrito
na Figura 13. miARNs maduros sao ~22 nucledtidos (nt) de
comprimento que foram processados a partir de transcrigdes

51,52

mais longas miARNs primarios (pri-miARNs) podem ser

transcritos por ARN Pol II como unidades transcricionais
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independentes ou podem originar-se de intrdes unidos de
genes hospedeiros®™. A via de processamento de miARN pode
comegar com a clivagem nuclear de pri-miARN por
endonuclease ARNse III Drosha, gue produz um miARN-
precursor intermedidrio longo de ~70 nt (pre-miARN) dque
possui uma estrutura de haste—algam. A  exportina-5
reconhece o corte escalonado deixado pela clivagem de
Drosha e exporta o pre-miARN ao citoplasma de uma maneira
dependente de Ran-GTP°* *°. Uma vez no citoplasma, ambas as
cadeias do pre-miARN podem ser clivados por Dicer, uma
outra enzima ARNse I1, aproximadamente duas voltas

helicoidais distante da base da haste—alga“fﬁ.

O duplice
de ARN de ~22 mer resultante € liberado por Dicer e um
braco de haste uUnico pode ser incorporado no RISC (complexo
de silenciamento induzido por ARN). RISC & um complexo de
ribonucleoproteina gque contém elementos da familia da
proteina Argonauta e factores acessédrios, Junto com um
miARN e ARNm alvo. As estabilidades térmicas relativas do
diuplice de braco de haste sdo pensadas para determinar que
a cadeia torna-se incorporada em RISC: a cadeia que entra
no RISC ¢é frequentemente aquela que a extremidade 5' ¢é

menos estavel® ®°,

A inibicdo da traducdo ¢é mediada pela
complementaridade de miARN a(s) sequéncia(s) alvo dentro da
UTR 3 do ARNm alvo por um mecanismo ainda

desconhecido®®’.

Geralmente, a complementaridade
imperfeita resulta na supressao da traducao enquanto a
complementaridade perfeita ou quase perfeita resulta na
clivagem de mRNA®?., Muitos aspectos da biogénese de miARN,
tradnsito, montagem de RISC e o mecanismo de fungdo do RISC
esperam esclarecimento, entretanto estudos funcionais de
MiARNs especificos e andlises genética e biogquimica dos
componentes da via de miARN mostraram gque o©os miARNs sao

importantes em diversos processos bioldgicos.

I.B. miARNs em Desenvolvimento

25



EP1969125B1

O desenvolvimento de um organismo multicelular requer
controlo espacial e temporal das vias genéticas. miARNs séo
propostos para controlar ou ajustar aquelas vias genéticas
do complexo por regulacdo pds—-transcricional de genes alvo.
Um método para determinar a necessidade de miARNs no
desenvolvimento animal tem sido criar mutacdes em Dicer,
uma enzima a montante requerida para o processamento de
miARNs para a sua forma activa matura. Acredita-se que o0s
vertebrados tenham apenas uma Unica cépia de Dicer, dque é
provavelmente exigida para processar completamente todos os

miARNs de vertebrado®°°?, Em

ratinhos, a ablacao da
fungcdo Dicer resultou em letalidade ©préxima ao dia
embriénico (E) 7.5°. 0 ratinho Dicer null nédo expressa o
marcador de linha primitiva T (brachyury), indicando que o
desenvolvimento era provavelmente impedido antes do corpo
ser configurado durante a gastrulacao. Tamanho de membro
diminuido e morte de célula programada aumentada resultaram
da perda condicional da funcé&o de Dicer especificamente no
mesoderma do membro do ratinho®. 0 bloqueio de forma
completa da formagdo de miARN em peixe zebra tornando-se o0s
mutantes de Dicer maternal-zigdético revelou que a perda de
miARNs nao afecta a formacadao do eixo ou a padronizacgao de
muitos tipos de célula nos embrides. Entretanto, a
morfogénese durante a gastrulacdo, formacdo de cérebro,
somitogénese e desenvolvimento do coragdo todos provaram
ser anormais e resultou em letalidade. Colectivamente, a
andlise genética da fungdo de Dicer sugere gue 0s miARNs
maturos sdo0 necessarios para o desenvolvimento adequado.
Estudos que removem todas as fungbes de miARN séo
informativos, entretanto eles sdo também ferramentas pouco
precisas e ndo permitem compreender as funcgdes precisas de

miARNs especificos.

I.C. Fungdes Bioldgicas de miARNs Especificos
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H& uma quantidade crescente de evidéncias qgue sugerem
que o0s miARNs participam em diversos processos bioldgicos.
Em células das ilhotas pancredticas, a sobre-expressido de
miR-375 suprimiu a secrecdo da insulina induzida por
glicose, embora a inibicdo de miR-375 enddgeno tenha
melhorado a secrecdo de insulina’®. Uma estratégia
semelhante de sobre-expressao e inibig¢do identificaram uma
fungdo para o miR- 143 na diferenciagédo de adipdcitos
através da regulacdo da expressdo da proteina ERK5’®. Num
outro exemplo, um gene de miARN policistrdénico que codifica
5 miARNs foi associado & tumorigénese’*. Outras funcgdes
para os miARNs foram propostas em hematopoiese’”,

diferenciac¢do neuronal’®’’

78,79

e regulacdo da expressao do gene

Hox

H4& agora mais de 300 miARNs humanos conhecidos,
entretanto apenas se sabe a funcdo bioldgica de um numero
reduzido de miARNs. Estudos de miARNs especificos séo
necessarios para a compreensdo da prevaléncia e importéncia
da regulacédo mediada por miARN no desenvolvimento e
patologia. O assunto presentemente divulgado fornece para
um primeiro momento uma funcgdo para miARNs na regulacgao da

diferenciacgdo e proliferacao muscular.

I.D. miARNs no Desenvolvimento do Coracéo

A cardiogénese requer o controlo preciso de programas
genéticos diferentes, assim é intrigante especular gque os
miARNs cardiacos-enriquecidos expressos de maneira
diferencial podem ajudar a regular aquelas vias complexas.
Tais padrdes de expressido tecido-especifico sdo divulgados
aqui pelo assunto presentemente divulgado para varios
miARNs. miR-1 e miR-133 sdo expressos em ambos o0s tecidos

de musculo esquelético e cardiaco, embora o miR-208 seja
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detectado somente em tecido do musculo cardiaco. Antes da
presente divulgacdo, as fungdes destes miARNs musculo-

especifico ndo eram claras.

I.E. Identificacdao do miARN alvo

A identificacdo dos miARNs alvos especificos facilita

a compreensao de sua funcao precisa nas vias reguladoras.

A maior parte dos miARNs animais sdo imperfeitamente
complementares ao seu local alvo, que dificulta a
utilizacéo de pesquisas de homologia simples para
identificar os locais alvos do miARN animal. Para superar
este obstaculo, varios métodos computacionais foram
desenvolvidos 0s quais incorporam a conservacao da
sequéncia e as caracteristicas de miARN alvo conhecidos
como critérios para predizer novos alvos de miARN animal®’”
. Por exemplo, alguns algoritmos levam em conta que a
maioria dos miARNs exibiu alta complementaridade entre o
segundo e o oitavo nucledétido dentro de locais alvo
validados, o qual é chamado de regido de "semente". OQutros
algoritmos nao o fazem, uma vez que, em alguns casos, a
complementaridade na extremidade 3' de um miARN pode
compensar a fraca ligacdo da extremidade 5'. Estes
algoritmos também classificam progndésticos pela conservacéao
da sequéncia alvo através de duas ou mails espécies em
relacdo as regides de flanqueamento. Estes tipos de métodos
computacionais tém previsto de forma bem sucedida alguns
locais alvo de miARN de mamifero. As previsdes produzidas
para gqualquer miARN particular gquase certamente contém
falsos positivos. Entretanto, as previsdes sao extremamente
Uteis como geradores de hipdtese. Qualquer previsdo pode
ser verificada experimentalmente e situada dentro de um

contexto bioldgico relevante.
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I.F. Importancia

H4 actualmente varias 4&reas activas na pesquisa de
miARN que procuram compreender o0s mecanismos moleculares
precisos por tréds da repressdo direccionada a miARN, para
desenvolver melhores ferramentas para analisar a expressao
de miARN e identificacdo de locais alvo, e para determinar
as funcgdes biologicamente relevantes para miARNsS

especificos dentro de vias reguladoras.

O desenvolvimento do <coragdo e a patologia estéo
intimamente ligados a regulacao das complexas vias
genéticas, e muito esforgo tem sido feito na tentativa de
compreender estas vias. Muitos estudos tém focado na fungédo
dos factores de transcricdo e sequéncias melhoradoras
regulatdérias exigidas para a transcricdo do gene cardiaco.
Foi provado que a regulacao da expressao do gene cardiaco é
bastante complexa, com genes cardiacos individuais sendo
controlados por multiplos melhoradores independentes que
direccional padrdes de expressdo muito restritos no
coracao. Potencialmente, os miARNS aumentaram
dramaticamente esta complexidade ainda mais se adicionando
uma outra camada de regulacdao no nivel pds—-transcricional.
O assunto presentemente divulgado fornece, em parte, uma
nova compreensdo de como a expressdo do gene do musculo
cardiaco e esquelético é regulada e divulga aplicacgdes
terapéuticas e de pesquisa para das descobertas. Também, as
descobertas relacionadas ao controlo de miARN da
diferenciacdo e proliferacdo do musculo aqui divulgadas
servem como um modelo para compreensao da funcdao dos miARNs
em outras vias também.

II. Definicbes

Por conveniéncia, certos termos utilizados na

especificagcao, exemplos e reivindicagdes em anexo estao
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aqul colhidos. Embora se acredite que os seguintes termos
sejam bem compreendidos por qualquer perito na
especialidade, as seguintes definicdes sdo expostas para

facilitar a explicacdo do assunto presentemente divulgado.

A menos que de outra forma definido, todos os termos
técnicos e cientificos wusados agui possuem 0SS mMesmos
significados conforme comummente compreendido por qualqgquer
perito na especialidade a qual o assunto presentemente
divulgado pertence. Embora quaisquer métodos, dispositivos
e materiais similares ou equivalentes aqueles descritos no
presente documento possam ser usados na pratica ou teste do
assunto presentemente divulgado, os métodos, dispositivos e

materiais representativos sdo agora descritos.

Seguindo a convencgdo de longa data da lei de patentes,
os termos "um", "uma", e "o/a" refere-se a "um ou mais"
quando usado neste pedido, incluindo as reivindicacdes.
Assim, os artigos, "um", "uma", e "o/a" sdo usados aqui
para se referir a um ou a mais de um (isto é, a pelo menos
um) do objecto gramatical do artigo. Por meio de exemplo,
"um elemento" refere-se a um elemento ou a mais de um

elemento.

Conforme usado no presente documento, o) termo
"aproximadamente", quando se referindo a um valor ou a uma
quantidade de massa, peso, tempo, volume, concentragao ou
percentagem pretende abranger variagcdes em algumas formas
de realizacdo =+ 20% ou =+ 10%, em algumas formas de
realizagcao #5%, em algumas formas de realizacao + 1%, em
algumas formas de realizacdo + 0,5%, e em algumas formas de
realizagdao + 0,1% da qgquantidade especificada, como tal as
variacdes sao apropriadas para praticar o) assunto
presentemente divulgado. A menos que de outra forma

indicado, todos o0s numeros que expressam quantidades de
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ingredientes, condigcdes de reacgao e assim por diante,
usados na especificacdo e reivindicagdes sao para serem
compreendidos como sendo modificados em todos os exemplos
pelo termo "aproximadamente". Consequentemente, a menos dque
indicado de modo contrario, 0s paradmetros numéricos
expostos nesta especificacdo e reivindicacdes em anexo Sao
aproximagbes qgue podem variar dependendo das propriedades
desejadas objectivadas para serem obtidas pelo assunto

presentemente divulgado.

Conforme wusado no presente documento, 0os termos
"aminodcido" e "residuo de aminodcido" sdo usados de forma
intercambidvel e referem-se a qualquer um dos vinte
aminodcidos que ocorrem naturalmente, assim como andlogos,
derivados e congéneros dos mesmos; 0s andlogos de
aminodcido possuindo cadeias laterais variadas; e todos os
estereoisdmeros de qualgquer um dos precedentes. Assim, o
termo "aminodcido" é alvo para abranger todas as moléculas,
se naturais ou sintéticas, que incluem tanto uma
funcionalidade de aminocdcido quanto uma funcionalidade de
dcido e sdo capazes de ser incluidas num polimero de

aminocdcidos que ocorrem naturalmente.

Um aminodcido pode ser formado sob digestdo quimica
(hidrdélise) de um polipéptido nas suas ligacdes de péptido.
Os residuos de aminodcido descritos no presente documento
estdo, em algumas formas de realizacdo, na forma isomérica
"L". Entretanto, residuos na forma isomérica "D" podem ser
substituidos por qualquer residuo de aminodcido na forma L
(L-aminoacido), contanto que a propriedade funcional
desejada seja mantida pelo polipéptido. NH; refere-se a um
grupo amino livre presente na terminacdo amino de um
polipéptido. COOH refere-se a um grupo carboxi livre
presente na terminacdo carboxi de um polipéptido. De acordo

com a nomenclatura de polipéptido padrido, as abreviacgdes
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para os residuos de aminodcido sdo mostradas na forma de

quadro apresentada aqui acima.

Nota-se que todas as sequéncias de residuo de
aminodcido agqui representadas pelas fdérmulas possuem uma
orientacao da esquerda para direita na direccéao
convencional da terminacdo amino para a terminagdo carboxi.
Além disso, as expressdes "aminodcido" e "residuo de
aminoacido" sé&o amplamente definidas para incluir

aminodcidos modificados e ndo usuais.

Além disso, nota-se que um traco no inicio ou
extremidade de uma sequéncia de residuo de aminoacido
indica uma ligacé&o de péptido a uma sequéncia adicional de
um ou mais residuos de aminodcido ou uma ligacdo covalente
a um grupo terminal amino tal como NH, ou acetil ou a um

grupo terminal carboxi tal como COOH.

Conforme usado no presente documento, o termo "célula"
é¢ usado em seu sentido bioldgico usual. Em algumas formas
de realizacdo, a célula estd presente num organismo, por
exemplo, um individuo vertebrado. A célula pode ser
eucaridética (por exemplo, um midcito, tal como um midcito
esquelético ou um midécito cardiaco) ou procaridtica (por
exemplo, uma bactéria). A célula pode ser de origem
somdtica ou de linha de germe, totipotente, pluripotente ou
diferenciada em qualguer grau, em divisdo ou ndo. A célula
pode também ser derivada de ou pode compreender um gameta
ou embrido, uma célula estaminal, ou uma célula

completamente diferenciada.

Conforme wusado no presente documentos, o0s termos
"células hospedeiras" e "células hospedeiras recombinantes"
sdo usados de forma intercambiavel e referem-se a células

(por exemplo, midcitos) dentro das quais as composicgdes do
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assunto presentemente divulgado (por exemplo, um vector de
expressao que codifica um miARN) podem ser introduzidas.
Além disso, o0s termos referem-se ndo apenas a célula
particular dentro das gquais uma construgdo de expressao €
inicialmente introduzida, mas também a geracdo ou geracao
potencial de tal célula. Porque certas modificacdes podem
ocorrer em geracgdes subsequentes devido a mutacdo ou
influéncias ambientais, tal geracdo ndo pode, de fato, ser
idéntica a célula mde mas ainda estd incluida no ambito do

termo conforme usado no presente documento.

Conforme usado no presente documento, o termo "gene"
refere-se a um &cido nucleico que codifica um ARN, por
exemplo, sequéncias de Aacido nucleico incluindo, mas néo
limitadas, aos genes estruturais que codifica um
polipéptido. O termo "gene" também se refere a qualquer
segmento de ADN associado com uma fung¢do bioldgica. Como
tal, o termo "gene" abrange sequéncias incluindo mas néo
limitadas a: uma sequéncia codificadora; uma regiao
promotora; uma sequéncia reguladora transcricional; um
segmento de ADN ndo expresso que € uma sequéncia de
reconhecimento especifica para as proteinas reguladoras; um
segmento de ADN ndo expresso que contribuil para a expressao
do gene, tal como, por exemplo, um segmento de ADN que pode
ser transcrito numa regido nao traduzida 3' de um ARNm, que
é em seguida tido como alvo e ligado por miARNs do assunto
presentemente divulgado; um segmento de ADN designado para
ter os parametros desejados; ou combinacgdes destes. Um gene
pode ser obtido por uma variedade de métodos, incluindo
clonagem a partir de uma amostra bioldgica, sintese baseada
em informacdo de sequéncia conhecida ou prevista, e
derivacgdo recombinante a partir de uma ou mais sequéncias

existentes.

Como se entende na técnica, um gene compreende
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tipicamente uma cadeia codificante e uma cadeia néo
codificante. Conforme usado no presente documento, 0S8
termos "cadeia codificante" e "cadeia sense" sdo usados de
forma intercambidvel, e referem-se a uma sequéncia de &acido
nucleico que possui a mesma sequéncia de nucledétidos de um
ARNm do qual o produto do gene é traduzido. Como se entende
também na técnica, gquando a cadeia codificante e/ou a
cadeia senso € usada para se referir a uma molécula de ADN,
a cadeia codificante/sentido inclui residuos de timidina em
vez dos residuos de uridina encontrados no ARNmM
correspondente. Adicionalmente, quando usado para se
referir a uma molécula de ADN, a cadeia codificante/sentido
pode também incluir elementos adicionais ndo encontrados no
ARNm incluindo, mas nao limitados a promotores,
melhoradores e 1intrdes. Similarmente, os termos "cadeia
modelo" e "cadeia antissense" sdo usados de forma
intercambidvel e referem-se a uma sequéncia de éAacido
nucleico que ¢é complementar a cadeia codificante/sense.
Deve—-se notar, entretanto, dgque para aqueles genes gue nao
codificam produtos de polipéptido, por exemplo, um gene de
miARN, o termo "cadeia codificante" é usado para se referir
a cadeia que compreende o miARN. Nesta utilizacgdo, a cadeia
que compreende o0 miARN ¢é uma cadeia sense com relagdo ao
precursor de miARN, mas serd antissense com relagdo ao seu
ARN alvo (isto ¢, o miARN hibrida com o ARN alvo porque ele

compreende uma sequéncia que é antissense ao ARN alvo).

Conforme wusado no presente documento, os termos
"complementaridade" e "complementar" referem-se a um acido
nucleico que pode formar uma ou mais ligag¢des de hidrogénio
com uma outra sequéncia de acido nucleico por Watson-Crick
tradicional ou outros tipos de interaccdes nao
tradicionais. Com referéncia as moléculas nucleicas do
assunto presentemente divulgado, a energia livre de ligacao

para uma molécula de &cido nucleico com sua sequéncia
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complementar ¢é suficiente para permitir que a funcéo
relevante do &cido nucleico proceda, em algumas formas de
realizacao, a actividade da ribonuclease. Por exemplo, 0
grau de complementaridade entre os filamentos sentido e
antissense de um precursor de miARN pode ser o mesmo oOu
diferente do grau de complementaridade entre a cadeia
contendo miARN de um precursor de miARN e a sequéncia de
4dcido nucleico alvo. A determinacdo das energias livres de
ligagdo para as moléculas de acido nucleico é bem conhecida
na técnica. Veja, por exemplo, Freier et al, 1986°'; Turner
et al, 1987%.

Conforme usado no presente documento, a expressao
"complementaridade percentual", "identidade percentual" e
"idéntico percentual" sédo usados de forma intercambidvel no
presente documento, referem-se ao percentual de residuos
contiguos numa molécula de &cido nucleico que podem formar
ligagdes de hidrogénio (por exemplo, pares de base de
Watson-Crick) com uma segunda sequéncia de &cido nucleico
(por exemplo, 5, 6, 7, 8, 9, 10 de 10 sendo 50%, 60%, 70%,
80%, 90% e 100% complementares) . Os termos "100%
complementares", "totalmente complementar"™ e "perfeitamente
complementar" indicam que todos os residuos contiguos de
uma sequéncia de 4acido nucleico podem fazer ligacdo de
hidrogénio com o mesmo numero de residuos contiguos numa
segunda sequéncia de &cido nucleico. Como miARNs sé&o
aproximadamente 17-24 nt, e até 5 ndo emparelhados (por
exemplo, 1, 2, 3, 4 ou 5 nado emparelhados) sao tipicamente
tolerados durante a modulacdo direccionada por miARN da
expressao do gene, uma complementaridade percentual de pelo
menos cerca de 70% entre um miARN e o ARN ao qual ele ¢é
dirigido deve ser suficiente para o miARN modular a

expressao do gene a partir do qual o ARN alvo foi derivado.

O termo "expressadao do gene" geralmente refere—-se aos

35



EP1969125B1

processos celulares pelos quais um polipéptido
biologicamente activo é produzido a partir de uma sequéncia
de ADN e exibe uma actividade biolégica numa célula. Como
tal, a expressao do gene envolve o0s processos de
transcricdo e traducdo, mas também envolve processos pds-—
transcricionais e pés-tradugdo que podem influenciar uma
actividade bioldgica de um gene ou produto de gene. Estes
processos incluem, mas ndo estdo limitados a sintese de
ARN, processamento e transporte, assim como a sintese de
polipéptido, transporte e modificacgdo pds-traducional de
polipéptidos. Adicionalmente, os processos que afectam as
interaccgdes proteina-proteina dentro da célula podem também
afectar a expressdao do gene como definido no presente

documento.

Entretanto, no caso de genes que nao codificam
produtos de proteina, por exemplo, o0s genes de miARN, o
termo "expressdo de gene" refere—-se aos processos pelos
quais um precursor de miARN é produzido a partir do gene.
Tipicamente, este processo ¢é referido como transcrigéo,
embora diferente da transcrigao dirigida pela ARN
polimerase II para o©0s genes dque codifica proteina, os
produtos da transcricdo de um gene de miARN ndo sao
traduzidos para produzir uma proteina. Apesar de tudo, a
producdo de miARN maduro a partir de um gene de miARN &
abrangida pelo termo "expressdao do gene" como agquele termo

¢ usado no presente documento.

Conforme usado no presente documento, o) termo
"isolado" refere-se a uma molécula substancialmente livre
de outros &acidos nucleicos, proteinas, lipidos, hidratos de
carbono e/ou outros materiais com o0s quais ela esté
normalmente associada, tal associacdo sendo ou no material
celular ou num meio de sintese. Assim, o termo "Acido

nucleico isolado" refere-se a uma molécula de 4acido
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ribonucleico ou uma molécula de &cido desoxirribonucleico
(por exemplo, um ADN gendmico, ADNc, ARNm, miARN, etc.) de
origem natural ou sintética ou alguma combinagdo dos
mesmos, que (1) ndo estd associada a célula na qual o
"4dcido nucleico isolado" é encontrado na natureza, ou (2)
estd operativamente ligada a um polinucledétido ao qual ela
ndo estd ligada na natureza. Similarmente, 0 termo
"polipéptido isolado" refere-se a um polipéptido, em
algumas formas de realizagdo preparados a partir de ADN ou
ARN recombinante, ou de origem sintética, ou alguma
combinacdo dos mesmos, que (1) ndo estd associado com
proteinas que ele é normalmente encontrado na natureza, (2)
¢ isolado da célula em que ele normalmente ocorre, (3) é
isolado livre de outras proteinas da mesma fonte celular,
(4) é expresso por um a célula de uma espécie diferente, ou

(5) nao ocorre na natureza.

O termo "isolado", gquando usado no contexto de uma
"célula isolada", refere-se a uma célula que foil removida
de seu ambiente natural, por exemplo, como uma parte de um

6rgdo, tecido ou organismo.

Conforme wusado no presente documento, os termos
"marcador" e "marcado" refere-se a fixacdo de uma metade,
capaz de deteccéo por métodos espectroscoéopicos,
radioldégicos ou outros métodos, a uma molécula marcadora.
Assim, os termos "marcador"™ ou "marcado" refere-se a
incorporacgcdo ou fixacdo, opcionalmente de forma covalente
ou ndo covalente, de um marcador detectdavel numa molécula,
tal como um polipéptido. Varios métodos de marcacgdo de
polipéptido sdo conhecidos na técnica e podem ser usados.
Exemplos de marcadores para polipéptidos incluem, mas nao
estdo limitados aos seguintes: radioisdétopos, marcadores
fluorescentes, atomos pesados, marcadores enzimaticos ou

genes repdbrteres, grupos guimioluminescentes, grupos
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biotinil, epitopos de polipéptido pré-determinados
reconhecido por um repdrter secundédrio (por exemplo,
sequéncias de par de ziperes de leucina, locais de ligacéo
para anticorpos, dominios de 1ligacdo metdlica, tags de
epitopo). Em algumas formas de realizacdo, o0s marcadores
sdo fixados por bragos espacadores de varios comprimentos

para reduzir o impedimento estérico potencial.

Conforme usado no presente documento, 0 termo
"modular" refere-se a um aumento, diminuigdo, ou outra
alteracdo de qgualquer, ou todas, as actividades ou
propriedades quimicas e Dbioldgicas de uma entidade
bioquimica. Por exemplo, o termo "modular" pode se referir
a uma mudanca no nivel de expressdo de um gene ou um nivel
de uma molécula de ARN ou moléculas de ARN equivalentes que
codifica uma ou mais proteinas ou subunidades de proteina;
ou a uma actividade de uma ou mais proteinas ou subunidades
de proteina que ¢é regulada de regulacdo positiva ou de
regulacdo negativa, tal que a expressao, nivel ou
actividade seja maior gue ou menor gue aqueles observados
na auséncia do modulador. Por exemplo, o termo "modular"
pode significar "inibir"™ ou "suprimir", mas a utilizacao da

palavra "modular" ndo estd limitado a esta definigéo.

O termo "modulagao" conforme usado no presente
documento refere-se tanto a regulagdo positiva (isto &,
activacdo ou estimulacdo) e regulagdo negativa (isto ¢,
inibigdo ou supressédo) de uma resposta. Assim, o termo
"modulagdo", gquando usado com referéncia a uma propriedade
funcional ou actividade bioldégica ou processo (por exemplo,
actividade de enzima ou ligacdo de receptor), refere-se a
capacidade de regular de regulagdo positiva (por exemplo,
activar ou estimular), regular de regulagcdao negativa (por
exemplo, 1inibir ou suprimir), ou de outra forma mudar uma

qualidade de tal propriedade, actividade ou processo. Em
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certos exemplos, tal regulacdao pode ser dependente da
ocorréncia de um evento especifico, tal como a activacgdo de
uma via de transducdo de sinal, e/ou pode ser manifestada

apenas em tipos de célula particulares.

O termo "modulador" refere-se a um polipéptido, &cido
nucleico, macromolécula, complexo, molécula, molécula
peguena, composto, espécies ou semelhantes (de ocorréncia
natural ou nado naturalmente), ou um extracto feito de
materiais bioldégicos tais como bactérias, plantas, fungos,
ou células ou tecidos animais, gue podem ser capazes de
causar a modulacdo. Os moduladores podem ser avaliados para
actividade potencial Como inibidores ou activadores
(directamente ou indirectamente) de uma propriedade
funcional, actividade ou processos bioldgicos, ou uma
combinagdo dos mesmos (por exemplo, agonista, antagonista
parcial, agonista parcial, agonista inverso, antagonista,
agentes antimicrobianos, inibidores de infeccéo ou
proliferacdo microbiana, e etc.) pela inclusdo em ensaios.
Em tais ensaios, muitos moduladores podem ser seleccionados
de uma vez. A actividade de um modulador pode ser

conhecida, desconhecida ou parcialmente conhecida.

Os moduladores podem ser selectivos ou nao selectivos.
Conforme usado no presente documento, o termo "selectivo"
quando usando no contexto de um modulador (por exemplo, um
inibidor) refere-se a uma diferenca mensurdvel ou de outra
forma biologicamente relevante na forma gque o modulador
interage com uma molécula (por exemplo, um ARN alvo de
interesse) contra uma outra molécula similar mas néo
idéntica (por exemplo, um ARN derivado de um elemento da

mesma familia do gene como o ARN alvo de interesse).

Deve ser compreendido que para um modulador ser

considerado um modulador selectivo, a natureza de sua
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interacgcdo com um alvo nao necessita inteiramente excluir
sua interaccdo com outras moléculas relacionadas ao alvo
(por exemplo, transcrigdes dos membros da familia que né&o o
préprio alvo). Afirmado de wuma outra forma, o termo
modulador selectivo ndo ¢ alvo para ser limitado aquelas
moléculas que apenas se ligam as transcricgdes de ARNm de um
gene de interesse e ndo para agquelas dos membros da familia
relacionada. O termo é também alvo para incluir moduladores
que podem interagir com transcrigdes de genes de interesse
e de membros da familia relacionada, mas para a dqual é
possivel projectar condig¢des sob as quais as interaccgdes
diferenciais com os alvos contra os membros da familia
possul um efeito biologicamente relevante. Tais condigdes
podem incluir, mas ndo estdo limitadas as diferengas no
grau de identidade de sequéncia entre o modulador e o0s
membros da familia, e a utilizacdo do modulador num tecido
especifico ou tipo de célula que expressa alguns mas nao
todos o0s elementos da familia. Sob o ultimo conjunto de
condic¢bdes, um modulador pode ser considerado selectivo para
um dado alvo num dado tecido se ele interage com o alvo
para causar um efeito biologicamente relevante apesar do
fato de que num outro tecido gque expressa membros da
familia adicionais, o modulador e o alvo ndo irdo interagir
para causar um efeito bioldgico de modo algum porque o
modulador serd "encharcado" do tecido pela presenca de

outros membros da familia.

Quando um modulador selectivo € identificado, o)
modulador liga-se a uma molécula (por exemplo, uma
transcrigcao de ARNm de um gene de interesse) de uma maneira
que ¢é diferente (por exemplo, mais forte) da maneira que
ele se liga a uma outra molécula (por exemplo, uma
transcrigcdao de ARNm de um gene relacionado ao gene de
interesse). Conforme usado no presente documento, diz-se

que modulador apresenta uma "ligacdo selectiva™ ou "ligacgéao
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preferencial" a molécula a qual ele se liga mais fortemente
quando comparado a alguma outra molécula possivel a qual o

modulador pode se ligar.

Conforme wusado no presente documento, 0s termos
"inibir", "suprimir", "regular de regulacdao negativa" e
variantes gramaticais destes sao usados de forma
intercambidvel e referem-se a uma actividade pela qual o
produto do gene (por exemplo, um polipéptido), expressdo de
um gene, actividade de um polinucledétido, tal como por
exemplo um miARN, ou um nivel de um ARN que codifica um ou
mais produtos do gene sao reduzidos abaixo daqueles
observados na auséncia de uma implementacdo de uma

abordagem do assunto presentemente divulgado.

Em algumas formas de realizacdo, a 1inibicdo com uma
molécula de miARN resulta numa diminuig¢do no nivel de
expressdo do estado estdvel de um ARN alvo. Em algumas
formas de realizacdo, a inibicdo com uma molécula de miARN
resulta num nivel de expressdo de um gene alvo que esta
abaixo daquele nivel observado na presenca de uma molécula
inactiva ou atenuada que é incapaz de regular de regulacéao
negativa o nivel de expressédo do alvo. Em algumas formas de
realizagcdao, a 1inibicdo da expressao do gene com uma
molécula de miARN do assunto presentemente divulgado é
maior na presencga da molécula de miARN gque em sua auséncia.
Em algumas formas de realizacdo, a inibicdo da expressdo do
gene esta associada com uma taxa melhorada de degradagao do
ARNm codificado pelo gene (por exemplo, pela inibicéo
mediada por miARN da expressao do gene). Em algumas formas
de realizacdo, a 1nibicdo com uma molécula de miARN do
assunto presentemente divulgado resulta num nivel de
expressao de um produto de gene a partir de um gene alvo
que esta abaixo daquele nivel observado na auséncia do
miARN.
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Em algumas formas de realizacdo, um miARN, tal como,
por exemplo, um miARN enddgeno, pode ser inibido por um
inibidor de miARN, resultando num aumento na expressao de
um gene tido como alvo para o miARN, comparado ao nivel de
expressao do gene (por exemplo, a producdo de um produto de
gene) quando o miARN nado ¢ inibido. Conforme wusado no
presente documento, os termos "inibidor de miARN" refere-se

a uma molécula que inibe a actividade de um miARN.

Em algumas formas de realizacdo, um inibidor de miARN
¢ um polinucledtido que hibrida a um miARN alvo particular
sob condigbdes especificas, inibindo assim a actividade do
miARN alvo. As condigdes sob as quais o inibidor de miARN
pode hibridar ao miARN alvo incluem, por exemplo, condig¢des
fisioldgicas. O inibidor de miARN pode se hibridar ao miARN
alvo a um grau maior ou menor com base na complementaridade
da seqgquéncia de polinucledétido do inibidor de miARN ao
polinucledétido do miARN alvo. Em algumas formas de
realizagdo, o miARN pode ser totalmente complementar a
todos ou a uma porgao do miARN alvo, ou menos de totalmente
complementar, incluindo por exemplo, 99%, 98%, 97%, 96%,
95%, 90%, 80% ou 70% complementar ao miARN alvo, dependendo
da aplicacéao particular e da necessidade por
especificidade, como serd geralmente compreendido por
qualguer perito na especialidade. O inibidor de miARN
necessita apenas compartilhar a complementada com o miARN
alvo uma vez que € necessario inibir uma quantidade
desejada da actividade do miARN alvo sob um conjunto
particular de condicgdes. Exemplos de inibidores de miARN
uteis com o assunto presentemente divulgado incluem, mas
ndo estdo limitados a, polinucledtidos modificados tal como
2'-o-metil polinucledétidos. Exemplos representativos néo
limitativos sdo expostos nos quadros 2 e 3, e incluem 2'-o-

metil-miR-1, 2'-o-metil-miR-133 e 2'-o-metil-miR-208, que
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podem especificamente inibir a actividade de miR-1, miR-133

ou miR-208, respectivamente.

Conforme usado no presente documento, 0 termo
"mutacao"™ carrega sua conotacdo tradicional e refere-se a
uma mudancg¢a, herdada, de ocorréncia natural ou introduzida,
num &acido nucleico ou sequéncia de polipéptido, e € usado
em seu sentido como geralmente conhecido dos peritos na

especialidade.

Conforme usado no presente documento, o) termo
"midcito" refere-se amplamente a todas as classificacgdes de
células musculares em todos o0s estdgios de desenvolvimento.
Assim, "midcito"™ abrange tanto células musculares néo
diferenciadas, tais como, por exemplo, mioblastos, gquanto
células musculares diferenciadas, tais como, por exemplo,
miotubos diferenciados terminalmente. "Midcito" também
abrange células musculares de tipos histoldgicos variados,
incluindo mas ndo limitado as células do musculo estriado
(por exemplo, células do musculo esquelético), células do
musculo liso (por exemplo, células do musculo intestinal) e
células do musculo cardiaco. Também, "midcito" conforme

usado no presente documento ndo é especifico a espécie.

O termo "de ocorréncia natural", como aplicado a um
objecto, refere-se ao fato de gque um objecto pode ser
encontrado na natureza. Por exemplo, uma sequéncia de
polipéptido ou polinucledétido que estd presente num
organismo (incluindo bactérias) que pode ser isolada de uma
fonte na natureza e que nao foli intencionalmente modificada
pelo homem no laboratdrio estd a ocorrer naturalmente.
Deve-se compreender, entretanto, gque gualquer manipulacéao
pela mdo do homem pode tornar um objecto "de ocorréncia
natural", um objecto "isolado" conforme aquele termo ¢é

usado no presente documento.
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Conforme usado no presente documento, os termos "&cido
nucleico", "polinucledtido"™ e "molécula de &cido nucleico"
referem-se a qualquer um entre &cido desoxirribonucleico
(ADN) , acido ribonucleico (ARN) , oligonucleétidos,
fragmentos gerados pela reaccadao em cadeia da polimerase
(PCR) e fragmentos gerados por qualquer um entre ligacéo,
cisd@o, accgdo de endonuclease e acgao de exonuclease. Acidos
nucleicos podem compreender mondmeros que sao nucledtidos
de ocorréncia natural (tal como desoxirribonucledtidos e
ribonucledtidos), ou andlogos de nucledétidos de ocorréncia
natural (por exemplo, formas o—enantioméricas de
nucleétidos de ocorréncia natural), ou uma combinacdo de
ambos. 0Os nucledétidos modificados podem ter modificacgdes
nas metades do agucar e/ou nas metades da Dbase de
pirimidina ou purina. As modificagdes do agucar incluem,
por exemplo, substituig¢do de um ou mais grupos hidroxi com
halogéneos, grupos algquilo, aminas e grupos azido, ou os
agucares podem ser funcionalizados como éteres ou ésteres.
Além disso, a metade inteira do acgucar pode ser substituida
com estruturas similares estericamente e electronicamente,
tal como aza-agucares e analogos de agucar carboxilico.
Exemplos de modificag¢des numa metade da base incluem
purinas e pirimidinas alquiladas, purinas ou pirimidinas
aciladas ou outros substitutos heterociclicos bem
conhecidos. Mondmeros de &cido nucleico podem ser ligados
por ligacgdes de fosfodiéster ou andlogos de tais ligacgdes.
Andlogos de ligacgdes de fosfodiéster incluem fosforotioato,
fosforoditioato, fosforoselenoato, fosforodiselenoato,
fosforoanilotioato, fosforanilidato, fosforamidato, e etc.
O termo "&cido nucleico" também inclui os chamados "acidos
péptido nucleico", que compreendem bases de acido nucleico
que ocorrem naturalmente ou modificadas fixadas a uma
estrutura de poliamida. Os acidos nucleicos podem ser de

cadeia Unico ou de cadeia dupla.
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O termo "operativamente ligado", gquando descrevendo a
relacdo entre as duas regides de &cido nucleico, refere-se
a uma Jjustaposicdo onde as regides estdo numa relacdo dque
as permite funcionar da sua maneira objectivada. Por
exemplo, uma sequéncia de controlo "operativamente ligada"
a uma sequéncia codificadora pode ser ligada de tal forma
que a expressao da sequéncia codificadora seja alcancada
sob condic¢bdes compativeis com as sequéncias de controlo,
tal como quando moléculas apropriadas (por exemplo,
indutores e polimerases) sédo ligadas a(s) sequéncia(s) de
controlo ou reguladora(s). Assim, em algumas formas de
realizacdo, a expressao "operativamente ligado" refere-se a
um promotor conectado a uma sequéncia codificadora de tal
forma que a transcricdo daquela sequéncia codificadora seja
controlada e regulada por aquele promotor. Técnicas para
operativamente ligar um promotor a uma sequéncia
codificadora sdo conhecidas na técnica; a orientacdo e
localizacéo precisas em relacgao a uma sequéncia
codificadora de interesse ¢é dependente, entre outras

coisas, da natureza especifica do promotor.

Assim, o termo "operativamente ligado" pode se referir
a uma regido do promotor que estd conectada a uma sequéncia
de nucledétidos de tal forma que a transcricdo daquela
sequéncia de nucledtidos seja controlada e regulada por
aquela regidao do promotor. Similarmente, diz-se que uma
sequéncia de nucledtidos esta sob "controlo transcricional"
de um promotor ao qual ela estd operativamente ligada. As
técnicas para ligar operativamente uma regido de promotor a
uma sequéncia de nucledtidos sédo conhecidas na técnica.

Assim, o termo "operativamente ligado" pode também se
referir a uma sequéncia de terminacdo de transcricdo que
estd conectada a uma sequéncia de nucledétidos de tal forma

que a finalizacdo da transcricdo daquela sequéncia de
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nucledétidos seja controlada pela sequéncia de terminacgao de
transcrigdo. Em algumas formas de realizacdo, uma sequéncia
de terminacdo de transcricdo compreende uma sequéncia que
causa a transcrigdo por uma ARN polimerase III para
finalizar no terceiro ou gquarto "T" na sequéncia de
terminacéo, TTTTTTT. Portanto, a pequena transcricgao

nascente tipicamente possui 3 ou 4 "U's" na terminacado 3'.

As expressdes "identidade percentual"™ e "% idéntico",
no contexto de dois 4&cidos nucleicos ou sequéncias de
proteina, referem-se a duas ou mais sequéncias ou
subsequéncias que tém em algumas formas de realizacdo pelo
menos 60%, em algumas formas de realizacdo pelo menos 70%,
em algumas formas de realizagdo pelo menos 80%, em algumas
formas de realizacao pelo menos 85%, em algumas formas de
realizagdo pelo menos 90%, em algumas formas de realizacgao
pelo menos 95%, em algumas formas de realizacgcao pelo menos
96%, em algumas formas de realizacdo pelo menos 97%, em
algumas formas de realizacdo pelo menos 98% e em algumas
formas de realizagdo pelo menos 99% de identidade de
nucledétido ou residuo de aminodcido, gquando comparadas e
alinhadas para méxima correspondéncia, conforme medido
usando-se um dos algoritmos de comparagdo de sequéncia a
seguir ou por inspeccao visual. A identidade percentual
existe em algumas formas de realizacgcdo sobre uma regido das
sequéncias que possui pelo menos cerca de 10 residuos de
comprimento, em algumas formas de realizacdo sobre uma
regido que possui pelo menos cerca de 20 residuos de
comprimento, em algumas formas de realizagdo sobre uma
regido das sequéncias que possui pelo menos cerca de 50
residuos de comprimento, em algumas formas de realizacéo
sobre uma regido de pelo menos cerca de 100 residuos, e em
algumas formas de realizacadao a identidade percentual existe
sobre pelo menos cerca de 150 residuos. Em algumas formas

de realizacdo, a identidade percentual existe sobre o
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comprimento inteiro de uma dada regido, tal como uma regido

codificadora ou um miARN inteiro.

Para comparacao de sequéncia, tipicamente uma
sequéncia actua como uma sequéncia de referéncia a qual
sequéncias de teste sdo comparadas. Quando se usa um
algoritmo de comparacdo de segquéncia, as sequéncias de
teste e de referéncia sdo introduzidas num computador, os
coordenados da subsequéncia sdo designados se necessario, e
0s parametros do programa do algoritmo da segquéncia séao
apontados. O algoritmo de comparacdo de sequéncia entéo
calcula o percentual de identidade de sequéncia para a(s)
sequéncia(s) de teste com relacgéao a sequéncia de

referéncia, com base nos pardmetros do programa apontados.

O alinhamento ideal das sequéncias para comparacéao
pode ser conduzido, por exemplo, pelo algoritmo de
homologia local descrito em Smith & Waterman, 1981%, pelo
algoritmo de alinhamento de homologia descrito em Needleman
& Wunsch, 19707, pela procura por um método de
similaridade descrito em Pearson & Lipman, 19887, pelas
implementacdes computadorizadas destes algoritmos (GAP,
BESTFIT, FASTA e TFASTA no GCG® WISCONSIN PACKAGE®,
disponivel a partir de Accelrys, Inc., San Diego,
Califérnia, Estados Unidos da América), ou por inspeccgéo

visual. Veja geralmente, Ausubel et al, 19897°°.

Um exemplo de um algoritmo que ¢é adequado para
determinacdo do percentual de identidade de sequéncia e
similaridade de sequéncia ¢ o algoritmo BLAST, gue esté
descrito em Altschul et al, 1990°. 0O software para
executar a anadlise por BLAST estd publicamente disponivel
através de National Center for Biotechnology Information
através de World Wide Web. Este algoritmo envolve primeiro

identificar pares de sequéncia de alto ganho (HSPs) através
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da i1dentificacdo de palavras curtas de comprimento W na
sequéncia query, que ou emparelha ou satisfaz algum ganho
de limite avaliado positivo T quando alinhado com uma
palavra do mesmo tamanho numa sequéncia de dados. T ¢é
referido como o limite do ganho da palavra vizinha®'. Estes
acertos da palavra vizinha iniciais actuam como sementes
para iniciar pesquisas para encontrar HSPs mais longos
contendo as mesmas. O0Os acertos da palavra sao entéao
estendidos em ambas as direcg¢des ao longo de cada sequéncia
até que o ganho de alinhamento cumulativo possa ser
aumentado. Os ganhos cumulativos sao calculados usando-se,
para sequéncias de nucledétido, os parédmetros M (ganho de
recompensa para um par de residuos emparelhados; sempre >
0) e N (ganho de penalidade para residuos ndo emparelhados;
sempre < 0). Para as sequéncias de aminodcido, a matriz de
ganho € usada para calcular o ganho cumulativo. A extensao
dos acertos de palavra em cada direcgdo é suspensa quando o
ganho de alinhamento cumulativo cai pela quantidade X a
partir de seu valor médximo alcancado, o ganho cumulativo
vai até zero ou abaixo devido ao acumulo de um ou mais
alinhamentos de residuo de ganho negativo, ou a extremidade
de uma ou outra sequéncia ¢é alcancada. Os parametros do
algoritmo BLAST, W, T e X determinam a sensibilidade e
velocidade do alinhamento. O programa BLASTN (para
sequéncias de nucledétido) usa como padrdes um comprimento
de palavra (W) de 11, uma expectativa (E) de 10, um corte
de 100, M =5, N = -4 e uma comparacao de ambas as cadeias.
Para as sequéncias de aminocdcido, o programa BLASTP usa
como padrdes um comprimento de palavra (W) de 3, uma

expectativa (E) de 10, e uma matriz de ganho BLOSUM62°°.

Além disso, para calcular a identidade de sequéncia
percentual, o algoritmo BLAST também executa uma andlise
estatistica da similaridade entre duas sequéncias. Veja,

por exemplo, Karlin & Altschul 1993°°. Uma medida de
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similaridade fornecida pelo algoritmo BLAST €& a menor
probabilidade de soma (P(N)), que fornece uma indicacao da
probabilidade pela qual um emparelhamento entre dois
nucledétidos ou sequéncias de aminodcido ird ocorrer por
acaso. Por exemplo, uma sequéncia de &cido nucleico de
teste é considerada similar a uma sequéncia de referéncia
se a menor probabilidade da soma numa comparagao da
sequéncia de &acido nucleico de teste e a sequéncia de &acido
nucleico de referéncia é em algumas formas de realizacdo
menor que cerca de 0,1, em algumas formas de realizacéo
menor que cerca de 0,01, e em algumas formas de realizacéao

menor que cerca de 0,001.

As expressbes "substancialmente idéntico"™ no contexto
de duas sequéncias de nucledétido, referem-se a duas ou mais
sequéncias ou subsequéncias que tém em algumas formas de
realizacédo pelo menos 70% de identidade de nucledtido, em
algumas formas de realizacdo pelo menos 75% de identidade
de nucledtido, em algumas formas de realizacdo pelo menos 8
0% de identidade de nucledétido, em algumas formas de
realizagédo pelo menos 85% de identidade de nucledtido, em
algumas formas de realizacdo pelo menos 90% de identidade
de nucledétido, em algumas formas de realizacgdo pelo menos
95% de identidade de nucledétido, em algumas formas de
realizagdo pelo menos 97% de identidade de nucledtido e em
algumas formas de realizagdao pelo menos 99% de identidade
de nucleétido, gquando comparadas e alinhadas para méxima
correspondéncia, conforme medido usando-se um dos
algoritmos de comparacgdo de sequéncia a seguir ou por
inspeccéo visual. Num exemplo, a identidade substancial
existe nas sequéncias de nucledtido de pelo menos 17
residuos, em algumas formas de realizacdo na sequéncia de
nucledétidos de pelo menos cerca de 18 residuos, em algumas
formas de realizacdo na sequéncia de nucledtidos de pelo

menos cerca de 19 residuos, em algumas formas de realizacéo
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na sequéncia de nucledétidos de pelo menos cerca de 20
residuos, em algumas formas de realizacdo na sequéncia de
nucleétidos de pelo menos cerca de 21 residuos, em algumas
formas de realizacdo na sequéncia de nucledtidos de pelo
menos cerca de 22 residuos, em algumas formas de realizacéo
na sequéncia de nucledtidos de pelo menos cerca de 23
residuos, em algumas formas de realizacdo na sequéncia de
nucledétidos de pelo menos cerca de 24 residuos, em algumas
formas de realizacdo na sequéncia de nucledétidos de pelo
menos cerca de 25 residuos, em algumas formas de realizacgéo
na sequéncia de nucledétidos de pelo menos cerca de 26
residuos, em algumas formas de realizacdo na sequéncia de
nucledétidos de pelo menos cerca de 27 residuos, em algumas
formas de realizacdo na sequéncia de nucledétidos de pelo
menos cerca de 3 0 residuos, em algumas formas de
realizacgdo na sequéncia de nucledétidos de pelo menos cerca
de 50 residuos, em algumas formas de realizagcdo na
sequéncia de nucledétidos de pelo menos cerca de 75
residuos, em algumas formas de realizacdo na sequéncia de
nucledétidos de pelo menos cerca de 100 residuos, em algumas
formas de realizacdo na sequéncia de nucledtidos de pelo
menos cerca de 150 residuos, e em ainda um outro exemplo
nas sequéncias de nucledétido que compreende sequéncias
codificadoras completas. Em algumas formas de realizacgao,
as sequéncias polimdérficas podem ser sequéncias
substancialmente idénticas. O termo "polimbérfico" refere-se
a ocorréncia de duas ou mais sequéncias alternativas
determinadas geneticamente ou alelos numa populacdo. Uma
diferengca alélica pode ser tado pequena quando um par de
base. Todavia, qualguer perito na especialidade iré
reconhecer que as sequéncias polimdérficas correspondem ao

mesmo gene.

Uma outra indicacdo de que duas sequéncias de

nucledtido sdo substancialmente idénticas & as duas
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moléculas hibridam-se especificamente ou substancialmente
entre si sob condigdes restringentes. No contexto de
hibridacdo de 4&cido nucleico, duas sequéncias de éacido
nucleico sendo comparadas podem ser designadas como uma
"sequéncia marcadora" e uma "sequéncia de teste". Uma
"sequéncia marcadora" é uma molécula de acido nucleico de
referéncia, e uma "sequéncia de teste" é uma molécula de
adcido nucleico de teste, muitas vezes encontradas dentro de

uma populagdo heterogénea de moléculas de acido nucleico.

Uma sequéncia de nucledtidos exemplar utilizada para
os estudos de hibridagdo ou ensaios incluem sequéncias
marcadora que sao complementares a ou imitam em algumas
formas de realizagdo pelo menos cerca de 14 a 40 sequéncias
de nucledtido de uma molécula de acido nucleico do assunto
presentemente divulgado. Num exemplo, 0s marcadores
compreendem de 14 a 20 nucledtidos, ou até mesmo mais onde
desejado, tal como 30, 40, 50, 60, 100, 200, 300 ou 500
nucleétidos ou até o comprimento total de um dado gene.
Tais fragmentos podem ser facilmente preparados através,
por exemplo, da sintetizacdo de forma directa do fragmento
por sintese quimica, pela aplicacdo de tecnologia de
amplificagdo de 4&cido nucleico, ou pela introdugédo de
sequéncias seleccionadas em vectores recombinantes para

produgdo recombinante.

A expressao "dirigido para” inclui "hibridar
especificamente a", que se refere a ligacdo, duplexacdo ou
hibridacdo de uma molécula apenas a uma sequéncia de
nucledétidos particular sob condigdes restringentes quando
essa sequéncia estd presente numa mistura de &cido nucleico

complexo (por exemplo, ADN ou ARN celular total).

Por meio de exemplo nado limitativo, a hibridacdo pode
ser executada em 5x SSC, 4x SSC, 3x SSC, 2x SSC, 1x SSC ou
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0,2x SSC por pelo menos cerca de 1 hora, 2 horas, 5 horas,
12 horas ou 24 horas (veja-se, Sambrook & Russell, 2 001,
para uma descricdo de tampdo de SSC e outras condicdes de
hibridacédo). A temperatura da hibridacdo pode ser aumentada
para ajustar a restringéncia da reaccdo, por exemplo, a
partir de 25°C (temperatura ambiente), a cerca de 45°C,
50°C, 55°C, 60°C ou 65°C. A reaccdo de hibridacdo pode
também incluir um outro agente que afecta a restringéncia;
por exemplo, a hibridacdo conduzida na presenca de 50% de
formamida aumenta a restringéncia da hibridacgdo a uma

temperatura definida.

A reaccdo de hibridacdo pode ser seguida por uma uUnica
etapa de lavagem, ou duas ou mais etapas de lavagem, dque
pode ser a mesma temperatura e salinidade ou ambas
diferentes. Por exemplo, a temperatura da lavagem pode ser
aumentada para ajustar a restringéncia de cerca de 25°C
(temperatura ambiente), a cerca de 45°C, 50°C, 55°C, 60°C,
65°C ou superior. A etapa de lavagem pode ser conduzida na
presenga de um detergente, por exemplo, SDS. Por exemplo, a
hibridacdo pode ser seguida por duas etapas de lavagem a
65°C, cada uma, por cerca de 20 minutos em 2x SSC, SDS
0,1%, e opcionalmente duas etapas de lavagem adicionais a
65°C, cada uma, por cerca de 2 0 minutos em 0,2x SSC, SDS
0,1%.

Os seguintes sao exemplos de condigdes de hibridacédo e
lavagem que podem ser usadas para clonar sequéncias de
nucledétido homdélogas que sdo substancialmente idénticas as
sequéncias de nucledétido de referéncia do assunto
presentemente divulgado: uma sequéncia de nucledtidos
marcadora hibrida-se num exemplo a uma seqguéncia de
nucleétidos alvo em dodecil sulfato de sdédio 7% (SDS),
NaPO, 0,5M, &cido etilenodiamina tetracético (EDTA) 1 mm a

50°C seguido por lavagem em 2x SSC, SDS 0,1% a 50°C; em
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algumas formas de realizacdo, uma sequéncia marcadora e de
teste hibridam-se em dodecil sulfato de sdédio 7% (SDS),
NaPO4 0,5M, EDTA 1 mm a 50°C seguido por lavagem em 1x SSC,
SDS 0,1% a 5 0° C; em algumas formas de realizacdo, uma
sequéncia marcadora de teste hibridam-se em dodecil sulfato
de sdédio 7% (SDS), NaPO, 0,5M, EDTA 1 mm a 50°C seguido por
lavagem em 0,5x SSC, SDS 0,1% a 50°C; em algumas formas de
realizacdo, uma sequéncia marcadora de teste hibridam-se em
dodecil sulfato de sdédio 7% (SDS), NaPO, 0,5M, EDTA 1 mm a
50°C seguido por lavagem em 0,1x SSC, SDS 0,1% a 50°C; em
ainda um outro exemplo, uma sequéncia marcadora de teste
hibridam-se em dodecil sulfato de sdédio 7% (SDS), NaPO, O,
5M, EDTA 1 mm a 50°C seguido por lavagem em 0,1x SSC, SDS
0,1% a 65°C.

Condig¢bes de hibridacdo restringentes exemplares
adicionais incluem hibridacd&o durante a noite a 42°C numa
solucdo qgue compreende ou gue consiste em formamida 50%,
10x Denhardfs (Ficoll 0,2%, polivinilpirrolidona 0,2%,
albumina sérica bovina 0,2%) e 200 mg/L de ADN
transportador desnaturado, por exemplo, ADN de esperma de
salmdo cortado, seguido por duas etapas de lavagem a 65°C,
cada uma, por cerca de 20 minutos em 2x SSC, SDS 0,1%, e
duas etapas de lavagem a 65°C, cada uma, por cerca de 20
minutos em 0,2x SSC, SDS 0,1%.

A hibridagcdo pode incluir hibridar dois Acidos
nucleicos em solucdo, ou um &cido nucleico em solugdo a um
dcido nucleico fixado a um suporte sdlido, por exemplo, um
filtro. Quando um &cido nucleico estd num suporte sdélido,
uma etapa de pré-hibridagdoc pode ser conduzida antes da
hibridacdo. A pré-hibridacdo pode ser executada por pelo
menos cerca de 1 hora, 3 horas ou 10 horas na mesma solugao
e a mesma temperatura da hibridacdo (mas sem a cadeia de

polinucledtido complementar.
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Assim, sob uma revisdo da presente divulgacdo, as
condicgdes de restringéncia sdo conhecidas dos peritos na
especialidade ou podem ser determinadas pelo técnico

habilitado sem experimentacdo indevida’® “°7%%.

A expressdo "hibridar substancialmente a" refere-se a
hibridagdo complementar entre uma molécula de 4acido
nucleico marcadora e uma molécula de acido nucleico alvo e
abrange menos desemparelhamentos que podem ser ajustados
reduzindo-se a restringéncia do meio de hibridacdo para

alcancar a hibridacédo desejada.

0O termo "fendtipo" refere-se a constituicdo fisica,
biogquimica e fisioldgica totais de wuma célula ou um
organismo, por exemplo, possuindo qualquer trago ou
qualquer grupo de tracos. Como tal, os fendétipos resultam
da expressao dos genes dentro de uma célula ou organismo, e
relacionam-se aos tracos que sdo potencialmente observéaveis

ou avaliaveis.

Conforme wusado no presente documento, 0os termos
"oolipéptido"™, "proteina" e "péptido", que sdo usados de
forma intercambidvel aqui, referem-se a um polimero dos 20
aminodcidos de proteinas, ou anadlogos de aminodcido, sem
considerar seu tamanho ou funcdo. Embora "proteina" seja
frequentemente usada com referéncia aos polipéptidos
relativamente grandes, e "péptido" seja frequentemente
usado com referéncia a pequenos polipéptidos, a utilizacéo
destes termos na técnica sobrepde-se e varia. O termo
"polipéptido" conforme usado no presente documento refere-
se aos péptidos, polipéptidos e proteinas, a menos que de
outra forma notado. Conforme usado no presente documento,
os termos "proteina", "polipéptido" e "péptido" sdo usados
de forma intercambiavel aqui quando se referindo a um

produto do gene. O termo "polipéptido" abrange proteinas de

54



EP1969125B1

todas as fungdes, incluindo enzimas. Assim, polipéptidos
exemplares incluem produtos de gene, proteinas que ocorrem
naturalmente, homélogos, ortdlogos, pardlogos, fragmentos e

outros equivalentes, variantes e andlogos dos precedentes.

Os termos "fragmento de polipéptido" ou "fragmento",
gquando usado com referéncia a um polipéptido de referéncia,
referem-se a um polipéptido em que os residuos de
aminodcido sao deletados conforme comparados ao préprio
polipéptido de referéncia, mas onde a sequéncia de
aminocdcido restante é frequentemente idéntica as posigdes
correspondentes no polipéptido de referéncia. Tais delecdes
podem ocorrer na terminagcdo amino ou na terminagdo carboxi
do polipéptido de referéncia, ou alternativamente em ambas.
Os fragmentos tipicamente possuem pelo menos 5, 6, 8 ou 10
aminocdcidos de comprimento, pelo menos 14 aminodcidos de
comprimento, pelo menos 20, 30, 40 ou 50 aminodcidos de
comprimento, pelo menos 75 aminodcidos de comprimento ou
pelo menos 100, 150, 200, 300, 500 ou mais aminodcidos de
comprimento. Um fragmento pode reter uma ou mais
actividade (s) bioldgica(s) do polipéptido de referéncia.
Também, os fragmentos podem incluir um sub- fragmento de
uma regido especifica, este sub-fragmento retém uma funcgao

da regido da qual ele é derivado.

Conforme usado no presente documento, o) termo
"iniciador" refere-se a uma sequéncia que compreende em
algumas formas de realizacéao dois ou mais
desoxirribonucledtidos ou ribonucledtidos, em algumas
formas de realizacdo mais de trés, em algumas formas de
realizacdo mais de oito e em algumas formas de realizacéo
pelo menos cerca de 2 0 nucledtidos de uma regido exdnica

ou intrdénica.

Tais oligonucledétidos possuem em algumas formas de
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realizagdo entre dez e trinta bases de comprimento.

O termo "purificado" refere-se a uma espécie objectivo
que € a espécie predominante presente (isto €, numa base
molar ¢é mais abundante que qualquer outra espécie
individual na composicéd&o). Uma "fracgdo purificada"™ ¢é uma
composigcdo onde a espécie objectivada compreende pelo menos
cerca de 50 por cento (numa base molar) de todas as
espécies presentes. RAo se fazer a determinacdo da pureza de
uma espécie em solucgdo ou dispersao, o solvente ou matriz
na qual a espécie ¢é dissolvido ou dispersada ndo é
frequentemente incluida em tal determinacdo, em vez disso,
apenas a espécie (incluindo aquela de interesse) dissolvida
ou dispersada ¢é levada em consideragdo. Geralmente, uma
composicdo purificada terd uma espécie que compreende mais
de cerca de 80% de todas as espécies presentes na
composigdao, mais de cerca de 85%, 90%, 95%, 99% ou mais de
todas as espécies presentes. A espécie objectivada pode ser
purificada para homogeneidade essencial (espécies
contaminantes nao podem ser detectadas na composig¢gao por
métodos de deteccdo convencionais) onde a composicgao
consiste essencialmente de uma espécie tUnica. A pureza de
um polipéptido pode ser determinada por varios métodos
conhecidos dos peritos na especialidade, incluindo, por
exemplo, andlise de sequéncia de aminodcido com terminal
amino, electroforese em gel e andlise de espectrometria de

massa.

Uma "sequéncia de referéncia" é uma sequéncia definida
como uma base para uma comparacdo de sequéncia. Uma
sequéncia de referéncia pode ser um subconjunto de uma
sequéncia maior, por exemplo, como um segmento de um
nucleétido de comprimento total ou sequéncia de aminoécido,
ou pode compreender uma sequéncia completa. Porgque duas

proteinas podem, cada uma, (1) compreender uma sequéncia
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(isto é, uma porcdo da sequéncia de proteina completa) que
¢ gsimilar entre as duas proteinas, e (2) pode também
compreender uma sequéncia que ¢é divergente entre as duas
proteinas, as comparacgdes de sequéncia entre duas (ou mais)
proteinas sd&o tipicamente executadas comparando-se as
sequéncias de duas proteinas sobre uma "janela de
comparacgao" (definida abaixo) para identificar e comparar

as regides locais da similaridade de sequéncia.

O termo "sequéncia reguladora"™ é um termo genérico
usado através da especificagdo para se referir as
sequéncias de polinucledétido, tais Ccomo sinais de
iniciacéao, melhoradores, reguladores, promotores e
sequéncias de terminacdo, gque s&o necessarios ou desejaveis
para afectar a expressao das sequéncias codificadoras e néo
codificadoras as quais eles sdo operativamente ligados.
Sequéncias reguladoras exemplares sdo descritas em Goeddel,
1990%, e incluem, por exemplo, o0s promotores inicial e
posterior do virus simian 4 0 (SvV4 0), promotor inicial
imediato de adenovirus ou citomegalovirus, o promotor
minimo de CMV, o sistema lac, o sistema trp, o sistema TAG
ou TRC, o promotor T7 cuja expressdo é direccionada por T7
ARN polimerase, as principais regiodes operadoras e
promotoras de fago lambda, as regides de controlo para a
proteina de cobertura fd, o promotor para 3-fosfoglicerato
guinase ou outras enzimas glicoliticas, os promotores de
fosfatase &cida, por exemplo, Pho5, o0s promotores dos
factores de acasalamento de levedura, o0 promotor de
poliedro do sistema Dbaculovirus e outras sequéncias
conhecidas para controlar a expressdao de genes de células
procariotas ou eucariotas ou seus virus, e véarias
combinacbes destes. A natureza e o suo de tais sequéncias
de controlo podem diferir dependendo do organismo
hospedeiro. Em procariotas, tais sequéncias reguladoras

geralmente incluem promotor, local de ligagédo ribossdmica e
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sequéncias de terminacdo de transcricdo. O termo "sequéncia
reguladora" é alvo para incluir, no minimo, componentes, a
presenga dos dquals pode influenciar a expressao, e pode
também incluir componentes adicionais, a presenca dos gquais
¢ vantajosa, por exemplo, sequéncias lideres e sequéncias

associadas de fusao.

Em certas formas de realizacdo, a transcrigcdo de uma
sequéncia de polinucledétido estd sob controlo de uma
sequéncia promotora (ou outra sequéncia reguladora) gue
controlo a expressdo do polinucledétido num tipo de célula
em que a expressdo € objectivada. Serda também compreendido
que o polinucledétido pode estar sob o controlo de
sequéncias reguladoras gque sao as mesmas ou diferentes
daquelas sequéncias que controlam a expressdo da forma que
ocorre naturalmente do polinucledtido. Em algumas formas de
realizacgdo, uma sequéncia promotora é seleccionada a partir
do grupo que consiste num promotor minimo de CMV,
creatinina gquinase muscular (MCK), e um promotor de cadeia
pesada de o-miosina (MHC). Por exemplo, o promotor de
creatinina guinase muscular (MCK) que direcciona a
expressdo do gene no musculo esquelético, pode ser usado
para expressar miARNs, tal como por exemplo, miR-1, miR-133
ou miR-206 em tecido, incluindo o musculo esquelético
actualmente disponivel a partir de técnicas transgénicas.
Entende-se que o promotor inteiro identificado por qualqgquer
promotor (por exemplo, os promotores listados agqui) nao
necessitam ser wutilizados, e gque um derivado funcional
deste pode ser usado. Conforme usada no presente documento,
a expressdo "derivado funcional" refere-se a uma sequéncia
de Aacido nucleico que compreende sequéncia suficiente para
direccionar a transcrigcdo de uma outra molécula de &cido
nucleico operativamente ligada. Como tal, um "derivado
funcional" pode funcionar como um promotor minimo, conforme

aquele termo é aqui definido.
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O término da transcricdo de uma sequéncia de
polinucledtido € tipicamente regulado por uma sequéncia de
terminacdo de transcricao operativamente ligada (por
exemplo, uma sequéncia de terminacdo de ARN polimerase
III). Em certos exemplos, o0s terminadores transcricionais
sdo também responsaveis pela poliadenilagdo de ARNm
correcta. A sequéncia de ADN reguladora ndo transcrita em
3' inclui, em algumas formas de realizacdo, de cerca de 50
a cerca de 1.0000, e em algumas formas de realizacao de
cerca de 100 a cerca de 1.000 pares de base de nucledtido e
contém sequéncias de terminacdo de transcrigdo e tradugéo.
Em algumas formas de realizacéao, uma sequéncia de
terminagdo de ARN polimerase III compreende a sequéncia de
nucledétidos TTTTTTIT.

O termo "gene repdédrter" refere-se a um &cido nucleico
gque compreende uma sequéncia de nucledtidos que codifica
uma proteina gque ¢é facilmente detectdvel ou pela sua
presenca ou actividade, incluindo, mas né&o limitada a
luciferase, proteina fluorescente (por exemplo, proteina
fluorescente verde), cloranfenicol acetil transferase, P-
galactosidase, fosfatase alcalina placentédria segregada, p-
lactamase, hormona do crescimento humano e outros
repbérteres de enzimas segregadas. Geralmente, um gene
repdérter codifica um polipéptido ndo diferente produzido
pela célula hospedeira, que é detectdvel pela andlise da(s)
célula(s), por exemplo, por anadlise fluorimétrica directa,
andlise radioisotdpica ou espectrofotométrica da (s)
célula(s) e tipicamente sem a necessidade de matar as
células para anadlise de sinal. Em certos exemplos, um gene
repdérter codifica uma enzima, gque produz uma mudanga nas
propriedades fluorimétricas da célula hospedeira, dque ¢é
detectéavel pela funcao qualitativa, quantitativa ou
semiquantitativa ou activacado transcricional. Enzimas

exemplares incluem esterases, R-lactamase, fosfatases,

59



EP1969125B1

peroxidases, proteases (activador de plasminogénio do
tecido ou urogquinase) e outras enzimas cuja funcgdo possa
ser detectada pelos substratos cromogénico ou fluorogénico
conhecidos dos peritos na especialidade ou desenvolvidos no

futuro.

Conforme usado no presente documento, o) termo
"sequenciamento" refere-se a determinacdo da sequéncia
linear ordenada de &cidos nucleicos ou aminodcidos de uma
amostra alvo de ADN, ARN ou proteina, usando-se técnicas

laboratoriais manuais ou automatizadas convencionais.

Conforme usado no presente documento, o) termo
"substancialmente puro" refere-se aquele polinucledtido ou
polipéptido que ¢é substancialmente livre das sequéncias e
moléculas com as quais ele estd associado em seu estado
natural, e agquelas moléculas usadas no procedimento de
isolamento. O termo "substancialmente livre"™ refere-se
aquela amostra que € em algumas formas de realizacdo pelo
menos 5 0%, em algumas formas de realizagdo pelo menos 70%,
em algumas formas de realizacdo 80% e em algumas formas de
realizacdo 90% livre dos materiais e compostos com os quais

ela estéd associada na natureza.

Conforme usado no presente documento, o termo "célula
alvo" refere-se a uma célula na qual é desejado inserir uma
sequéncia de &cido nucleico ou polipéptido, ou de outra
forma efectuar uma modificacdo das condig¢des conhecidas
como sendo padrdes na célula ndo modificada. Uma sequéncia
de 4acido nucleico introduzida numa célula alvo pode ser de
comprimento variadvel. Adicionalmente, uma sequéncia de
dcido nucleico pode entrar numa célula alvo como um
componente de uma plasmideo ou outro vector ou como uma

sequéncia aberta.
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Conforme usado no presente documento, o termo "gene
alvo" refere-se a uma gene que ¢ tido como alvo para a
modulacdo usando-se os métodos e composigdes do assunto
presentemente divulgado. Um gene algo, portanto, compreende
uma sequéncia de acido nucleico cujo nivel de expressdo, ou
no nivel de ARNm ou de polipéptido, é regulado de regulacgao
negativa por um miARN. Similarmente, os termos "ARN alvo"
ou "ARNm alvo" referem-se a transcricdo de um gene alvo ao
qual objectiva-se que o miARN se ligue, levando a modulacgdo
da expressao do gene alvo. O gene alvo pode ser um Jgene
derivado de uma célula, um gene enddgeno, um transgene ou
genes exdgenos tais como genes de um agente patogénico, por
exemplo, um virus, que estd presente na célula apds a
infecgdo desta. A célula contendo o gene alvo pode ser
derivada de ou contida em qualguer organismo, por exemplo,

uma planta, animal, protozodrio, virus, bactéria ou fungo.

Conforme usado no presente documento, 0 termo
"transcricado" refere-se a um processo celular envolvendo a
interacg¢do de uma ARN polimerase com um gene que direcciona
a expressdao como ARN da informacdo estrutural presente nas
sequéncias codificadoras do gene. O processo inclui, mas
ndo estd limitado as seguintes etapas: (a) a iniciacdo da
transcricao, (b) prolongamento da transcricao, (c) unido da
transcricdo, (d) capeamento da transcricdo, (e) término da
transcricao, (f) poliadenilacgdao transcricgdo, (g) exportacgao
nuclear da transcrigao, (h) correcgao da transcrigcao e (i)

estabilizacdo da transcricéo.

Conforme usado no presente documento, o termo "factor
de transcricdo" refere-se a uma proteina citoplédsmica ou
nuclear que se liga a um gene, ou se liga a uma transcrigao
de ARN de um gene, ou se liga a uma outra proteina que se
liga a um gene ou uma transcricdo de ARN ou a uma outra

proteina que sucessivamente se liga a uma gene ou uma
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transcricdo de ARN, de maneira que module assim a expressao
do gene. Tal modulacado pode adicionalmente ser alcancgada
por outros mecanismos, a esséncia de um "factor de
transcricdo para um gene" pertence a um factor que altera o

nivel de transcricdo do gene de alguma forma.

O termo "transfeccdo" refere-se a introducdo de um
adcido nucleico, por exemplo, um vector de expressido, numa
célula receptora, que em certos exemplos envolve a
transferéncia de gene mediada por &cido nucleico. O termo
"transformacdo" refere-se a um processo em que um gendtipo
da célula é mudado como um resultado da captura celular do
adcido nucleico exdégeno. Por exemplo, uma célula
transformada pode expressar um miARN do assunto

presentemente divulgado.

Conforme usado no presente documento, "significancia"
ou "significativo" refere-se a uma andlise estatistica da
probabilidade que haja uma associacdo ndo aleatdria entre
duas ou mais entidades. Para determinar se uma relacdo é ou
ndo é "significativa" ou se possui ou ndo "significéncia",
manipulacdes estatisticas dos dados podem ser executadas
para calcular uma probabilidade, expressa como um "valor-
p". Agueles valores-p que estejam abaixo de um ponto de
corte definido pelo usuario séao tratados como
significativos. Num exemplo, um valor-p menor gue ou igual
a 0,05, em algumas formas de realizacdo menor que 0,01, em
algumas formas de realizacdo menor que 0,005 e em algumas
formas de realizacdo menor que 0,001, ¢é tratado como

significativo.

Conforme usada no presente documento, a expressdao "ARN
alvo" refere-se a uma molécula de ARN (por exemplo, uma
molécula de ARN que codifica um produto de gene) que é um

alvo para modulacdo. Em algumas formas de realizacdo, o ARN
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alvo ¢é codificado por um gene alvo. Similarmente, a
expressdo "local alvo" refere-se a uma sequéncia dentro de
um ARN alvo que ¢é "tida como alvo" para clivagem mediada
por uma construcdo de miARN que contém sequéncias dentro de

seu cadeia antissense que sao complementares ao local alvo.

Também similarmente, a expressdo "célula alvo" refere-
se a uma célula que expressa um ARN alvo e dentro da qual
um miARN é alvo para ser introduzido. Uma célula alvo é, em

algumas formas de realizacdo, um midcito.

Um miARN & "tido como alvo para" uma molécula de ARN
se ela possuir similaridade de nucledtido suficiente as
moléculas de ARN que se espera gque modulem a expressdo da
molécula de ARN sob condigdes suficientes para que o miARN
e a molécula de ARN interajam. Em algumas formas de
realizacdo, a interaccdo ocorre dentro de um midcito. Em
algumas formas de realizacao, a 1interaccdo ocorre sob

condigdes fisioldgicas.

Conforme wusado no presente documento, a expressao
"condigdes fisioldgicas" refere-se as condigbes in vivo
dentro de um midcito, se aquele midcito é parte de um
individuo ou um tecido do individuo, ou se aquele midcito
estd a ser desenvolvido in vitro. Assim, conforme usado no
presente documento, a expressdo "condigdes fisioldgicas™
refere-se as condigdes dentro de um midcito sob quaisquer
condicgbdes que o midécito possa ser exposto a, ou como parte

de um organismo ou quando desenvolvido in vitro.

Conforme usado no presente documento, a expressao
"nivel detectdvel de clivagem" refere-se a um grau de
clivagem do ARN alvo (e formacao dos ARNs de produto
clivado) que ¢ suficiente para permitir a deteccdo dos

produtos da clivagem acima da base dos ARNs produzidos por
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degradacgdo aleatdéria do ARN alvo. A producgdo de produtos de
clivagem mediada por miARN de pelo menos 1-5% do ARN alvo é
suficiente para permitir a detecg¢do acima da base para

maior parte dos métodos de deteccéao.

Os termos "microRNA" e "miARN" sao usados de forma
intercambidvel e referem-se a uma molécula de 4acido
nucleico de cerca de 17-24 nucledétidos que € produzida a
partir de um pri-miARN, um pre-miARN ou um equivalente
funcional. 0Os miARNs devem ser contrastados com ARNs
interferentes curtos (siARNs), embora no contexto de miARNs
e siARNs fornecidos de forma exdgena, esta distincdo pode
ser de um pouco artificial. A disting&o para manter em
mente ¢é gque um miARN € necessariamente o produto da
actividade da nuclease numa molécula em forma de grampo tal
como foil aqui descrito, e um siARN pode ser gerado a partir
de uma molécula de ARN de cadeia dupla ou uma molécula em
forma de grampo. Informagdo adicional relacionada aos
miARNs geralmente, assim como uma base de dados de miARNs
publicados conhecidos e ferramentas de pesguisa para
exploracdo da base de dados, pode ser encontrada em
Wellcome Trust Sanger Institute miRBase::Sequences Nebsite,
incorporado no presente documento por referéncia. Veja
também, The microRNA Registry, Griffiths- Jones S., NAR,
2004, 32, Database Issue, D109-D111, incorporado no

presente documento por referéncia.

Conforme usado no presente documento, o termo "ARN"
refere-se a uma molécula que compreende pelo menos um
residuo de ribonucledétido. Por "ribonucledétido" pretende-se
dizer um nucledétido com um grupo hidroxi na posicao 2' de
uma metade R-D-ribofuranocse. O0s termos abrangem ARN de
cadeia dupla, ARN de cadeia unico, ARNs com regides tanto
de cadeia dupla gquanto de cadeia unico, ARN isolado tal

como ARN parcialmente purificado, ARN essencialmente puro,
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ARN sintético e ARN produzido de forma recombinante. Assim,
0s ARNs incluem, mas ndo estdo limitados as transcricgdes de
ARNm, precursores de miARNs e miARN, e siARNs. Conforme
usado no presente documento, o termo "ARN" & também alvo
para abranger ARN alterado ou ARN andlogo, que sdo ARNs que
diferem do ARN que ocorre naturalmente pela adicgéao,
delecao, substituicdo e/ou alteracdo de um ou mais
nucledétidos. Tais alteracgdes podem incluir adicéo de
material que nao seja nucledétido, tal como a(s)
extremidade (s) do ARN ou internamente, por exemplo, num ou
mais nucledtidos do ARN. Os nucledtidos nas moléculas de
ARN do assunto presentemente divulgado podem também
compreender nucledétidos ndo padronizados, tais Ccomo
nucledétidos que ocorrem de forma nao natural ou nucledtidos
gquimicamente sintetizados ou desoxinucledtidos. Estes ARNs
alterados podem ser referidos como andlogos ou andlogos de

um ARN que ocorre naturalmente.

Conforme usada no presente documento, a expressao "ARN
de cadeia dupla" refere-se a uma molécula de ARN onde pelo
menos uma parte dela estd em pareamento de base de Watson-
Crick formando um duplice. Como tal, o termo deve ser
compreendido para abranger uma molécula de ARN gque ou
completamente ou apenas parcialmente de cadeia dupla. ARNs
de cadeia dupla exemplares incluem, mas ndo estdo limitados
a moléculas que compreendem pelo menos dois filamentos de
ARN distintos que sao ou parcialmente ou completamente
duplexados por hibridacdo intermolecular. Adicionalmente, o
termo é alvo para incluir uma molécula de ARN uUnica que por
hibridacdo intramolecular pode formar uma regido de cadeia
dupla (por exemplo, um em forma de grampo). Assim, conforme
usada no presente documentos, as expressdes "hibridacao
intermolecular" e "hibridagdo intramolecular" referem-se as
moléculas de cadeia dupla para as dgquails os nucledtidos

envolvidos na formacdo do duplice estdo presentes em
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moléculas diferentes ou na mesma molécula, respectivamente.

Conforme wusada no presente documento, a expressao
"regido de cadeia dupla" refere-se a qualgquer regido de uma
molécula de &cido nucleico que estd numa conformacgdo de
cadeia dupla através de uma ligacdo de hidrogénio entre os
nucledétidos incluindo, mas ndo limitado a ligacgdo de
hidrogénio entre citosina e guanosina, adenosina e
timidina, adenosina e uracilo, e qualgquer outro duplice de
dcido nucleico como serd compreendido por qualquer perito
na especialidade. O comprimento da regido de cadeia dupla
pode variar de cerca de 15 pares de base consecutivos a
vdrios milhares de pares de base. Em algumas formas de
realizagdo, a regido de cadeia dupla possui pelo menos 15
pares de base, em algumas formas de realizacdo entre 15 e
300 pares de base e em algumas formas de realizacgcdo entre
15 e cerca de 60 pares de base. Conforme descrito aqui
acima, a formacdo da regidao de cadeia dupla resulta da
hibridacdo dos filamentos de ARN complementares (por
exemplo, uma cadeia sense e uma cadeia antissense) ou
através de uma hibridacéo intermolecular (isto é,
envolvendo 2 ou mais moléculas de ARN distintas) ou através
de uma hibridacdo intramolecular, esta uUltima pode ocorrer
quando uma molécula de ARN unica contém regides auto-
complementares que sdo capazes de se hibridarem entre si na
mesma molécula de ARN. Estas regides auto-complementares
sdo tipicamente separadas por um estiramento curto de
nucledétidos (por exemplo, cerca de 5-10 nucledétidos) de
forma que o evento da hibridacido intramolecular forme o que
¢ chamado na técnica como "em forma de grampo" ou

"estrutura haste-alca"

III. Acidos Nucleicos

As moléculas de &acido nucleico utilizadas de acordo
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com o0 assunto presentemente divulgado incluem moléculas de
adcido nucleico que codifica um produto do gene de midcito,
assim como as moléculas de acido nucleico que sé&ao usadas de
acordo com o assunto presentemente divulgado para modular a
expressdo de um gene de midcito (por exemplo, uma molécula
de &cido nucleico de miARN). Assim, as moléculas de &acido
nucleico utilizadas de acordo com © assunto presentemente
divulgado incluem, mas ndo estdo limitadas as moléculas de
4dcido nucleico aqui descritas. Por exemplo, as moléculas de
dcido nucleico wutilizadas aqui incluem, mas ndo estéo
limitadas a miR-1 (UGGAAUGUAAAGAAGUAUGUA, SEQ ID NO: 1),
miR-133 (UUGGUCCCCUUCAACCAGCUGU, SEQ ID NO: 2), miR-206

(UGGAAUGUAAGGAAGUGUGUGG, SEQ ID NO: 3), miR-208
(AUAAGACGAGCAAAAAGCUUGU, SEQ ID NO: 4), miR-22
(AAGCUGCCAGUUGAAGAACUGU, SEQ ID NO: 5), miR-2 6
(UUCAAGUAAUYCAGGAUAGGY (U), SEQ ID NO: 6), miR-2 9
(UAGCACCAUyUGAAAUCrGU (kUU) , SEQ ID NO: 7). miR-3 0
(vkUwmAswysshhswyUvnvv (bC) , SEQ ID NO: 8), miR-128
(UCACAGUGAACCGGUCUCUUUy, SEQ ID NO: %), miR-143
(UGAGAUGAAGCACUGUAGCUCA, SEQ ID NO: 10) e miR-14 5
(GUCCAGUUUUCCCAGGAAUCCCUU, SEQ ID NO: 11), sequéncias

substancialmente idénticas agquelas aqgui descritas (por
exemplo, em algumas formas de realizacgdo, sequéncias pelo
menos 70%, 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%,
97%, 98% 0OU 99% idénticas a qualquer SEQ ID NOs: 1-11), e
subsequéncias e sequéncias alongadas destas. O assunto
presentemente divulgado também abrange genes, cDNAs, genes
quiméricos e vectores que compreendem as sequéncias de
dcido nucleico divulgadas. Somente miR-1 e miR-133 estéo

cobertos pelas presentes reivindicacdes.

Os cdédigos de nucledtido de uma letra sd&o usados acima
e em qualgquer lugar no presente documento e estdo de acordo
com o Padrdo WIPO ST.25 (1998), Apéndice 2, Quadro 1,

(M.P.E.P. 2422, Quadro 1), incorporado no presente
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documento por referéncia. Particularmente, os cdédigos de
uma letra a seguir representa, o(s) nucledtido (s)
exposto(s) no Quadro 1. O(s) nucledtido(s) entre parénteses
(por exemplo, (n)) é/sdo alvo(s) para significar que o(s)
nucledétido (s) pode(m) estar presente(s) ou ausente(s).
Também, a Figura 21 1lista as sequéncias individuais
possiveis para SEQ ID NOs: 5-11 com base nas permutagdes de

nucledétidos expostas em SEQ ID NOs: 5-11.

Quadro 1

Abreviacgdes de Nucledtido de Uma Letra

A adenina

G guanina

C citosina

T timina

U uracilo

k G ou U/T

W U/T ou A

m C ou A

S G ou C

h A, C ou U/T

v G, A ou C

b C, G ou U/T

n A, G, C ou U/T

Yy C ou T/U

Uma sequéncia de nucledtidos exemplar utilizada nos
métodos divulgados no presente documento compreendem
sequéncias que sao complementares entre si, as regides
complementares sendo capazes de formar um duplice de, em
algumas formas de realizagao, pelo menos 15 a 300 pares de
base, e em algumas formas de realizacdo, pelo menos cerca
de 15-24 pares de base. Uma cadeia do duplice compreende

uma sequéncia de &cido nucleico de pelo menos 15 bases
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contiguas possuindo uma sequéncia de 4acido nucleico de uma
molécula de 4cido nucleico do assunto presentemente
divulgado. Num exemplo, uma cadeia do duplice compreende
uma sequéncia de &cido nucleico que compreende 15, 16, 17
ou 18 nucledtidos, ou mesmo mais longas onde desejado, tal
como 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26¢, 27, 28, 29 ou 30
nucledétidos, ou até o comprimento total de qualgquer um
daquelas sequéncias de &acido nucleico aqui descritas. Tais
fragmentos podem ser facilmente preparados através, por
exemplo, da sintetizacgdo de forma directa do fragmento por
sintese quimica, pela aplicacao de tecnologia de
amplificagcdo de 4&cido nucleico, ou pela introducgdo de
sequéncias seleccionadas em vectores recombinantes para
produgao recombinante. A expressao "hibridar
especificamente a" refere-se a ligacdo, duplexacgdo ou
hibridacdo de uma molécula apenas a uma SsSequéncia de
nucledétidos particular sob condigdes restringentes guando
essa sequéncia estd presente numa mistura de adcido nucleico

complexo (por exemplo, ADN ou ARN celular total).

O termo "subsequéncia" refere-se a uma sequéncia de
uma molécula de 4acido nucleico ou molécula de aminoéacido
gue compreende uma parte de uma sequéncia de acido nucleico
ou aminodcido mais longa. Uma subsequéncia exemplar € uma
sequéncia que compreende parte de uma regido duplexada de
um pri-miARN ou um pre-miARN ("precursores de miARN",
incluindo, mas nao limitada aos nucledétidos que se tornam
miARN maduro apds a acgdo da nuclease ou uma regido de

cadeia Unico num precursor de miARN.

O termo "sequéncia alongada" refere-se a uma adicao de
nucledétidos (ou outras moléculas andlogas) incorporados no
dcido nucleico. Por exemplo, uma polimerase (por exemplo,
uma ADN polimerase) pode adicionar sequéncias na terminacéo

3' da molécula de acido nucleico. Além disso, a sequéncia

69



EP1969125B1

de nucledtidos pode ser combinada com outras sequéncias de
ADN, tais como promotores, regides promotoras,
melhoradores, sinais de poliadenilacao, sequéncias
intrdénicas, 1locais de enzima de restricdo adicionais,
locais de clonagem multipla e outros segmentos de

codificacéo.

Os &cidos nucleicos do assunto presentemente divulgado
podem ser clonados, sintetizados, recombinantemente
alterados, mutagenizados ou submetidos a combinacdes destas
técnicas. ADN recombinante padrdo e técnicas de clonagem
molecular usadas para isolar acidos nucleicos sao
conhecidos na técnica. Métodos néo limitativos exemplares
sdo descritos por Silhavy et al, 1984%%, Ausubel et al,
1989%, Glover & Hames, 1995% e Sambrook & Russell, 20014°,
Mutagénese local-especifica para criar mudancas, delecdes
ou pequenas insercgdes de par de base é também conhecida na
técnica conforme exemplificado pela publicagdes (veja, por
exemplo, Adelman et al, 1983*%; Sambrook & Russell, 2001°°).

IV. Vectores de Expressadao de miARN

Em algumas formas de realizacgédo do assunto
presentemente divulgado, as moléculas de miARN ou moléculas
precursoras de miARN sao expressas a partir das unidades de
transcrigdo inseridas nos vectores de &4cido nucleico
(alternativamente referido aqui geralmente como "vectores
recombinantes" ou "vectores de expressdo"). Um vector pode
ser usado para entregar uma molécula de &cido nucleico que
codifica um miARN num midécito para ter como alvo um gene
especifico. O0Os vectores recombinantes podem ser, por
exemplo, plasmideos de ADN ou vectores virais. Uma
variedade de vectores de expressdo € conhecida na técnica.
A seleccdo do vector de expressao apropriado pode ser feita

com base em varios factores, mas ndo limitados ao tipo de
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célula onde se deseja a expressao.

O termo "vector" refere-se a um acido nucleico capaz
de transportar um outro &cido nucleico ao qual ele foi
ligado. Os vectores incluem aqueles capazes de replicacao e
expressao autdnoma dos 4acidos nucleicos aos quais eles
estdo ligados. Vectores capazes de direccionar a expressao
dos genes aos quais eles estdao operativamente ligados sao
referidos aqui como "vectores de expressao". Em geral, os
vectores de expressao de utilidade em técnicas
recombinantes estdo frequentemente na forma de plasmideos.
Entretanto, o assunto presentemente divulgado é alvo para
incluir outras formas de vectores de expressdo que
apresentam fung¢des equivalentes e que se tornam conhecidas

na técnica subsequentemente até aqui.

O termo "vector de expressao" conforme usado no
presente documento refere-se a uma sequéncia de nucledtidos
capaz de direccionar a expressdo de uma sequéncia de
nucledétidos particular numa célula hospedeira apropriada,
que compreende um  promotor operativamente ligado a
sequéncia de nucledétidos de interesse que esté
operativamente ligada as sequéncias de terminacdo de
transcricdo. Ele também compreende tipicamente sequéncias
exigidas para a traducdo adequadas da sequéncia de
nucledétido. A construcdo gque compreende a sequéncia de
nucleétidos de interesse pode ser quimérica. A construcgdo
pode também ser uma gque ocorra naturalmente mas que tenha
sido obtida numa forma recombinante Util para a expressao
heterdéloga. A sequéncia de nucledétidos de interesse,
incluindo quaisquer sequéncias adicionais determinadas para
efectuar a expressio adequada das sequéncias de nucledtido,

pode também ser referida como uma "cassete de expressao".

Os termos "gene heterdlogo", "sequéncia de ADN
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heterdloga”, "sequéncia de nucledtidos heterdloga",
"molécula de &cido nucleico exdgena" ou "segmento de ADN
exégeno", conforme usado no presente documentos, cada um,
refere-se a uma sequéncia que origina-se de uma fonte
alheia a uma célula hospedeira objectivada ou, se da mesma
fonte, é modificada de sua forma original. Assim, um gene
heterdélogo numa célula hospedeira inclui um gene que &
enddégeno a célula hospedeira particular mas foi modificada,
por exemplo por mutagénese ou por isolamento das sequéncias
reguladoras transcricionais nativas. Os termos também
incluem cépias multiplas gque ndo ocorrem naturalmente de
uma sequéncia de ocorréncia natural. Assim, o0s termos podem
se referir a um segmento de ADN que é alheio ou heterdlogo
a célula, ou hombdlogo a célula mas numa posicdo dentro do
4dcido nucleico da célula hospedeira onde o elemento néao é

encontrado de forma ordinaria.

O termo "promotor"™ ou "regido promotora", cada uma
refere-se a uma sequéncia de nucledétidos dentro de um gene
que ¢é estd na posigcdo 5' em relacdo a uma sequéncia
codificadora e funciona para direccionar a transcricgado da
sequéncia codificadora. A regido promotora compreende um
local de inicio transcricional, e pode adicionalmente
incluir um ou mais elementos reguladores transcricionais.
Em algumas formas de realizacdo, um método do assunto
presentemente divulgado emprega um promotor de ARN

polimerase ITII.

Um "promotor minimo" & uma sequéncia de nucleico gue
possui os elementos minimos exigido para permitir que a
transcricdo a nivel basal ocorra. Como tal, os promotores
minimos ndo s&o promotores completos mas em vez disso séao
subsequéncias de promotores que sado capazes de direccionar
um nivel bases de transcricdo de uma construcdo repdrter

num sistema experimental. Os promotores minimos incluem mas
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ndo estdo limitados ao promotor minimo de citomegalovirus
(CMV), promotor minimo de timidina gquinase do virus do
herpes simplex (HSV-tk), promotor minimo do virus simian 40
(SV40), promotor minimo de (-actina humana, promotor minimo
de EF2 humano, promotor minimo de E1B de adenovirus e o
promotor minimo de proteina de choque térmico 70 (hsp). Os
promotores minimos sdo frequentemente aumentados com um ou
mais elementos reguladores transcricionais para influenciar
a transcricdo de um gene operativamente ligado. Por
exemplo, 0s elementos reguladores transcricionais
especificos ao tipo de célula ou especificos a tecido podem
ser adicionados aos promotores minimos para criar
promotores recombinantes que direccionam a transcricdo de
uma sequéncia de nucledétidos operativamente ligada de uma
maneira especifica ao tipo de célula ou especifica a
tecido. Conforme usado no presente documento, o termo
"promotor minimo" também abrange um derivado funcional de
um promotor divulgado no presente documento, incluindo, mas
ndo limitado a um promotor de ARN polimerase III (por
exemplo, um promotor H1l, 7SL, 5S ou U6), um promotor de
adenovirus VAI, um promotor Vault, um promotor de ARN

telomerase e um promotor do gene de tRNA.

Promotores diferentes possuem combinacgdes diferentes
de elementos reguladores transcricionais. Se um gene & ou
ndo expresso numa célula depende da combinacdo dos
elementos reguladores transcricionais particulares que
constituem o promotor do gene e os factores de transcricéo
diferentes que estdo presentes dentro do nucleo da célula.
Como tal, os promotores sao frequentemente classificados
como "constitutivos", "especifico a tecido", "especifico ao
tipo de célula"™ ou "induzivel", dependendo de suas
actividades funcionais in vivo ou in vitro. Por exemplo, um
promotor constitutivo é um que seja capaz de direccionar a

transcricdo de um gene numa variedade de tipos de célula
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(em algumas formas de realizacdo, em todos os tipos de
célula) de um organismo. Promotores constitutivos
exemplares incluem os promotores para o0s seguintes genes
que codificam certas funcgdes constitutivas ou de
"organizacao": hipoxantina fosforibosil transferase (HPRT),
dihidrofolato reductase (DHFR; (Scharfmann et al, 1991),
adenosina desaminase, fosfoglicerato guinase (PGK),
piruvato quinase, fosfoglicerato mutase, o promotor de P-
actina (veja-se, por exemplo, Williams et al, 19 93), e
outros promotores constitutivos conhecidos dos peritos na
especialidade. Os promotores "especificos a tecido" ou
"especificos ao tipo de célula", por outro lado,
direccionam a transcricdo em alguns tecidos ou tipos de
célula de um organismo mas sao inactivos em alguns ou todos
0s outros tecidos ou tipos de célula. Promotores
especificos a tecido exemplares incluem aqueles promotores
descritos em maiores detalhes aqui abaixo, assim como
outros promotores especificos a tecido ou especifico ao

tipo de célula conhecidos dos peritos na especialidade.

Quando usado no contexto de um promotor, o termo
"ligado" conforme usado no presente documento refere-se a
uma proximidade fisica dos elementos do promotor de forma
que eles funcionem juntos para direccionar a transcrigao de

uma sequéncia de nucledtidos operativamente ligada.

O termo "sequéncia reguladora transcricional" ou
"elemento regulador transcricional", conforme usado no
presente documentos, cada um, refere-se a uma sequéncia de
nucledétidos dentro da regidao promotora que permite
receptividade a um factor de transcrigcdo regulador. A
receptividade pode abranger um decréscimo ou um aumento no
rendimento transcricional e ¢é mediado pela ligacdo do
factor de transcrigdo a sequéncia de nucledétidos que

compreende o elemento regulador transcricional. Em algumas
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formas de realizacao, uma sequéncia reguladora
transcricional é uma sequéncia de terminacéo de
transcricdo, alternativamente referida aqui como um sinal

de terminacdo de transcricéo.

O termo "factor de transcricdo" refere-se de maneira
geral a uma proteina gque modula a expressdo do gene pela
interacgcdo com o elemento regulador transcricional e
componentes celulares ©para transcricao, incluindo ARN
Polimerase, Factores Associados a Transcricéo (TAFs),
proteinas de remodelagem de cromatina e qualgquer outra

proteina relevante que impacte a transcricdo do gene.

V. Métodos para Modular a Expressdo de Gene em Midcitos

O assunto presentemente divulgado fornece agentes para
utilizagdo em métodos para modular a expressdo de genes em
midcitos com especificidade. Em algumas formas de
realizacédo, os métodos compreendem contactar um midécito com
um miARN ou um vector que codifica o miARN tido como alvo
para a um gene no miécito. Ter como alvo um ou mais gene(s)
particular (es) em midécito considera a manipulacdo da funcéo
do midcito ou o desenvolvimento (por exemplo,
diferenciacgédo) com um alto nivel de especificidade. Assim,
em algumas formas de realizacdo, o assunto presentemente
divulgado também fornece métodos para modular a fungdo do
midécito ou o desenvolvimento pelo contacto de um midcito
com um miARN tido como alvo para um gene no midécito que

pode modular a fungdo do midécito ou desenvolvimento.

Em algumas formas de realizacdo, o miARN tido como
alvo para um gene particular é seleccionado de miR-1 e miR-
133 (SEQ ID NOs: 1-2, respectivamente), incluindo miARNs
possuindo sequéncias pelo menos cerca de 70%, 80%, 85%,
90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% ou 99%
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idénticas as sequéncias expostas em qualquer uma de SEQ ID
NOs: 1-2.

Um miARN é "tido como alvo para" uma molécula de ARN
se ela possulir similaridade de nucledétido suficiente a
molécula de ARN gue se espera que module a expressao da
molécula de ARN sob condigdes suficientes para que o miARN
e a molécula de ARN interajam. Em algumas formas de
realizacdo, a interaccdo ocorre dentro de um midcito. Em
algumas formas de realizacdo, a 1interacgdo ocorre sob
condicgdes fisioldgicas. Conforme usado no presente
documento, a expressdao "condigdes fisioldgicas" refere-se
as condigdes in vivo dentro de um midcito, se aquele
midcito ¢é parte de um individuo ou de um tecido do
individuo, ou se aquele midécito estd a ser desenvolvido in
vitro. Assim, conforme usada no presente documento, a
expressdo "condigbdes fisioldgicas" refere-se as condicgdes
dentro de um midécito sob quaisquer condigdes que o midcito
possa ser exposto a, ou como parte de um organismo ou

quando desenvolvido in vitro.

Em algumas formas de realizacdo, o gene tido como alvo
¢ um gene de diferenciacdo de midécito ou um gene de
proliferacdo de midcito e quando expresso pode modular a
diferenciacéo e/ou proliferacéao do midécito,
respectivamente. Em algumas formas de realizacdo, o gene
dirigido pode expressar um produto do gene que 1inibe a
diferenciacdo e/ou proliferacdo do midécito. Assim, a
inibicdo alvejada da expressdo de um ou mais destes genes
alvo de diferenciacgdo e/ou proliferacdo pelo miARN pode
resultar num aumento na diferenciacdo e/ou proliferacdo do
midécito tratado. Numa forma de realizagdo exemplar néo
limitativo do assunto presentemente divulgado, o gene de
diferenciacdo do midécito pode codificar um polipéptido de

histona desacetilase 4 (HDAC4) ou uma proteina receptora de
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hormona da tiredide 240 (TRAP240) e o gene da proliferacéo
do midécito pode codificar um polipéptido do factor de

resposta sérica (SRF).

A expressao de um ou mais genes de diferenciacdo ou
proliferacdo de midécito pode ser alvejada para inibicgdo da
utilizacdo de um dos miARNs divulgados no presente
documento. Os miARNs, miR-1 e miARN-133, cada um,
especificamente alveja a regido nado traduzida 3' de HDAC4 e
SRF, respectivamente, e inibir a expressdo dos produtos de
gene codificados por estes genes. Assim, em algumas formas
de realizacdo do assunto presentemente divulgado, a
diferenciacdo de um midcito pode ser aumentada contactando-
se o midbécito com miR- 1, que alveja o gene que codifica
HDAC4, assim prevenindo substancialmente a expressao de
HDAC4 e aumentando a diferenciacdo do midécito. De forma
semelhante, em algumas formas de realizagdo do assunto
presentemente divulgado, a proliferacdo de um midcito pode
ser aumentada contactando-se o midécito com miR-133, que
alveja o) gene que codifica SRF, assim prevenindo
substancialmente a expressao de SRF e aumentando a

proliferacdo do midcito.

VI. Métodos Terapéuticos

O assunto presentemente divulgado fornece em algumas
formas de realizacdo agentes para utilizacdo em métodos
terapéuticos para tratar uma lesdo muscular num individuo.
Conforme divulgado no presente documento, miARNs pode ser
dirigido a genes para modular a expressao dos genes.
Particularmente, 0s genes que expressao produtos que
funcionam para inibir a diferenciacgdo e/ou proliferacdo do
midécito podem ser dirigidos pelos miARNs para inibir a
expressdo destes genes, resultando em diferenciacido e/ou

proliferagdo aumentada de midcito. Também, os inibidores de
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miARN podem ser dirigidos para miARNs enddgenos para
facilitar um aumento relativo na expressao de produtos de
gene particulares de uma maneira benéfica para o tratamento
da lesdao muscular. Adicionalmente, combinagdes de miARNs
e/ou inibidores de miARN podem ser co-administrados ao
lesdo muscular num método para optimizar a cura do dano.
Diferenciacdo e/ou proliferacdo aumentada de midcito pode
ser benéfica na cura de tecido muscular danificado ou no

estimulo do redesenvolvimento do tecido muscular perdido.

Assim, em algumas formas de realizacdo do assunto
presentemente divulgado, o©os agentes proporcionados sao
usados em métodos para tratar uma lesdo muscular num
individuo que compreendem administrar a um local de leséo
muscular num individuo uma quantidade eficaz de um miARN,
um vector que codifica o miARN, um inibidor de um miARN ou
combinacbes destes, onde o miARN é dirigido a um gene num

midécito no local da lesdo muscular.

O desenvolvimento do musculo e comparativamente o
desenvolvimento e/ou a cura do musculo, tal como apds a
lesdo, pode ocorrer em fases. As fases representativas
incluem proliferagdo de midcito ndo diferenciada, seguida
por diferenciacdo dos midcitos em células maduras do tecido
muscular. Assim, o reparo do tecido muscular num local da
lesdo muscular pode ser facilitado pela administracéao
coordenada ao local do dado de miARNs e/ou inibidores de
miARN que melhoram a proliferacdo de midcitos nao
diferenciados, e a administracdo ao local do dano de miARNs
e/ou inibidores de miARN que melhoram a diferenciacdo dos
midécitos proliferados em tecido muscular gue funciona

maduro.

Por exemplo, conforme divulgado no presente documento,

foi determinado que o miR-1 e miR-133, cada um, executa
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funcgdes distintas na modulacéo da proliferacéo e
diferenciacdo do musculo esquelético. O miR-133 melhora a
proliferacao do midécito pela repressao do SRF'.
Contrariamente, o miR-1 promove a diferenciacdo do midcito
tendo como alvo HDAC4, um repressor transcricional da
expressao do gene muscular. Assim, numa forma de realizacao
representativa ndo limitativo do assunto presentemente
divulgado, miR-133 e um inibidor de miR-1 (por exemplo, 2'-
o-metil-miR-1) sdo primeiro co-administrados ao local da
lesdo muscular num primeiro momento para aumentar a
proliferagdo do midcito no local do dano. Entdo, o miR-1 e
um inibidor de miR-133 (por exemplo, 2'-o-metil-miR-133)
sdao coadministrados ao local da lesdo muscular num segundo
ponto de tempo para aumentar a diferenciacdo dos midcitos
proliferados. A coadministracdo temporariamente coordenada
dos miARNs e/ou inibidores de miARN multiplos podem também

melhorar a recuperagdo da lesdo muscular.

Em algumas formas de realizacdo, a lesdo muscular & o
resultado de um traumatismo muscular mecénico, uma doenga
degenerativa muscular, uma leséao cardiaco, ou uma
combinagdo dos mesmos. O traumatismo muscular mecénico pode
ser um resultado de, por exemplo, trauma por forc¢a brusca
tal como ocorre em acidentes de autombéveis ou danos por
perfuracdo, onde o tecido muscular é cortado ou dilacerado.
Doencas degenerativos musculares nao limitativos exemplares
incluem distrofias (por exemplo, distrofia muscular de
Duchenne (DMD)), doengas neurais motoras (por exemplo,
esclerose lateral amiotrdfica (ALS)), miopatias
inflamatdérias (por exemplo, dermatomiosites (DM)), doencas

da Jjung¢do neuromuscular (por exemplo, miastenia grave

(MG) ), miopatias enddcrinas (por exemplo, miopatia
hipertiroidiana (HYPTM)) e doengas musculares metabdlicas
(por exemplo, deficiéncia de fosforilase (MPD)). As lesdes

musculares por lesdo cardiaca ndo limitativas exemplares
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incluem enfarto do miocdrdio e dano de muasculo cardiaco por

reperfusio.

0 miARN dirigido para um  gene particular é
seleccionado a partir do grupo que consiste em miR-1 e miR-
133 (SEQ ID NOs: 1-2), incluindo miARNs possuindo
sequéncias pelo menos cerca de 70%, 80%, 85%, 90%, 091%,
92%, 93%, 94%, 095%, 96%, 97%, 98% ou 99% idénticas as
sequéncias expostas em qualquer uma de SEQ ID NOs: 1-2. Em
algumas formas de realizacdo, o gene & um gene de
diferenciacdo de midcito (por exemplo, que codifica HDACA4
ou TRAP240) ou um gene de proliferacdo de midécito (por

exemplo, que codifica SRF).

Com relacdo aos métodos terapéuticos do assunto
presentemente divulgado, individuo preferido é um individuo
vertebrado. Um vertebrado preferido ¢é um vertebrado de
sangue quente, um vertebrado de sangue quente é mamifero. O
mamifero preferido € mais preferivelmente um humano.
Conforme usado no presente documento, o termo "individuo"
inclui tanto individuos humanos quanto individuo animais.
Assim, usos terapéuticos veterindrios sdo fornecidos de

acordo com o assunto presentemente divulgado.

Como tal, o assunto presentemente divulgado fornece o
tratamento de mamiferos tais como humanos, assim como
aqueles mamiferos de importéncia por estarem em risco de
extincdo, tais como os tigres siberianos; de importancia
econdémica, tais como os animais criados em fazendas para
consumo por humanos; e/ou os animais de importédncia social
para humanos, tais como os animais mantidos como animais
domésticos ou em zooldgicos. Exemplos de tais animais
incluem, mas ndo estdo limitados a: carnivoros tais como
gatos e caes; suinos, incluindo leitdes, porcos e Javali;

ruminantes e/ou ungulados tais como gado, boi, ovelha,
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girafas, cervos, cabras, bisdo e camelos; e cavalos. E
também fornecido o tratamento de péssaros, incluindo o
tratamento daqueles tipos de péassaros que estdo em risco de
extingdo e/ou mantidos em zooldgicos, assim como galinha e
mais particularmente aves domésticas, tais como perus,
galinhas, patos, ganso, galinha d'angola e etc., uma vez
que sdo de importédncia econdémica para humanos. Assim, é
também fornecido o tratamento de animais de criacdo em
fazendas, incluindo, mas nao limitados a suinos
domesticados, ruminantes, ungulados, cavalos (incluindo

cavalos de corrida), aves domésticas e etc.

Métodos adequados para administrar a um individuo um
miARN ou um vector que codifica o miARN inclui mas nao

estdo limitados a administracdo sistémica, administracéao

parentérica (incluindo administracgao intravascular,
intramuscular, intra—-arterial), entrega oral, entrega
bucal, administracao subcutéanea, inalacao, instalacao

intratraqueal, implantacdo cirurgica, entrega transdérmica,
injeccéao local e injeccgao/bombardeamento com hiper-
velocidade. Onde aplicéavel, a infusdo continua pode

aumentar o acumulo de droga num local alvo.

O modo de administracdo particular usado de acordo com
os métodos do assunto presente depende de varios factores,
incluindo mas ndo limitado ao miARN e/ou veiculo do vector
utilizado, da restringéncia da condig¢do a ser tratada, e
mecanismos para metabolismo ou remocgdo do(s) composto(s)

activo(s) depois da administracgao.

O termo "quantidade eficaz" € usado aqui para se
referir a uma quantidade da composigdo terapéutica (por
exemplo, uma composicdo que compreende um miARN ou um
vector que codifica o miARN) suficiente para produzir uma

resposta bioldégica mensuréavel (por exemplo, um aumento na
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diferenciacgdo de midcito e/ou proliferacgdo). Os niveis de
dosagem reais dos compostos activos numa composicao
terapéutica do assunto presentemente divulgado podem ser
variados de forma a administrar uma quantidade do(s)
composto(s) activo(s) que seja eficaz para alcancgar a
resposta terapéutica desejada para um individuo e/ou
aplicagdo particular. O nivel de dosagem ird depender da
variedade de factores incluindo a actividade da composicao
terapéutica, formulacgdo, via de administracdo, combinacéo
com outras drogas ou tratamentos, restringéncia da condicéo
que estd a ser tratada, e da condicdo fisica e histdria
médica anterior do individuo que estd a ser tratado.
Preferivelmente, a dose minima ¢ administrada, e a dose é
gradativamente aumentada na auséncia de toxidade limitada
por dose a uma quantidade minimamente eficaz. A
determinacdo e ajuste de uma dose eficaz, assim como a
avaliacdo de quando e como fazer tais ajustes, estéo

inseridos na habilidade ordindria da técnica.

EXEMPLOS

Os seguintes Exemplos foram incluidos para ilustrar os
modos do assunto presentemente divulgado. A luz da presente
divulgagdo e o nivel geral de habilidade na técnica, os
peritos poderdo avaliar que os seguintes Exemplos sé&o alvos
para serem exemplares apenas e Jgue numerosas mudangas,
modificagcdes, e alteracdbes podem ser utilizadas sem se

afastar do ambito do assunto presentemente divulgado.
EXEMPLO 1

A fim de compreender o envolvimento dos microARNs
(miARNs) na proliferagdo e diferenciagdo de musculo

esquelético, analisou-se a expressdo dos miARNs durante a

diferenciagdo do musculo esquelético usando-se a andlise de
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microarranjos estabelecida’. Escolheu-se usar mioblastos
C,C12 porque esta linha de células imita fielmente a
diferenciacdo in vitro do musculo esquelético uma vez que
mioblastos podem ser induzidos para se tornarem miotubos
diferenciados terminalmente quando soro € retirado do meio

de cultura'®??,

Descobriu-se que a expressao de uma fraccgao
dos miARNs examinada foi regulada em mioblastos/miotubos de
C2C12 diferenciados (Figura la e Figura 6). O aumento na
expressao de miR-1 e miR-133 em mioblastos diferenciados
foi confirmada por andlise de Northern blot (Figura 1b e

Figura 7).
EXEMPLO 2

miR-1 e miR-133 sdo especificamente expressos em
tecido cardiaco de adulto e tecidos do musculo esquelético,
mas nao em outros tecidos testados (Figura 1C, Figura 8).
Entretanto, pouco é conhecido sobre a distribuigdo temporal
e espacial de miARNs especificos durante o desenvolvimento
de mamiferos. Examinou-se portanto a expressdo do miR-1 e
miR-133 em embrides e recém-nascidos de ratinhos. MiR-1 e
miR-133 sdo expressos a niveis muito baixos nos coragdes e
masculo esquelético em desenvolvimento de embrides E13.5 e
E16.5 (Figura 1d e Figura 8). Um nivel crescente de
expressdo de miR-1 e miR- 133 foil descoberto em coragdes e
musculo esquelético de recém-nascido, embora ainda seja
significativamente menor que aquele de adultos (Figura le e
Figura 8). Estes dados sdo consistentes com as descobertas
a partir de peixe zebra em que a maioria dos miARNs &

expressa relativamente tarde durante a embriogénesew.

EXEMPLO 3

Tanto o miR-1 como o miR-13 3 estdo agrupados

(clustered) nos cromossomas 2 (separados POR 9,3 kb) e 18
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(separados por 2,5 kb) de ratinho (Figura 9 e referéncia
14). Executou-se uma analise de Northern blot usando-se
marcadores gendémicos de ~300 pb incluindo as sequéncias de
miR-1 e miR-133 (Figuras 9a-9e). 0Os marcadores de miR-1 e
miR-133 do cromossoma 18 detectaram uma uUnica transcricéo
primadria de -6 kb dos ARNs totais isolados do musculo do
coracdo e esquelético (Figuras 9b e 9c¢), indicando que miR-
1 e miR- 133 sao realmente transcritos Jjuntos. Engquanto os
marcadores tanto de miR-1 quanto de miR-133 do cromossoma 2
detectaram uma transcricdo de ~10 kb do musculo do coracéao
e esquelético, o marcador de miR-133 também se hibridou a
duas transcricgdes adicionais de ~4,5 kb e ~2,2 kb, enqgquanto
o marcador de miR-1 também detectou uma maior transcricéo
de ~6 kb (Figuras 9d e 9e), sugerindo o envolvimento
potencial do processamento pds-transcricional. Juntos, os
dados obtidos indicam que a expressido especifica a musculo
cardiaco e esquelético de miR-1 e miR-133 é ditada na etapa

de transcricdo priméaria.

EXEMPLO 4

Considerou-se que 0s elementos reguladores que
controlam a transcricgao dos aglomerados (clusters) de miR-1
e miR-133 no cromossoma 2 e 18 sdo provavelmente
conservados. Portanto, executou-se uma andlise da sequéncia
e identificou-se uma regido altamente conservada (~2kb),
que estd situada a aproximadamente 5 kb a montante dos
aglomerados de miR- 1/133 em ambos os cromossomas 2 e 18
(Figura 10). Quando este fragmento gendmico do cromossoma 2
foi usado para direccionar a expressao de um gene repdrter
dsRed em Xenopus transgénico, descobriu-se a expressao
especifica a musculo cardiaco e esquelético do transgene

(Figura 10).
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EXEMPLO 5

Para avaliar a funcdo de miR-1 e miR-133 no musculo
esquelético, tentou-se primeiro sobre-expressar miR-1 e
miR- 133 em células de mamiferos. Testou-se e validou-se a
expressdo e actividade de ambos os miARNs usando-se analise

"7 de miR-1 e miR-

de Northern blot assim como os "sensores
133, em que as sequéncias complementares para miR-1 ou miR-
133 foram clonadas a Jjusante de uma sequéncia codificadora
dsRed (Figura 11 e dados ndo mostrados). Transfectou-se os
mioblastos C2Cl2 com miR-1 e miR-133 e entdo ou se manteve
as células em meio de crescimento (GM) ou se transferiu as
mesmas para o meio de diferenciacéo (DM) apds a
transfecgdo. MiR-1 aumentou fortemente a miogénese conforme
indicado pela expressao aumentada de cadeia pesada de
miosina e miogenina de marcadores miogénicos iniciais e
posteriores (MHC) , respectivamente, assim como outros
marcadores miogénicos, incluindo MyoD, Mef2 e o«o-actina
esquelética (Figuras 2a-2e, 21, 23 e Quadro 2). MiR-1
induziu a expressdo do gene do marcador miogénico em
células mantidas em condicdo de crescimento de log-fase
(Figura 2c) e em condigcdo de diferenciacédo (Figuras 2, 2d e
2e). A diferenciacdo miogénica acelerada induzida por miR-1
¢ também acompanhada por um decréscimo na proliferacédo
celular, conforme sinalizado por uma diminuicéao
significativo na expressadao de fosfo-histona H3 (Figuras 2,
2c, 2e e Quadro 2). De significacdo particular, a miogénese
induzida por miR-1 & especifica, uma vez que a sobre-
expressdo de um controlo de GFP ou miR-208, gque ndo é
endogenamente expresso em midcitos esqueléticos, nao
mostrou nenhum efeito (Figuras 2a-2e). Além disso, as
mutacdes introduzidas nas sequéncias "semente" de miR-1
anularam sua capacidade de activar a expressao do gene
miogénico (Figuras 2d-2e) . Contrariamente, a sobre-

expressdo de miR-133 reprimiu a expressdo da miogenina e
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MHC (Figura 2, a-e e Quadro 2) e promoveu a proliferacédao de
mioblasto (Figuras 2c-2e e Quadro 2). Novamente, o efeito
de miR-133 na proliferacdo de mioblastos é especifica, uma
vez que o0s controlos nao mostraram nenhum efeito e a
mutacdao introduzida anulou a funcdo de miR-133 (Figuras Z2a-
2e, 27).
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Quadro 2

Efeito na proliferagdo e diferenciagdo miogénica por sobre-expressdo e silenciamento de
miR-1 ¢ miR-133

D (8 h) DM (12 h) DY (24 h)

TratamentoCélulas En Células Em Células Em C¢lulas  Em Células Em Células  Em relacdo
positivas relacdo [positivasrelacdo positivasrelagdo [positivasrelacdo positivas relacdo positivas ao

i ao Sl a0 en Fosfo ao e a0 en Fosfo ao em MHC  controlo

1
o
o

controlo

niogenina controlo micgenina controlo -H3 contrelo miogenina controlo

GEP 172 100% 93 100% 135 100% 118 100% 137 100% 22 100%

miR-1 206 121

e

230 4% 83 68,95 |23l U2,7% 76 55,5% 36 234,5

==

miR-133 {89 51,1

e

58 13,15 168 124,45 93 78,88 201 e, 7% 12 54, 5%

2'-0- 146 100% 145 100% 172 100% 348 100% 207 1005 2 100%
metil- GFP

2'-0- 120 82,2 |8 67,65 2l 124,4% 299 §5,% 283 13,7% 18 81,8%
metil-

miR-1

2'-0- 205 10,48 PU 145,% 107 62,25 |498 143,15 191 92,35 4 200%
metil-

miR-133
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Executou-se a experiéncia reciproca onde se fez a
transfecgcdo dos mioblastos C2C1l2 com os oligos inibitdrios
antissense de 2'-o-metil de miR-1 ou miR-133 (ou GFP de
controlo e miR-208), qgque mostraram inibir a funcdo dos
miARNs'®'?, As células transfectadas com o inibidor de miR-
1 apresentaram inibicdo de miogénese e promocdo da
proliferacdo de mioblasto, conforme indicado por um
decréscimo nos marcadores miogénicos e um aumento em fosfo-
histona H3 (Figuras 2f-2i e Quadro 2). Consistente com a
funcédo de miR-133 na promocgao da proliferacdo de mioblasto
e repressao da diferenciacgdo, a inibicdo de miR-133 causou
um efeito oposto, onde a miogénese foi aumentada e a
proliferacdo celular reprimida (Figuras 2f-23 e Quadro 2).
Contrariamente, os inibidores de 2'-o-metil de controlo nao
apresentaram nenhum efeito (Figuras 2f-27j). Concluiu-se que
o miR-1 e miR-133 possuem fungdes distintas na proliferacéo
e diferenciagdo do musculo esquelético: miR-1 promove a
diferenciacdo de mioblasto, enquanto que o miR-133 estimula

a proliferacgédo de mioblastos.

EXEMPLO 6

Tanto miR-1 quanto miR-133 foram encontrados na
maioria das espécies animais, de Drosophila a humano,
sugerindo que eles sao conservados de maneira
evolucionadria. Para testar os efeitos de miR-1 e miR-133 no
desenvolvimento do musculo esquelético e coragdo in vivo,
identificou-se cépias de miR-1 e miR-133 em Xenopus e
testou-se sua fungdo através da expressao errada. A
introdugédo de miR-1 no estdgio de uma célula leva a um eixo
dramaticamente encurtado com reducao associada nas
estruturas anteriores e um aumento no tamanho do corpo ao
longo do eixo dorsal-ventral comparado ou aos controlos néao
injectados ou injectados com miGFP (n > 45, dois

experiéncias independentes) (Figura 3). Embora os somitos
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formados nos embrides injectados com miR-1 (Figura 3),
coloracao de anticorpo integral e seccionamento serial
revelaram que o tecido é altamente desorganizado e falha ao
se desenvolver em estruturas segmentadas (Figuras 3e, 3f,
33). O tecido cardiaco estd completamente ausente conforme
julgado por histologia, coloracgao de tropomiosina (Figuras
3f, 33j) e coloragdo de actina cardiaca. Além destes
efeitos, had um decréscimo dramdtico na coloracgdo de fosfo-
histona H3 (Figuras 31-3k), consistente <com a funcgao
essencial de miR-1 na regulacdo da ©proliferacdo e
diferenciagdo de midcito. Embora a expressdo errada de miR-
133 também leve a uma redugdo nas estruturas anteriores e
detecte o desenvolvimento de somito, contrariamente ao miR-
1, h& apenas uma modesta redugdo no comprimento anterior-
posterior e defeitos somdticos sdo mais severos nos
aspectos mais anteriores e posteriores do embrido onde o0s
somitos falham ao se formarem (Figuras 3g, 3h). Além disso,
o tecido cardiaco frequentemente se forma nos embrides de
miR-133, ainda que 1isto seja altamente desorganizado e
falhe ao passar pelo ciclo cardiaco ou formagdo da cémara
(Figuras 3g, 3h, 3k). Colectivamente, estes dados sugerem
que © tempo correcto e os niveis tanto de miR-1 quanto de
miR-133 s&o necessarios para o desenvolvimento adequado do

musculo esquelético e do coracéo.

EXEMPLO 7

HDAC4 contém dois locais de miR-1 sabido como de
ocorréncia natural em sua UTR 3, que sao
evolucionariamente conservados entre as espécies dos
vertebrados (Figura 12). Similarmente, dois 1locais de
ligagdo de miR-133 conservados sdo encontrados na UTR 3' do
gene SRF de mamifero (Figura 12), que mostraram executar um
importante papel na proliferagcdo e diferenciagdo muscular

in vitro e in vivo'lr?%?%°,
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Fusionou-se as UTRs 3' de SRF e HDAC4 de ratinho a um
gene repdrter de luciferase e transfectou-se estas
construgdes junto com os controlos de transfeccdo dentro de
células de mamifero. A sobre-expressdo ectédépica de miR-1
reprimiu fortemente um gene repdrter de luciferase em UTR
3' de HDAC4, enquanto que o miR-133 inibiu a expressao do
gene repdrter de luciferase em UTR 3' de SRF (Figura 4a).
Contrariamente, as mutag¢des introduzidas nas sequéncias de
"semente"” de miR-1 e miR-133 aboliram tal repressao,

indicando a especificidade da accédo (Figura 4a).

Quando os repdrteres acima foram transfectados em
mioblastos C2Cl2 e a actividade da luciferase medida antes
e apds a indugdo da diferenciagdo celular, descobriu-se que
a actividade do repdrter foi dramaticamente reprimida nas
células diferenciadas (Figura 4b), indicando gue niveis
aumentados de miR-1 e miR-133 enddgenos inibiram o gene
repérter. Os efeitos e a especificidade de miR-1 e miR-133
enddgenos foram monitorados pelo "sensor" de miARN (Figura
11). Contrariamente, a actividade da luciferase do repdrter
MCK-luc, um indicador de diferenciacdo de musculo, foi
aumentada nos midcitos diferenciados (Figura 4b). Além
disso, a sobre-expressaoc de miR-1 levou a regulagao
negativa da proteina HDAC4 enddégena nas células C2Cl2 tanto
na condicdo de crescimento (Figura 4c) quanto na condigédo
de diferenciacédo (Figura 4e), enquanto que o miR-133
reprimiu a expressdo de proteinas SRF enddbgenas (Figuras
4c, 4e). Contrariamente, os niveis de SRF e HDAC4 ndo foram
alterados por aqueles miARNs (Figura 4d), sustentando a
ideia de qgque miARNs reprimem a funcdo de seus genes alvo
principalmente através da inibic¢édo da tradug¢do. Quando os
oligos de 2'-o-metil-antissense contra miR-1 ou miR-133
foram aplicados, eles abrandaram a repressao exercida nos
niveis de proteina de HDAC4 ou SRF, respectivamente (Figura

4g), com nenhum efeito nos seus niveis de ARNm (Figura 4f).
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Para também verificar que HDAC4 e SRF s&o alvos
cognatos para miR-1 ou miR-133 na regulacadao da expressao do
gene de musculo esquelético, testou-se se a cotransfeccéao
dos plasmideos de expressdo para SRF ou HDAC4 poderao
"suprimir" a miogénese mediada por miARN. Realmente,
conforme mostrado na Figura 4h, a sobre-expressido de SRF
reverteu parcialmente a repressdo do gene miogénico
induzido por miR-133. Contrariamente, o HDAC4 agiu contra
os efeitos de miR-1 na expressdo do gene do musculo

esquelético (Figura 4h).

Consistente com o envolvimento potencial de HDAC4 e
SRF na proliferacdo e diferenciacdo de musculo esquelético
dependente de miR-1 e miR-133, o0s niveis de proteina de
HDAC4 e SRF enddégenos foram regulados de regulacdo negativa
em células C2Cl2 diferenciadas, com um aumento concomitante
na expressao de marcadores de diferenciacdo miogénicos e um
decréscimo na expressao da fosfo-histona H3 do marcador de
indice mitdético (Figura 41 e Figura 7d). A expressao
diminuida de proteinas SRF e HDAC4 foi acompanhada por um
aumento na expressdao de miR-1 e miR-133 (compare a Figura
41 com a Figura 1b). Juntos, estes dados demonstram que
miR-1 e miR-133 reprimem especificamente os niveis de
proteina de HDAC4 e SRF, respectivamente, que
sucessivamente, contribui para (pelo menos em parte) oS
efeitos reguladores daqueles miARNs na diferenciacao e

proliferacdo de mioblasto.

Foram caracterizados o miR-1 e o miR-133 especificos a
musculo cardiaco e esquelético e mostrou-se sua funcdo no
controlo da ©proliferacdo e diferenciacdo de musculo
esquelético. De importancia, descobriu-se gque o miR-1 e o
miR-133, que estdo aglomerados no mesmo loci cromossdmico e
transcritos juntos como uma transcrigcdoc uUnica, tornaram-se

dois miARNs maduros e independentes com funcgdes bioldgicas

91



EP1969125B1

distintas alcancadas pela 1nibicdo de diferentes genes
alvos. Isto implica no envolvimento de miARNS em mecanismos
moleculares complexos. De forma interessante, enquanto a
expressdo tecido especifica de miR-1 e miR-133 & controlada
por myoD e SRFS, a expressdo de SRF ¢ reprimida por miR-
133. Portanto, estas descobertas revelam um ciclo regulador
negativo em que os miARNs participam nas vias reguladoras
para controlar a proliferacdo e diferenciacao celular

(Figura 5).

MATERIAIS E METODOS PARA 0OS EXEMPLOS 1-7

Andlise da expressdo de microRNA por microarranjo

ARN total foi isolado de células C2Cl2 postas em
cultura em meio de crescimento (GM) qgque consiste em Meio
Eagle Modificado por Dulbecco (DMEM) (Sigma Chemical Co.,
St. Louis, Missouri, EUA) ou meio de diferenciacao (DM) que
consiste em DMEM (Sigma) com soro de cavalo 2% (Sigma) em
diferentes momentos (dias 0, 1, 3 e 5 com o primeiro dia de
transferéncia em DM contacto como dia 0). A hibridacéo
microarranijo fol executada e os dados foram analisados
conforme descrito’. Resumidamente, 2,5 ug de ARN isolado
foi marcado com 5'-fosfato-citidil-uridil-ci3-3"
(Dharmacon, Inc., Lafayette, Colorado, EUA) usando—-se ARN
ligase e hibridado com mistura 0,5 mM de provas de
oligonucledétido para 124 microARNs marcados com ALEXA 64 7®
(Ci5) (Molecular Probes, Eugene, Oregon, EUA) em cémaras
descartédveis (MJ Research, Reno, Nevada, EUA; numero de
peca SLF-0601). Os dados de log normalizados (base 2) foram
hierarquicamente aglomerados pelo gene e sao colocados em
gradfico como um mapa de calor. O intervalo de sinal era de
-4 vezes a +4 vezes. Amarelo denota alta expressdao e azul

denota baixa expressdo, em relacgdo ao valor médio.
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Anadlise de Northern blot

O ARN total foi extraido de células C2Cl2, tecido
adulto ou embridénico de ratinho usando-se Reagente TRIZOL®
(Invitrogen). Para a anédlise de Northern blot de miARN, PG
foi aplicado para remover ARNs de tamanho grande.
Resumidamente, 30 png de cada amostra de ARN total foram
misturadas 1:1 com solugcao de PEG 5X e colocados em gelo
durante 10 minutos. Apds 10 minutos, centrifugou-se a uma
velocidade méxima de 4°C, o sobrenadante foil transferido a
um tubo novo. Os ARNs foram entdo precipitados adicionando-
se 2,5 volumes de EtOH 100% e centrifugado durante 30
minutos a velocidade madxima. A andlise de Northern blot
para miARNs foi executada conforme descrito’®. Sequéncias
de oligonucledétido de miR-1 e miR-133 usadas como
marcadores estdo listadas no Quadro 3. A anadlise de
Northern blot foi wusada para detectar as transcrigdes
primdrias de miARNs e foi executada conforme descrito??,
usando-se 20 pg de ARN total de cada amostra. Fragmentos
gendémicos para miR-1 e miR-133 foram clonados por PCR e

servem como marcadores.
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Quadro 3
Sequéncias de Oligonucledétidos Aqui Divulgadas
Nome Sequéncia
Sonda de miR-1 TACATACTTCTTTACATTCCA
Sonda de miR-133 ACAGCTGGTITGAAGGGGACCAA
miR-133a-1 de CATGTGACCCCTCACACACA

regulacédo positiva

miR-133a-1 de ACAAGGGGAGCCTGGATCCC
regulacido negativa

miR-133a-2 de GGACATATGCCTAAACACGTGA
regulacédo positiva

miR-133a-2 de GAAACATCTTTATCCAGTTT
regulacdo negativa

miR-1-2 de regulagdoAGACTGAGACACAGGCGACACC
positiva

miR-1-2 de regulagdoTGCCGGTCCATCGGTCCATTGC
negativa

miR-1-1 de regulagadoCACTGGATCCATTACTCTTIC
positiva

miR-1-T de regulacaoTTGGAATGGGGCTGTTAGTA

negativa

miR-1mut de regulacaoTGAACATTCAGTIGCTATAAAGAAGTATGTATTTTGGG

positiva TAGGTA

miR-1mut de regulacaoTACCTACCCAAMTACATACTTCTTTATAGCACTGAAT
negativa GTTCA

miR-133mut de AATCGCCTCTTCAATGGATrTGTCAACCAGCTGTAGC

regulacido positiva TATGCATTGAT

miR-133mut de ATCMTGCATAGCTACAGCTGGTTGACAAATCCATTGA

regulacdo negativa AGAGGCGATT
Duplice de miR-1 UGGAAUGUAAAGAAGUAUGUA
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Nome

(continuacao)
Sequéncia
CAUACUUCUUUACAUUCCAUA

Duplice de miR-1-mut UUAACCAUAAAGAAGUAUGUA

Duplice de miR-133

CAUACUUCUUUAUGGUUMUA
UUGGUCCCCUUCAACCAGCUGU
AGCUGGUUGAAGGGGACCAAAU

Duplice de miR-133-UCAAGUAACUUCAACCAGCUGU

mut

Duplice de miR-208

Duplice de GFP

2'-0O-metil-miR-1
2'-0-metil-miR-133
2' —0-metil-miR-208
2'-0-metil-GFP

AGCUGGUUGAAGUUACUUGAAU

AUMGACGAGCAAAAAGCUUGU

AAGCUUUUUGCUCGUCUUAUAC
AACUUCAGGGUCAGCUUGCCUU
GGCAAGCUGACCCUGAAGUUGG
AAAUACAUACUUCUUUACAUUCCAUAGC
AGCUACAGCUGGUUGAAGGGGACCAAAUCCA
GACCAACAAGCUUUUUGCUCGUCUUAUACGUG
AAGGCAAGCUGACCCUGAAGUU

HDAC4-UTR de CAGCACTGGTGATAGACTTGG

regulacdo positiva

HDAC4-UTR deCTTAAGAATAAGTTCAATAAGAC

regulacdo negativa

SRE-UTR de regula¢doAGATATGGGGGCTTGTGCCC

positiva

SREF-UTR de regulacdoCTGGGAGAAAGGGGGTAGAC

negativa
Miogenina F
Miogenina R
MioD F

MioD R
a-actina F
Esquelética
a-actina R
Esquelética
MEF2D F

TGGAGCTGTATGAGACATCCC
TGGACAATGaCAGGGGTCCC
GCAGGCTICTGCTGCGCGACC
TGCAGTCGATCTCTCAAAGCACC
CAGAGCAAGCGAGGTATCC

GTCCCCAGAATCCMCACG

CAAGCTGTTCCAGTATGCCAG
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(continuacéao)
Nome Sequéncia
MEF2D R AAGGGATGATGTCACCAGGG
HDAC4 F GAGAGAATTCTGCTAGCAATGAGCTCCCAA

Clonagem e Expressao de miR-1 e miR-133

Os fragmentos gendmicos para os precursores de miR-1 e
miR-133 de cromossomas de ratinho 2 e 18 (ch 2 e ch 8)
foram amplificados por PCR wusando-se ADN gendémico de
ratinho como um modelo (para iniciadores de PCR, veja-se
Quadro 3 acima). Os produtos de PCR foram clonados no
vector pcDNA™(+)3.1 (Invitrogen) e a expressdo de miARNs
foi determinada transfectando-se o0s vectores de expressao
dentro de células de mamifero (C0S7, 10T1l/2 ou C2Cl2) e

fez-se a deteccdo por andlise de Northern blot.

Cultura de célula, diferenciacdo de miogénese in vitro e

ensaio repdrter de luciferase

As células dos mioblastos C2Cl2 foram colocadas em
cultura e a miogénese foi induzida conforme descrito'’. Os
ensaios repdrteres de luciferase de transfecg¢do transitdria
foram executados conforme descrito'®?®. Os diuplices de
miARN e oligorribonucledtidos antissense de 2'-o-metil para
miR-1, miR-133, miR-208 e GFP foram adquiridos a partir de
Dharmacon (Veja-se Quadro 3 para sequéncias). Eles foram
introduzidos em células de mamifero usando-se ou
transfecgdo com LIPOFECTAMINE™ (Invitrogen) (200 nM) ou
electroporagdo usando-se o sistema NUCLEOFECTOR® (5 npg) de
Amaxa Biosystems (Gaithersburg, Maryland, EUA).

Para a construcdo repdédrter de luciferase-UTR 3', o

local de clonagem multipla do vector pGL3-Controlo

(Promega, Madison, Wisconsin, EUA) foi removido e colocado
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a Jjusante do gene de luciferase. UTRs 3' para HDAC4 e SRF
de ratinho foram amplificados por PCR e clonados no Vector
PGL3-Controlo modificado para resultar nas construgdes SRF-
3'UTR e HDAC4-3'UTR (veja-se Quadro 3 para sequéncias
iniciadoras de PCR). Os ensaios repdrteres de luciferase

foram executados conforme descrito?®.

Western blot e imunocoloracgao

Western Dblot foram executadas conforme descrito
previamente®’. Os seguintes anticorpos foram usados: anti-
miogenina, SRF, MEF2Z2, HDAC4 e B-tubulina (Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, Califdérnia, EUA); e fosfo-
histona H3 (Upstate Biotechnology, Lake Placid, New York,
EUA). O anticorpo MF20, gque reconhece o MHC especifico a
musculo estriado, foi obtido de DSHB (University of Iowa,
lowa City, Iowa, EUA).

Para imunocoloracdo, a célula C2Cl2 tratada em placas
de 12 pogos foi fixada com formaldeido 4% durante 5 minutos
a 37°C e mudou-se para solucdo de NP40/PBS 0,1% durante 15
minutos a temperatura ambiente (TA). Anticorpos primdrios
foram incubados em NP40-PBS 0,1% com BSA 3% durante 2 horas
na seguinte concentracido: anti-miogenina (diluicdo de 1:
20), anti-fosfohistona H3 (diluicdo de 1:100), MF20
(diluigao de 1:10). Anticorpos secundarios anti-
ratinho/coelho conjugados & fluoresceina (diluicdo de
1:100, Vector Laboratories, Burlingame, Califdérnia, EUA)
foram adicionados em NP4 0-PBS 0,1% com BSA 3% durante 1
hora a 37°C. DAPI foi adicionado durante 5 minutos a TA.
Apds varias lavagens com PBS, as células foram submetidas a
observacdo por microscopia de fluorescéncia. Os campos que
cobre a cavidade inteira foram seleccionados e células
positivas de fluorescéncia verde e células totais com

coloracao DAPI foram, contadas para cada Pogo,
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respectivamente.

Anadlises por RT-PCR

RT-PCR foi executada essencialmente conforme
descrito?’. ARN total foi extraido de células C2C12 usando-
se reagente TRIZOL® (Invitrogen), e aligquotas de 2,0 ug

foram transcritas de forma reversa a ADNc usando-se

hexdmeros aleatérios e transcriptase reversa MMLV
(Invitrogen). Para cada caso, unido de ADNc 2,5% foi usada

para a amplificagcdo e PCR foil executada durante 24-48
ciclos. As sequéncias para iniciadores de PCR podem ser

encontradas no Quadro 3.

Injecgdes de embrido Xenopus € transgénese

Métodos padrdes foram utilizados na obtencdo e cultura
de embrides de Xenopus laevis. As construgdes de ADN foram
linearizadas com Kpn I e embrides transgénicos foram
gerados de acordo com os métodos descritos por Kroll &
Amaya%. A expressao do transgene foi analisada sob um
microscdépio Leica MZFLIII. A preparagdo e 1injecgao de
Xenopus com miARNs foil executada essencialmente conforme
previamente descrito?’. Entretanto, ARN nado foi coberto
antes da injecgdo. Andlise imunochistoldgica integral foi

executada conforme descrito®.

Os Exemplos 8-12 ndo estdo sob o ambito da invencgdo e

sdo incluidos somente por razdes comparativas.
EXEMPLO 8
miR-208 é um miARN especifico a muasculo cardiaco

conservado entre humano, ratinho e rato (Figura 14). A

andlise de Northern blot revelou que a expressao de miR-208
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¢ regulada de forma desenvolvida (Figura 15). As Northern
blot foram preparadas a partir de tecidos de ratinho
escalonado e marcado com sonda radiomarcada complementar a
miR-208. 0Os niveis de miR-208 foram dramaticamente maiores
no coracdo de ratinho adulto em relacdao a E13.5, El16.5, e
coragbes em estdagio neonatal. miR-208 ¢é hospedado por um
intrdo do gene de cadeia pesada de a-miosina (a— MHC) de
musculo cardiaco (Figura 14). Uma das duas isoformas
pesadas de miosina cardiaca, o-MHC é fracamente expressa
durante o desenvolvimento do ratinho mas depois torna-se a
isoforma predominante no coragdo do ratinho adulto. miR-208
e o-MHC sao ambos especificos a coragdo e transcritos a
partir da cadeia reverso, que sugere que miR-208 ¢é
processado do intrdo o-MHC €& expresso paralelo a uma

transcricao de o—-MHC.

EXEMPLO 9

Para investigar a funcédo in vitro de miR-208 em
cardiomidécitos, escolheu-se usar cardiomidcitos de rato
neonatal porque ele ¢ um modelo bem caracterizado in vitro
para estudo de caracteristicas morfoldgicas, bioquimicas e
electrofisioldgicas de células cardiacas. Os cardiomidcitos
neonatais ndo perdem sua capacidade de replicar apds o
nascimento, uma grande fracgdo passa por divisdo mitdética e
prolifera-se in vitro e in vivo onde a expressao do gene
cardiaco ¢é também activada. E provavel que o miR-208
promova a diferenciacdo de cardiomidécito uma vez que ela é
expressa altamente no coracadao adulto em relacgdo ao
desenvolvimento prévio. A fim de determinar a funcdo de
miR-208 no coracdao, este sistema de modelo é usado para
estudar os efeitos da expressido de miR-1-208 e a inibicgéao

sob o programa de cardiogénese.
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Sistema do modelo in vitro

Os cardiomidcitos em cultura sao 0s modelos
experimentais mais amplamente usados na pesquisa cardiaca.
A  preparagdo de cardiomidécitos a partir de pegquenos
mamiferos ¢é econdmica em relacdo a todos os estudos de
animal, confidvel e permite um amplo espectro de
experiéncias. Por razdes econdmicas e técnicas, os
cardiomidécitos sdo mais comummente isolados de ratos
neonatais. Isolou-se cardiomiécitos de rato essencialmente

como previamente descrito, com menores modificagées%.

MiARNs maduros funcionais podem ser ectopicamente
expressos usando-se uma sequéncia promotora Pol II de ARN
para direccionar a transcrigcdo da sequéncia precursora de
MmiARN mais ~150 nucledtidos flanqueadores. As transcricdes
de ARN resultantes sao reconhecidas pelo mecanismo de
processamento de miARN e tornam-se miARNs completamente

funcionais capazes de direccionar a repressao traducional.

Amplificou-se por PCR a sequéncia precursora de miR-
208 e as regides flanqueadoras do ADN gendémico de ratinho e
inseriu-se este fragmento num vector de adenovirus para
gerar o adenovirus recombinante que expressa miR-208 (Ad-
208). A andlise de ©Northern Dblot mostra um aumento
dependente da dosagem da expressao de miR-208 em
cardiomidécitos isolados infectados com Ad-2 08 de
concentracdes crescentes (Figura 16). Esta ferramenta pode
ser utilizada para estudar os efeitos da sobre-expressao de

miR-208 no fendtipo de cardiomidcito in vitro.

Andlise da expressdao de miR-208 ectédpica

Um ensaio de contagem de célula ¢é usado ©para

determinar se mudancas na expressao de miR-208 afectam a
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proliferacdao. Os cardiomidécitos sdo colocados em placa a
baixa densidade e infectados com Ad-208. Embora o
adenovirus tenha sido wusados extensivamente com grande
sucesso em estudos de cardiomidcitos, células com Ad-GFP
podem também ser infectadas com a mesma multiplicidade de
infecgdo (MOI) como Ad-2 08 para controlar os efeitos
indirectos causados pela infeccdo adenoviral. Uma vez que
ambos o0s virus expressam a proteina fluorescente verde
(GFP), eficiéncias de infeccgdo sdo também controladas por

microscopia de epifluorescéncia.

As células sdo contadas sob iluminacdo de campo
brilhante antes da infeccdo e em 24, 48, 72 e 96 horas apds
a infecgdo. As células em 10 campos de visdo sado contadas
para ambas as condigdes em cada momento. Andlises
estatisticas sdo aplicadas aos dados de contagem celular. O
teste t de Student ndo pareado pode ser usado para
determinar a probabilidade de que o numero médio de células
contado por vista de campo difere de forma significativa
entre a infecgcdo por Ad-208 e Ad-GFP em cada momento
particular, enquanto que o teste t de Student pareado pode
determinar a probabilidade de gue o numero médio de células
contado para cada infecgao difere-se de forma significativa
entre os momentos. Se a probabilidade de que qualguer uma
das duas médias ¢ significativamente diferente é maior que
ou igual a 95%, aquelas diferencas sao consideradas

significantes.

O ensaio de contagem de célula & complementado com
estudos ©para determinar o Indice mitdético utilizando
anticorpos de fosfohistona H3 e para determinar o
percentual de células gue passa pela sintese de ADN pela
incorporacdo de BrdU. Células fixas sdo manchadas com TUNEL
para excluir a possibilidade de que a sobre-expressao de

miR-208 cause a morte da célula. Resultados potenciais da
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infecgdo por Ad-208 sob proliferacdo de cardiomidcito séo
diminuidos, aumentados ou ndo sofrem nenhuma mudanc¢ca no
numero celular. Sem desejar estar limitados pela teoria, é
provavel que a expressdo de miR-208 ird retardar a
proliferacdo do cardiomidécito em relacdo aos controlos uma
vez que o miR-208 ¢é normalmente altamente expresso em

cardiomidécitos adultos diferenciados.

Um conjunto de factores de transcrigdo cardiaca,
incluindo Nkx2.5, MEF2C, GATA4, miocardina e TBX5 mostrou
ser expresso em cardiomidécitos de diferenciagdo inicial,
tornando-os marcadores genéticos iniciais de diferenciacéo
cardiaca. As proteinas contrédteis especificas a musculo
cardiaco, tais como «o—-MHC, R-MHC, o-CA e MLV2V, séao
marcadores de diferenciacdo terminal de cardiomidécitos.
Alguns destes genes cardiacos sdo regulados de forma
diferencial durante o desenvolvimento. Por exemplo, B-MHC é
altamente expresso em coragdo embridnico, mas torna-se
regulado de regulagdo negativa de forma pds—neonatal,
enquanto gque o- MHC possui um padrdao de expressao oposto. A
fim de determinar se miR-208 possui um papel na regulacao
da expressdo de gene cardiaco, o efeito da expressédo de
miR—- 208 ectépica sob expressdo do gene marcador cardiaco
em cardiomidécitos de rato neonatal é examinado. Sem desejar
estar limitado pela teoria, espera-se que a expressao de
miR-208 diminua a expressdo do gene fetal e/ou promova a

expressdo de genes cardiacos adultos.

Usando-se métodos de transcriptase reversa-PCR (RT-
PCR) semiquantitativos, os niveis de transcricdo de ARNm
relativos de varios genes marcadores cardiacos em
cardiomiécitos de rato neonatal infectados com Ad-208
versus Ad-GFP sdo analisados. As bibliotecas de ADNc sao
feitas de ARN 1isolado de cardiomidécitos infectados por

técnicas convencionais. GAPDH, que é expressa altamente em
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quase todos os tecidos, ¢é amplificada e wusada para
normalizar os niveis de ADNc. Todos o0s conjuntos de
iniciador de PCR sdo projectados para amplificar o produto
que transpbe um ou mais intrdes, que ird produzir um
produto amplificado por PCR maior se a contaminacgcdao de ADN
estd presente. Adicionalmente, anticorpos disponiveis
comercialmente s&o usados para examinar os niveis de
expressdo de proteina de varios marcadores cardiacos por
andlise de ©Northern Dblot para determinar se quaisquer
mudanc¢as na expressdo da proteina coincidem com as mudancas

nos niveis de transcricdo de ARNm.

Além de estudar os efeitos de miR-208 sob expressdo do
gene cardiaco, quaisquer efeitos sob localizacdo de varias
proteinas cardiacas, incluindo factores de transcrigido e
componentes estruturais sdo determinados. A observacdo de
cardiomidécitos infectados com Ad-208 sugere qgue estas
células exibem diferentes morfologias para cardiomidcitos
infectados com Ad-GFP (Figura 16b). 0Os cardiomidcitos
infectados com Ad-208 parecem "arredondados" em relacdo as

suas contrapartes infectadas com Ad-GFP.

Cardiomidécitos infectados com Ad-208 e Ad-GFP séo
fixados em laminulas de vidro, marcados com anticorpos
primdrios e secunddrios apropriados, tingidos no nucleo, e

montados em laminas para andlise microscédpica.

Inactivagdo de miR-208

Paralelamente aos estudos de sobre-expressao de miR-
208, os efeitos da inibicdo de miR-208 wusando-se 2'-o-
metiloligonucledtidos antissense a miR-208 sdo estudados.
Os 2'-o-metiloligonucledétidos atuam como inibidores
especificos a sequéncia e irreversiveis da funcdo de miARN

de uma forma estequiométrica. Este sistema de inibicdo de
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miARN é adaptado aos cardiomidécitos. 2'-0-
metiloligonucledtidos antissense de miR-208 ou, em
controlos, 2'-o-metiloligonucledtidos aleatdérios sé&o

transfectados em cardiomidécitos por um reagente lipidico
catidénico, ou alternativamente por electroporacdo. Uma
construcdo repdrter com uma sequéncia de miR-208 antissense
ligada directamente em 3' ao gene de luciferase (luc-miR-
208-sensor) € wusada como um controlo e para testar a
eficdcia do sistema em bloguear a funcdo do miR-208. Os
niveis de ARNm e proteina, assim como a localizacdo da
proteina, sdo estudados conforme descrito para os estudos

de sobre-expressao de miR-208.

EXEMPLO 10

0O miR-208 ¢é fracamente expresso no coracgcdo embridnico
e sua expressdo aumenta dramaticamente no coragdo adulto.
Este exemplo analisa se a fungdo de miR-208 € mais
importante para a regulacdo do gene no coragao em
desenvolvimento ou no coracgao adulto. Durante o)
desenvolvimento, era discutido que e} miR-208 é
provavelmente sem importéancia uma vez que ele €& expresso
fracamente no embrido. Contra este argumento, a dosagem de
miR-208 adequada pode ser importante para regular certas
vias genéticas durante o desenvolvimento. Além disso, o
ratinho nocauteados de seu gene hospedeiro a-MHC, que é
fracamente expresso durante o desenvolvimento em relacgdo ao
estdgio adulto, sofreu de letalidade embridénica, embora néao
seja conhecido se a expressdo do miR-208 é afectada naquele
animal® . A alta expressao de miR-208 detectada no coracéao
adulto pode indicar que sua funcdo mais importante
encontra-se no desenvolvimento posterior. Para classificar
estes tipos de resultados, dois modelos de ratinho séao
criados para estudar a funcdo de miR-208: wum ratinho

nocauteado de miR-208 e um ratinho transgénico que
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condicionalmente sobre-expressa miR-208.

Modelo de ratinho nocauteado de miR-208

P

Um ratinho funcionalmente invalido para miR-208 ¢&
designado e criado sem afectar a expressdao de seu Jgene
hospedeiro o—MHC. A producdo de célula estaminal embridnica
derivada de ratinho nocauteado de miR-208 & um processo de
trés estdgios: producdo do vector alvo; introdugdo de
sequéncias de ADN em células estaminais embridnicas por
recombinacao de homélogos e produgéao de ratinhos
geneticamente modificados a partir de células estaminais
embridénicas. 0Os miARNs relacionados estdo agrupados em
familias com base na homologia de sequéncia dentro de suas
regides de semente. Estas familias podem regular de forma
redundante a expressao dos mesmos genes, complicando
potencialmente a andlise genética de sua funcdo in vivo. A
regido de semente de miR-208 n&o se aglomera com outros
miARNs conhecidos numa &rvore filogenética, tornando o miR-

208 um candidato a nocaute de miARN adequado.

A construcdo que tem como alvo miR-208 é desenvolvida
usando-se uma estratégia chamada de engenharia
recombinogénica, que usa recombinacdo homdéloga entre
fragmentos de ADN lineares e plasmideos circulares®®®. 0
plasmideo circular pode conter um fragmento de 6-7 kb do
gene o-MHC em que o miR-208 esta situado centralmente. O
fragmento de ADN linear contém dois Dbracos homdélogos
projectados para substituir a sequéncia de miR-208 de 22 nt
com uma cassete de seleccao "floxed". As bactérias
transformadas com o plasmideo circular s&o electroporadas
com o fragmento de ADN linear, e subsequentemente, a
resisténcia codificada pelo fragmento linear determina as
coldénias recombinantes. A construgdo resultante ¢é usada

para direccionar as células ES por recombinagdo homdloga.
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Uma vez gue a célula ES heterozigdtica ¢é identificada
usando-se seleccao baseada em PCR ou por coloragao do Sul,
ela é usada para gerar quimera por injecc¢do de blastocisto.
0O modelo de nocaute presentemente divulgado deixa apenas
uma pequena pegada de ADN exdgeno no intrdo de um o-MHC e
ajuda a assegura que a transcricadao de um o—-MHC ou o padrao

de unido de ARNm de o-MHC permanece nao afectado.

Modelo de ratinho transgénico condicional

A estratégia transgénica condicional é diagramada na
Figura 17. O método transgénico condicional € um sistema
bindrio que consiste em dois transgenes. Um transgene
codifica miR-208 (tet208), enquanto o outro transgene
codifica um transactivador (tTA) que activa o transgene de
miR-208 através da ligacdo de uma sequéncia reguladora com
seu promotor. A ligacdo de t TA € inibida sempre que a
doxiciclina (DOX) estd& presente (isto é, "tet-off"), assim
permitindo a regulacdo temporal do transgene de miR-208

pelo tratamento com DOX.

Uma coldénia de ratinho homozigdética para o transgene
de miR-208 ¢é estabelecida. Os ratinhos tet208 sao
acasalados com ratinhos transgénicos que abrigam um
transgene tTA para criar transgénicos duplos para estudo.
Assumindo a genética Mendeliana, 1 em 4 descendentes seré
transgénico duplo e expressa miR-208 sempre que tTA for
expresso. Um promotor de o-MHC é utilizado para direcciona
a expressao de tTA. O promotor de «o-MHC foi bem
caracterizado e ¢é suficiente para direccionar adequadas a
expressdo especifica a tecido no desenvolvimento inicial®’.
a utilizagdo de um promotor de o-MHC para expressar tTA
aumentard a dosagem de miR-208 nos mesmos tecidos como miR-
208 enddgeno nos animais transgénicos duplos, uma vez que O

miR-208 enddgeno normalmente origina-se de um intrdo dentro
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do gene o-MHC. Uma linha de ratinho transgénico que usa o
promotor de o-MHC de ratinho para direccionar a expressao
de t TA existe e foi usada de forma bem sucedida’??. A
linha de ratinho transgénico tet 208 permite o estudo dos
efeitos da dosagem da expressao de miR-208 no embrido em
desenvolvimento ou coracao de ratinho adulto
independentemente. Tipicamente, a letalidade embridnica
inicial em iniciadores transgénicos regulares limitaré
severamente o numero de embrides capturados de maneira
desenvolvida disponiveis para estudo e impedird a andlise
fenotipica. Com a estratégia condicional, foi-se capaz de
atrasar a expressao do transgene de miR-208 no ratinho
transgénico duplo onde a sobre-expressao de miR-208 inicial

provou ser letal.

Analise

A anadlise especifica conduzida depende de como o0s
fenétipos sdo manifestados. Em geral, usando-se métodos
histoldégicos e bioguimicos para caracterizar os fendtipos
potenciais no embrido em desenvolvimento e/ou adulto é
aceitdvel. Coracgdes sdo examinados para anormalidades
graves e seccionados para andlise histoldgica para
identificar mais potencialmente defeitos de desenvolvimento
sutis. As possibilidades para defeitos sdo inumerdveis e
podem incluir qualquer espécie de formagdo defeituosa de
septo a A&trio espessado. E igualmente possivel gque o
fendétipo possa ser um defeito de contractilidade que pode

ser caracterizado por estudos electrofisioldgicos.
EXEMPLO 11
A identificacdo de alvos moleculares directos de miR-

208 facilita a compreensao do mecanismo que fundamente sua

fungdo bioldgica. Progndsticos alvo sédo utilizados para
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complementar observagdes relacionadas a investigacdo da

funcao de miR-208 em modelos de ratinho in vitro e in vivo.

Sem desejar estar limitado pela teoria, criou-se uma
hipdtese de que a expressdo de Thrapl é regulada por miR-
208. A UTR 3' de Thrapl contém dois locais de ligacdo de
miR-208 previstos (Figura 18). 0s dois alvos estéo
localizados ~80 pb a jusante do codé&o de parada de Thrapl e
estdo separados entre si por apenas ~50 pb. Ambos os alvos
sdao perfeitamente complementares com a regido de semente de
miR-208. O gene Thrapl codifica uma subunidade de 240 kd do
complexo de  TRAP (proteina receptora de hormona da
tiredide) que ¢é ubiquitariamente expressa’. TRAP & um
complexo de proteina de multisubunidade que é um
coactivador para receptores nucleares. TRAP foi
inicialmente caracterizada para receptor nuclear da hormona
da tiredide’. Thrapl nado foil caracterizado, mas defeitos
em outras subunidades de TRAP mostraram afectar a
sinalizagdo do receptor nuclear. A ablacdo do gene de
TRAP22 0 em ratinhos prejudicaram o desenvolvimento do
sistema nervoso e do coragdo, enquanto que hombélogos de
Drosophila de TRAP23 0 e TRAP24 (0 sédo exigidos para o

desenvolvimento do disco olho-antena adequado’™’°.

Mutacodes
num gene altamente similar a Thrapl, chamado de Thrap2,
foram encontradas em pacientes com defeito do coracéo
congénito, Transposition of the Great Arteries’’. Assim, os
membros da familia TRAP sao importantes para o
desenvolvimento adequado. Tem-se um interesse particular no
Thrapl como um alvo de miR-208, uma vez que sabe-se que a
hormona da tiredide exerce efeitos profundos na

contractilidade cardiaca.
A hormona da tiredide estd ligada a troca da isoforma

da miosina cardiaca. Em cardiomidcitos, a hormona da

tiredide causa um acumulo rapido de o-MHC ARNm enguanto
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inibe simultaneamente a expressdo de p-MHC’®'?’. Varios
elementos de resposta tiroidiana atuantes positivos (TREs)
estdao 1localizados no promotor de o-MHC e um meio-TRE
actuante negativo no promotor R—MHC foram

identificados®?? 10,

Os genes o-MHC e [R-MHC estdo dispostos
em tandem no cromossoma 14 e eles codificam duas isoformas
de cadeia pesada de miosina cardiaca que convertem ATP em
trabalho mecdnico a diferentes taxas e sua relacdo de
expressao de proteina afecta a contractilidade dos
sarcémeros cardiacos; o-MHC & "rdpido" enquanto que p-MHC é
"lento". Sua expressdo é regulada de forma desenvolvida. Em
ratinho e rato, B-MHC ¢é predominante na vida fetal
posterior, mas 1imediatamente apds o nascimento, o-MHC
torna-se a isoforma cardiaca adulta predominante. A
transigdo é provavelmente causada pelo surto de hormona da
tirebdide circulante que ©ocorre 1imediatamente apds o
nescimento’. Em animais maiores, como coelhos e humanos,
o—MHC é a isoforma cardiaca adulta predominante.
Entretanto, os promotores dos genes o-MHC e R-MHC séo
altamente conservados entre ratinho e humano, sugerindo que
eles sao regulados de forma similar. Dada a origem de miR-
208 a partir de um intrdo de o-MHC, e sem desejar estar
preso pela teoria, € possivel que o miR-208 actue como um
inibidor especifico a tecido da sinalizacgdo da hormona da
tiredéide num ciclo de resposta negativo para regular a
relacao das isoformas de cadeia pesada de miosina cardiaca

alvejando—-se um componente do complexo TRAP (Figura 19).

A estratégia de rastreio inicial pergunta se a sobre-
expressao de miR-208 regula de regulacdo negativa a
expressado de um gene repdrter portando supostos locais alvo
em sua UTR 3'. Inseriu-se a Thrapl UTR 3' directamente
atrds da sequéncia codificadora de um gene repdrter de
luciferase expresso de forma constitutiva. Os resultados

sugerem que miR-208 alveja Thrapl UTR (Figura 18). Para
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confirmar esta observagdo, mudou-se as regides de semente
de dois supostos locais alvo dentro de Thrapl UTR,
separadamente e em combinacdo. O polinucledétido mudado pode
ser testado para determinar se eles podem aliviar a

repressao mediada por miR-208.

Estudos prévios mostraram que o hormona tiroidiano
activa de maneira transcricional a expressao da cadeia de
oa-MHC e inibe a expressao de R-MHC em cardiomiécitos®® 22102,
Os cardiomidcitos sdo infectados com Ad-208 para determinar
se a expressao de miR-208 inibe a sinalizac¢do da hormona
tiroidiano monitorando-se a transcricdo e os niveis de
proteina de um o-MHC e R-MHC. A inibicdo da expressédo de o-
MHC por miR-208 suportarad indirectamente a hipdtese de que
0o miR-208 alveja um componente da via de sinalizacdo da

hormona da tiredide.

Para também validar os alvos previstos, pode ser
determinado se a expressdo de miR-208 diminui os niveis de
ARNm ou de proteina nos coragdes a partir de modelos de
ratinho transgénico de miR-208 e nocaute de miR-208.
Anticorpos especificos contra as proteinas alvo sé&o
utilizados. Thrapl humano estéd comercialmente disponivel.
Se nao for eficaz em estudos de ratinho, anticorpos

especificos a Thrapl de ratinho sdo desenvolvidos.

Alvos Candidatos Adicionais para miR-208

Além do Thrapl, clonou-se as UTR 3' de quatro outros
alvos previstos de miR-208 de interesse directamente ao
gene de luciferase para estudos repdrteres. As UTR's 3' séao
de SP3 (factor 3 de transcrigdo trans—actuante Sp3), EYA4
(homélogo 4 ausente nos olhos), CSNK2A2 (caseina quinase 2,

polipéptido alfa iniciador) e TTN (Titin).
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A expressdo da proteina SP3 & oposta a expressdo de
miR-208, SP3 ¢ um factor de transcricdo que interage com
uma variedade de promotores contendo GC-Jboxesg!?? 104105 p
proteina SP3 é facilmente detectada em corag¢des do ratinho
fetal, mas ¢ raramente detectdvel no coracdo adulto. Os
padrdes de expressadao opostos de SP3 e miR-208 tornam
expressamente possivel para miR-208 regular a traducdo de

SP3.

EYA4 é um alvo potencial de interesse de miR-208 dada
sua ligacédo estabelecida a patologia no coragdao humano. As
mutagdes foram identificadas em EYA4 humano dgue causam
cardiomiopatia dilatada e falha associada do coracao'’® 1'%,
EYA4 é um coactivador transcricional gue interage com o0s
elementos da familia sine-oculis (Six1-Six6) e factores de
transcricdo Dach levando & activacdo do gene'”®'%?, A
caracterizagao da mutacado humana foi suportada pelo
trabalho em peixe zebra, uma vez que niveis de EYA4
atenuados produzem caracteristicas morfoldgicas e

108

hemodindmicas da falha do coracao Actualmente, nenhum

gene cardiaco potencial de EYA4 foi identificado.

CSNK2A2 é uma proteina serina/treonina guinase
amplamente expressa que foli comprometida na replicacdo de
ADN, regulacdo de transcrigdo basal e induzivel, traducgédo e

controlo de metabolismo'% !,

H& interesse em CSKN2A2 por
seu potencial na regulagcdo de uma variedade de vias

genéticas.

Similar ao EYA4, TTIN & também um candidato alvo de
miR-208 de interesse dado a sua associacdo estabelecida com
a funcgdo cardiovascular e patologia. TTN & uma proteina
sarcomérica gigante expressa tanto em tecido do musculo
cardiaco quanto em musculo esquelético e é importante para

a montagem do sarcdédmero e transmissdo de forga. As mutacgdes
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em TTN foram legadas as cardiomiopatias hipertrédéfica e
dilatadas. Dada a exigéncia da TTN para a funcdo do musculo
cardiaco e esquelético, suspeita-se que o miR-208 regula
fortemente a expressdo da TIN, mas é possivel que um gene
sarcomérico (isto é, a-MHC) possa focar a expressdo de um
outro (isto é, TTN) para ajustar as propriedades

contracteis de cardiomidcitos.

A UTR 3' do gene alvo previsto €& testada pelo ensaio
repérter para determinar se ela confere supressdo mediada
por miR-208. Os genes candidatos sdo também caracterizados
pela mutacdao dos locais alvo previstos e para testar se a
supressdo de miR-208 é diminuida. Apds a seleccgdo repdrter
inicial dos alvos candidatos, os efeitos da sobre-expressao
de miR-208 in vitro usando-se células de cardiomidcito sob
a expressdo do gene candidato na transcrigcdo e niveis de
proteina sdo analisados. A relevancia bioldgica de alvos
verificados ¢é estudada in vivo usando-se o0s modelos de
ratinho transgénico induzivel e nocaute de miR-208. A
andlise dos alvos de miR-208 potenciais in vitro e in vivo
pode validar as previsdes de alvo e confirma sua relevancia
bioldégica a fim de compreender as vias genéticas reguladas

por miR-208 no coracgao.

EXEMPLO 12

Masculos esqueléticos sédo danificados e reparados
repetidamente por toda a vida. A regeneragao muscular
mantém a funcdo locomotora durante o envelhecimento e
retarda a aparéncia dos sintomas clinicos em doengas
neuromusculares, tais como distrofia muscular de Duchenne.
Esta capacidade para reparo de tecido € conferida por um
subconjunto de células como células estaminais chamadas de
células satélites localizadas entre a lé&mina basal e o

sarcolema das miofibras maduras. Sob dano, as células
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satélites entram outra vez no ciclo celular, proliferam-se,
e entdao saem do ciclo celular ou para renovar o conjunto de
célula satélite quiescente ou para diferencial em miofibras
maduras. Tanto o programa de proliferacdo celular quanto o
programa de diferenciagdo células s&o essenciais para a

miogénese.

O assunto presentemente divulgado fornece dados dque
demonstram que os miARNs sao responsaveis pela proliferacdo

e diferenciacdo de células musculares.

Métodos

A  cardiotoxina foi injectada em musculos tibiais
anteriores (TA) de ratinhos C57BL/6 machos de seis semanas
de vida de acordo com Yan et al''®. 0Os misculos foram
colhidos 3 dias apds a injeccédo. Musculos TA nao injectados
foram usados como controlo. ARN total foi extraido do
masculo TA e 5 pg foram usados para andlise de microarranjo

de microARNs.

Resultados

As Figuras 20A e 20B mostram os dados de expressao do
arranjo de miARN de musculo tibial anterior (TA) injectado

com cardiotoxina (Danificado) ou nao injectado (controlo).

Os dados de log normalizados (base 2) foram
hierarquicamente aglomerados pelo gene e sao colocados em
grafico como um mapa de calor. O intervalo de sinal era de
-4 vezes a +4 vezes. Sombreamento claro denota alta
expressdo e sombreamento escuro denota baixa expressdo, em
relacdo ao valor médio. A Figura 20A mostra miARNs que séo
regulados de regulacdo negativa em musculo danificado e a

Figura 20B mostra miARNs que sao regulados de regulacéao
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positiva em masculo danificado.

EXEMPLO 13

As células satélites de muasculo esquelético sdo um
grupo de pequenas células mononucleares posicionadas entre
a membrana plasmdtica e a lamina basal circundante de
fibras musculares multinucleares maduras. As células
satélites tém sido hd& muito tempo consideradas como as
células precursoras do musculo esquelético adulto.
Evidéncia recente sustenta a nogdao de gque as células
satélites sdo heterogéneas e possuem potencial semelhante a
célula estaminal. Estas células sd&o mantidas num estado
quiescente, mas uma vez activadas, 1rdo se proliferar
extensivamente para formar um conjunto de mioblastos dque
irdo se diferenciar e regenerar ou reparar o tecido

muscular.

As vias genéticas e mecanismos moleculares que mantém
as células satélites em seu estado guiescente inactivo sob
condig¢des normais, assim como a maneira pela gqual eles se
tornam activados em resposta ao lesdo muscular ©para
facilitar a regeneragao muscular estdo comegando a ser
reveladas. Pax3 e Pax7, membros de uma familia de factores
de transcrigdo box pareados/homeodominio, demonstraram
executar papéis importantes, ainda distintos, na mediacgao
de processo de regeneracao de musculo esquelético
relacionado & célula satélite. E menos claro, entretanto,
como a expressao das proteinas Pax € regulada durante o
curso da manutencdo e activacdo da célula satélite. De
maneira intrigante, a expressao de Pax3 e Pax7 é regulada
de regulacgdo negativa na diferenciacdo de mioblastos. De
maneira mais importante, a sobre-expressdo ectdépica de Pax3
ou Pax7 em mioblastos C2Cl2 bloqueia sua diferenciacao.

Estas observagdes sugerem que o status de agquiescéncia da
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célula satélite e a auto-renovacéao assim como a
proliferacdo e diferenciacdo de mioblastos estd sob

controlo transcricional e pds-transcricional rigido.

Além disso, o factor neurotrdéfico derivado de cérebro
(BDNF') €& expresso nas células satélites de musculo
esquelético e inibe a diferenciacdo miogénica. Foi
descoberto e é agora divulgado no presente documento que
tanto Pax’7 quanto BDNF sd&o supostos alvos reguladores para
miR-1/206, implicando que o miR-1/206 executa um papel
vital na regulagdo da célula satélite do musculo

esquelético.

Sobre-expressao de miARN estabelecida e sistema de deteccgéo

em células satélites

A fim de sobre-expressar de forma eficiente os miARNs
em células satélites ectopicamente, um sistema de sobre-
expressao com base retroviral foi adaptado. As sequéncias
gendmicas que flanqueiam miR-1 e miR-206 (em torno de 300-
400 pb) sdo flanqueadas com um dador de splice (SD) e um
aceptor de splice (SA) dentro de um vector de retrovirus
derivado de virus de célula estaminal de murina (MSCV) em
gque uma sequéncia codificadora de proteina fluorescente
verde (GFP) ¢é localizada a Jjusante da sequéncia de miARN-
SDSA. Desta forma, ambos miR-1/206 e GFP serdo expressos
simultaneamente e a expressdao de GFP servird como uma

excelente indicacédo da expressdo de miR- 1/206 (Figura 23).

A fim de monitorar a expressao e o efeito inibidor de
miARNs em células satélites, criou-se um "sensor de miARN"
em que a expressdo de um gene dsRed esta sob controlo
transcricional de um promotor CMV activo de forma
constitutiva. A sequéncia complementar do miR-1/206 estava

ligada a 3' de um gene repdrter dsRed e inserida num vector
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de retrovirus derivado de MSCV de forma que um miARN ira
reprimir a tradugdo da proteina dsRed (Figura 22). Usando-
se este sistema, pode-se detectar de forma precisa a
expressdo e o efeito inibitério de um miARN em células
satélites, que fornece ferramentas poderosas para também

estudar a funcdo de miARNs no musculo esquelético.

Pax7 e BDNF sdo alvos reguladores de miR-1/2 06 em células

satélites

Descobriu-se que o0s genes Pax7 e BDNF contém locais
alvo de miR-1/206 altamente conservados em suas UTRs 3!
(Figuras 24, 25 e 26). Estas sequéncias UTR 3' foram
clonadas num repdrter de luciferase e foi testado se elas
podem ser reprimidas pelos miARNs. Conforme mostrado na
Figura 24, tanto miR-1 quanto miR-206 reprimem
potencialmente estes repdrteres. A repressdo mediada por
miARN é anulada quando as sequéncias de ligacdo de miARN
conservadas foram mudadas, indicando a especificidade da
repressdo. Estes dados sugerem que miR-1/2 06 podem
controlar a proliferacdo e diferenciacdo das células
musculares e/ou seus precursores reprimindo genes alvo

importantes.

Isolamento de células satélites a partir de miofibras de

musculo esquelético Gnico

As células satélites sédo células progenitoras de
musculo esquelético adulto respondedoras ao desenvolvimento
pbés—-natal e regeneracdo. Sem desejar estar limitado pela
teoria, hé& a hipdtese de que os miARNs sdo também
reguladores de células satélites. Para testar @esta
hipdétese, comecou-se isolando-se as células satélites de
musculo esquelético do membro posterior ou diafragma de

ratinhos neonatais e adultos. Foi-se <capaz de 1isolar
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células satélites de miofibras unicas, que produz populacao
de célula satélite mais pura e fornece resultados
reproduziveis. Estas células satélites podem ser mantidas
num estado n&o diferenciado gquando bFGF estava incluido no
meio de cultura, em que a expressao de Pax7 e outros
marcadores de células satélites podem ser detectados.
Entretanto, elas podem ser induzidas para diferenciarem em
mioblastos e miotubos sob remocao do factor de crescimento
bFGF, 1imitam exactamente o processo de diferenciacao do

masculo esquelético in vitro (Figura 28).

miR-1/206 inibe a proliferacdo de células satélites

Para definir a fungdo de miR-1/206 em células
progenitoras de musculo esquelético, as células satélites
isoladas de miofibras dunicas de ratinhos adultos sé&o
plagqueadas em placas de cultura de tecido de 24 pogos e
miR-1/206 é introduzido nas células usando-se um retrovirus
baseado no vector SDSA. A expressdo e actividade de miARNs
expressos ectopicamente sdo monitoradas de varias formas:
Andlise da coloracdo no Norte foi aplicada para detectar e
medir quantitativamente a expressdo de miR-1. A actividade
de miR-1/206 €& também monitorada usando-se repdrteres
"sensores" em que a sequéncia complementar para miR-1/206 é

clonada na regido 3' em direcgdo a um gene repdrter dsRed.

Para o0s ensaios de proliferacdo, a cultura de célula
satélite foi marcada com BrdU 1 hora antes da colheita. As
células foram entdo fixadas e a proliferacdo das células
foi medida pela contagem de células coradas positivas para
BrdU. Conforme mostrado na Figura 27, a sobre-expressao de

miR-1/206 em células satélites inibe sua proliferacéo.

miR-1/206 aumenta a diferenciacdo de células satélites
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Para diferenciacdo da andlise cinética, as células
satélites de miofibras unicas foram plagqueadas em placas de
24 pogos revestidas com colagénio em DMEM adicionado com
FBS 20% e 10 ng/mL de bFGF. As células foram plagueadas a
uma densidade em torno de 5 X 10° células/cm® e infectadas
com retrovirus de miR-1/206 ou retrovirus de controlo. Uma
vez que o0 DbFGF é removido do meio de cultura, as células
satélite sairdo espontaneamente do ciclo celular e se
diferenciardo. Conforme mostrado nas Figuras 28 e 29, a
sobre-expressdo de miR-1/206 aumenta a diferenciacgdo de

células satélite e acelera sua cinética de diferenciacgdo.

Em resumo, os dados expostos no presente Exemplo
demonstram que miR-1 e miR-206 executam um importante papel
no controlo do processo de proliferacdo e diferenciacédao de
célula satélite de musculo esquelético. Dada a funcéo
importante das células satélites no processo de regeneracgdo
e reparo de musculo esquelético, é sugerido, e sem desejar
estar limitado pela teoria, que miR-1, miR-206 e miR-133
sdo importantes para regeneracdo do musculo esquelético

(Figura 30).

Referéncias

As referéncias listadas abaixo assim como todos as
referéncias citadas na memdria descritiva estdo no presente
documento incorporadas por referéncia a extensdo em que
suplementam, explicam, fornecem uma fundamentagdo para ou
ensinam metodologia, técnicas e/ou composig¢gdes utilizadas

no presente documento.

1. Bartel, D.P., MicroARNs: genomics, biogenesis,
mechanism, and function. Cell 116, 281-97 (2004).

2. Ambros, V. The functions of animal microRNAs. Nature

118



EP1969125B1

431, 350-5 (2004).

3. Lee, R.C., Feinbaum, R.L. e Ambros, V., The C. elegans
heterochronic gene 1lin-4 encodes small RNAs with antisense
complementarity to 1lin-14. Cell 75, 843-54 (1993).

4. Wightman, B., Ha, I. & Ruvkun, G., Posttranscriptional
regulation of the heterochronic gene 1in-14 Dby 1in-4
mediates temporal pattern formation in C. elegans. Cell 75,
855-62 (1993).

5. Chen, C. Z2., Li, L., Lodish, H. F. e Bartel, D.P.,
MicroRNAs modulate hematopoietic lineage differentiation.
Science 303, 83-6 (2004).

6. He, L. et al, A microRNA polycistron as a potential
human oncogene. Nature 435, 828-33 (2005).

7. Giraldez, A.J. et al, MicroRNAs regulate brain
morphogenesis in zebrafish. Science 308, 833-8 (2005).

8. Zzhao, Y., Samal, E. e Srivastava, D., Serum response
factor regulates a muscle-specific microRNA that targets
Hand2 during cardiogenesis. Nature 436, 214-20 (2005).

9. Thomson, J. M., Parker, J., Perou, C. M. e Hammond, S.
M., A custom microarray platform for analysis of microRNA
gene expression. Nat Methods 1, 47-53 (2004).

10. Blau, H. M. et al, Plasticity of the differentiated
state. Science 230, 758-66(1985).

11. Soulez, M. et al, Growth and differentiation of C2

myogenic cells are dependent on serum response factor. Mol
Cell Biol 16, 6065-74 (1996).

119



EP1969125B1

12. Lu, J., McKinsey, T. A., Zhang, C. L. e Olson, E. N.,
Regulation of skelectal myogenesis by association of the
MEF2 transcription factor with class Iz histone
deacetylases. Mol CellQ, 233-44 (2000).

13. Lee, R. C. e Ambros, V., An extensive class of small

RNAs in Caenorhabditis elegans. Science 294, 862-4 (2001).

14. Lagos—-Quintana, M. et al, Identification of tissue-

specific microRNAs from mouse. CurrBiol 12, 735-9 (2002).

15. Sempere, L. F. et al, Expression profiling of
mammalian microRNAs uncovers a subset of brain-expressed
microRNAs with possible roles in murine and human neuronal

differentiation. Genome Biol 5, R13 (2004).

16. Wienholds, E. et al, MicroRNA expression in zebrafish

embryonic development. Science 309, 310-1 (2005).

17. Mansfield, J. H. et al, MicroRNA-respondedore 'sensor'
transgenes uncover Hox-like and other developmentally
regulated patterns of vertebrate microRNA expression. Nat
Genet 36, 1079-83 (2004).

18. Hutvagner, G., Simard, M. J., Mello, C. C. e Zamore,
P. D., Sequence-specific inhibition of small RNA function.
PLoS Biol 2, E98 (2004).

19. Meister, G., Landthaler, M., Dorsett, Y. e Tuschl, T.,
Sequence-specific inhibition of microRNA- and siRNA-induced
RNA silencing. Rna 10, 544-50 (2004).

20. Lewis, B. P., Shih, I. H., Jones-Rhoades, M. W.,

Bartel, D. P. e Burge, C. B., Prediction of mammalian
microRNA targets. Ceil 115, 787-98 (2003).

120



EP1969125B1

21. Kiriakidou, M. et al, A  combined computational-
experimental approach predicts human microRNA targets.
Genes Dev 18, 1165-78 (2004).

22. Krek, A. et al, Combinatorial microRNA target
predictions. Nat Genet 37, 495-500 (2005).

23. McKinsey, T. A., Zhang, C. L., Lu, J. e Olson, E. N.,
Signal-dependent nuclear export of a histone deacetylase
regulates muscle differentiation. Nature 408, 106-11
(2000) .

24. Wang, D. et al, Regulation of cardiac growth and
development by SRF and its cofactors. Cold Spring Harb Symp
Quant Biol 67, 97-105 (2002).

25. Li, S. et al, Requirement for serum response factor
for skelectal muscle growth and maturation revealed by
tissue-specific gene delection in mice. Proc Natl Acad Sci
USA 102, 1082-7 (2005).

26. Wang, D. et al, Activation of cardiac gene expression
by myocardin, a transcriptional cofactor for serum response
factor. Cell 105, 851-62 (2001).

27. Cao, D. et al, Modulation of smooth muscle gene
expression by association of histone acetyltransferases and
deacetylases with myocardin. Mol Cell Biol 25, 364-76
(2005) .

28. Kroll, K. L. e Amaya, E., Transgenic Xenopus ewbryos
from sperm nuclear transplantations reveal FGF signaling
requirements during gastrulation. Development 122, 3173-83
(1996) .

121



EP1969125B1

29. Conlon, F. L., Sedgwick, S. G., Weston, K. M. e Smith,
J. C., Inhibition of Xbra transcription activation causes
defects in mesodermal patterning and reveals auto
regulation of Xbra in dorsal mesoderm. Development 122,
2421-35 (1996).

30. Brown, D. D. et al, Tbx5 and Tbx20 act synergistically
to control vertebrate heart morphogenesis. Development 132,

553-63 (2005).

31. Freier et al. (1986) Proc Natl Acad Sci USA 83:9373-
9377.

32. Turner et al, (198 7) Cold Spring Harb Symp Quant Biol
L11:123-133.

33. Smith e Waterman (1981) AdvAppI Math 2:482-489.

34. Needleman e Wunsch (1970) J Mol Biol 48:443-453.

35. Pearson e Lipman (1988) Proc ©Natl Acad Sci USA
85:2444-2448.

36. Ausubel et al, ed. (1989) Current Protocols in
Molecular Biology. Wiley, New York, New York, Estados
Unidos da América.

37. Altschul et al, (1990) J Mol Biol 215:403-410.

38. Henikoff e Henikoff, (1992) Proc Natl Acad Sci USA
89:10915-10919.

39. Karlin e Altschul, (1993) Proc Natl Acad Sci USA
90:5873-5877.

122



EP1969125B1

40. Sambrook e Russell, (2001) Molecular Cloning: A
Laboratory Manual. 3% ed. Cold Spring Harbor Laboratory
Press, Cold Spring Harbor, N.Y.

41. Agrawal S., (ed.) Methods in Molecular Biology, volume

20, Humana Press, Totowa, New Jersey, Estados Unidos da

América.
42. Tijssen, (1993) Laboratory Technioues in Biochemistry
and Molecular Biology - Hybridization with Nucleic Acid

Probes. Elsevier, New York, Estados Unidos da América.

43. Tibanyenda et al, (1984) Eur J Biochem 13 9:19-27.

44, Ebel et al, (1992) Biochem 31:12083-12086.

45, Goeddel, (1990) Gene Expression Technology. Methods in
Enzymology. Volume 185, Academic Press, San Diego,
Califdérnia, Estados Unidos da América.

46. Silhavy, (1984) Experiments with Gene Fusions. Cold
Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, New York,
Estados Unidos da América.

47. Glover e Hames, (1995) ADN Cloning: A Practical

Approach. 2% ed. IRL Press at Oxford University Press,
Oxford, New York.

48. Adelman et al, (1983) ADN 2:183-193.
49, Lee, R. C, Feinbaum, R. L., e Ambros, V. (1993). The
C. elegans heterochrony gene 1in-4 encodes small RNAs with

antisense complementarity to 1lin-14. Cell 75, 843-854.

50. Wightman, B., Ha, I., e Ruvkun, G., (1993).

123



EP1969125B1

Posttranscriptional regulation of the heterochronic gene
1lin-14 Dby 1lin-4 mediates temporal pattern formation in C.
elegans. Cell 75, 855-862.

51. Lee, Y., Kim, M., Han, J., Yeom, K. H., Lee, S., Baek,
S. H., e Kim, V. N., (2004), MicroRNA genes are transcribed
by RNA polymerase II. Embo J 23, 4051-4060.

52. Bracht, J., Hunter, S., FEachus, R., Weeks, P., e
Pasguinelli, A. E., (2004), Trans-splicing and

polyadenylation of let-7 microRNA primary transcripts. Rna
10, 1586-1594.

53. Rodriguez, A., Griffiths-Jones, S., Ashurst, J. L., e
Bradley, A., (2004), Identification of mammalian microRNA
host genes and transcription units. Genome Res 14, 1902-
1910.

54, Lee, Y., Ahn, C, Han, J., Choi, H., Kim, J., Yim, J.,
Lee, J., Provost, P., Radmark, 0., Kim, S., e Kim, V. N.,
(2003), The nuclear RNase III Drosha initiates microRNA
processing. Nature 425, 415-419.

55. Basyuk, E., Suavet, F., Doglio, A., Bordonne, R., e
Bertrand, E., (2003), Human let-7 stem—-loop pPrecursors
harbor features of RNase III cleavage products. Nucleic
Acids Res 31, 6593-6597.

56. Lund, E., Guttinger, S., Calado, A., Dahlberg, J. E.,
e Kutay, U., (2004), Nuclear export of microRNA precursors.
Science 3 03, 95-98.

57. Yi, R., Qin, Y., Macara, I. G., e Cullen, B. R.,

(2003), Exportin-5 mediates the nuclear export of pre-
microRNAs and short hairpin RNAs. Genes Dev 17, 3 011-3

124



EP1969125B1

016.
58. Yi, R., Doehle, B. P., Qin, Y., Macara, I. G., e
Cullen, B. R., (2005), Overexpression of exportin 5

enhances RNA interference mediated by short hairpin RNAs
and microRNAs, Rna 11, 220-226.

59. Bohnsack, M. T., Czaplinski, K., e Gorlich, D.,
(2004), Exportin 5 1s a RanGTP-dependent dsRNA-binding
protein that mediates nuclear export of pre-miRNAs. Rna 10,
185-191.

60. Gwizdek, C, Ossareh-Nazari, B., Brownawell, A. M.,
Evers, S., Macgara, I. G., e Dargemont, cC., (2004),
Minihelix-containing RNAS mediate exportin-5-dependent
nuclear export of the double-stranded RNA-binding protein
ILF3. J Biol Chem 279, 884-891.

61. Grishok, A., Pasquinelli, A. E., Conte, D., Li, N.,
Parrish, S., Ha, I., Baillie, D. L., Fire, A., Ruvkun, G.,
e Mello, C. C., (2001), Genes and mechanisms related to RNA
interference regulate expression of the small temporal RNAs
that control C. elegans developmental timing. Cell 106, 23-
34.

62. Hutvagner, G., McLachlan, J., Pasquinelli, A. E.,
Balint, E., Tuschl, T., and Zamore, P. D., (2001), A
cellular function for the RNA-interference enzyme Dicer in
the maturation of the let-7 small temporal RNA. Science
293, 834-838.

63. Ketting, R. F., Fischer, S. E., Bernstein, E., Sijen,
T., Hannon, G. J., e Plasterk, R. H. (2001). Dicer
functions in RNA interference and in synthesis of small RNA

involved in developmental timing in C. elegans. Genes Dev

125



EP1969125B1

15, 2654-2659.

64. Schwarz, D. S., Hutvagner, G., Du, T., Xu, Z., Aronin,
N., e Zamore, P. D., (2003), Asymmetry in the assembly of
the RNAi enzyme complex. Cell 115, 199-208.

65. Khvorova, A., Reynolds, A., e Jayasena, S. D., (2003),
Functional siRNAs and miRNAs exhibit strand bias. Cell 115,
209-216.

66. Pillai, R. S., Artus, C. G., e Filipowicz, W., (2004),
Tethering of human go proteins to RNAm mimics the miRNA-
mediated repression of protein synthesis. Rna 10, 1518-
1525.

67. Doench, J. G., e Sharp, P. A., (2004), Specificity of
microRNA target selection in translational repression.
Genes Dev 18, 504-511.

68. Bartel, D. P., (2004), MicroRNAs: genomics,

biogenesis, mechanism, and function. Cell 116, 281-297.

69. Bernstein, E., Kim, S. Y., Carmell, M. A., Murchison,
E. P., Alcorn, H., Li, M. Z., Mills, A. A., Elledge, S. J.,
Anderson, K. V., e Hannon, G. J., (2003), Dicer 1is

essential for mouse development. Nat Genet 35, 215-217.

70. Harfe, B. D., McManus, M. T., Mansfield, J. H.,
Hornstein, E., e Tabin, C. J., (2005), The RNaselll enzyme
Dicer is required for morphogenesis but not patterning of
the vertebrate limb. Proc Natl Acad Sci USA.

71. Giraldez, A. J., Cinalli, R. M., Glasner, M. E.,

Enright, A. J., Thomson, J. M., Baskerville, S., Hammond,
S. M., Bartel, D. P., e Schier, A. F., (2005), MicroRNAs

126



EP1969125B1

regulate brain morphogenesis 1in zebrafish. Science 3 08,
833-838.

72. Poy, M. N., Eliasson, L, Krutzfeldt, J., Kuwajima, S.,
Ma, X., Macdonald, P. E., Pfeffer, S., Tuschl, T.,
Rajewsky, N., Rorsman, P., e Stoffel, M., (2004), A
pancreatic islet-specific microRNA regulates insulin
secretion. Nature 432, 226-230.

73. Esau, C, Kang, X., Peralta, E., Hanson, E., Marcusson,
E. G., Ravichandran, L. V., Sun, Y., Koo, S., Perera, R.
J., Jain, R., et al, (2004), MicroRNA-143 regulates
adipocyte differentiation. J Biol Chem 279,52361-52365.

74. He, L., Thomson, J. M., Hemann, M. T., Hernando-
Monge, E., Mu, D., Goodson, S., Powers, S., Cordon-Cardo,
Cc, Lowe, S. W., Hannon, G. J., e Hammond, S. M., (2005), A
microRNA polycistron as a potential human oncogene. Nature
435, 828-833.

75. Chen, C. Z., Li, L, Lodish, H. F., and Bartel, D. P.,
(2004), MicroRNAs modulate hematopoietic lineage

differentiation. Science 303, 83-86.

76. Johnston, R. J., e Hobert, O. (2003). A microRNA
controlling left/right neuronal asymmetry in Caenorhabditis
elegans. Nature 426, 845-849.

77. Chang, S., Johnston, R. J., Jr., Frokjaer-Jensen, C,
Lockery, S., e Hobert, 0., (2004), MicroRNAs act
sequentially and asymmetrically to control chemosensory
laterality in the nematode. Nature 430, 785-789.

78. Yekta, S., Shih, I. H., e Bartel, D. P., (2004),
MicroRNA-directed cleavage of HOXB8 RNAm. Science 304, 594-

127



EP1969125B1

596.

79. Mansfield, J. H., Harfe, B. D., Nissen, R., Obenauer,

J., Srineel, J., Chaudhuri, A., Farzan—-Kashani, R., Zuker,
M., Pasquinelli, A. E., Ruvkun, G. et al, (2004), MicroRNA-
respondedore 'sensor' transgenes uncover Hox-like and other
developmental regulated patterns of vertebrate microRNA

expression. Nat Genet 36, 1079-1083.

80. Zhao, Y., Samal, E., e Srivastava, D., (2005), Serum
response factor regulates a muscle-specific microRNA that

targets Hand2 during cardiogenesis. Nature 436, 214- 220.

8l. Lewis, B. P., Shih, I. H., Jones—-Rhoades, M. W.,
Bartel, D. P., e Burge, C. B., (2003), Prediction of
mairunalian microRNA targets. Cell 115, 787-798.

82. John, B., Enright, A. J., Aravin, A., Tuschl, T.,
Sander, C, e Marks, D. S., (2004), Human MicroRNA targets.
PLoS Biol 2, e363.

83. Kiriakidou, M., Nelson, P. T., Kouranov, A., Fitziev,

P., Bouyioukos, C, Mourelatos, Z., e Hatzigeorgiou, A.,

(2004), A combined computational- experimental approach

predicts human microRNA targets. Genes Dev 18, 1165-1178.

84. Krek, A., Grun, D., Poy, M. N., Wolf, R., Rosenberg,
L., Epstein, E. J., MacMenamin, P., da Piedade, I.,
Gunsalus, K. C, Stoffel, M., e Rajewsky, N., (2005),
Combinatorial microRNA target predictions. Nat Genet 37,

495-500.

85. Rajewsky, N., e Socci, N. D., (2004), Computational
identification of microRNA targets. Dev Biol 267, 529-535.

128



EP1969125B1

86. Nicol, R. L, Frey, N., Pearson, G., Cobb, M.,
Richardson, J., e Olson, E. N., (2001), Activated MEKS5
induces serial assembly of sarcomeres and eccentric cardiac

hypertrophy. Embo J 20, 2757-2767.

87. Jones, W. K., Grupp, I. L, Doetschman, T., Grupp, G.,
Osinska, H., Hewett, T. E., Boivin, G., Gulick, J., Ng, W.
A., e Robbins, J., (1996), Ablation of the murine alpha
myosin heavy chain gene leads to dosage effects and
functional deficits in the heart. J Clin Invest 98, 1906-
1917.

88. Liu, P., Jenkins, N. A., e Copeland, N. G., (2003), A
highly efficient recombineering-based method for generating

conditional knockout mutations. Genome Res 13, 476-484.

89. Cotta-de-Almeida, V., Schonhoff, S., Shibata, T.,
Leiter, A., e Snapper, S. B., (2003), A new method for
rapidly generating gene-targeting vectors by engineering
BACs through homologous recombination in bactéria. Genome
Res 13, 2190-2194.

90. Subramaniam, A., Jones, W. K., Gulick, J., Wert, S.,
Neumann, J., . e Robbins, J., (1991), Tissue-specific
regulation of the alpha-myosin heavy chain gene promoter in
transgenic mice. J Biol Chem 266, 24613-24620.

91. Sanbe, A., Gulick, J., Hanks, M. C, Liang, Q.,
Osinska, H., e Robbins, J., (2003), Reengineering inducible
cardiac-specific transgenesis with an attenuated myosin

heavy chain promoter. Circ Res 92, 609-616.
92. Czubryt, M. P., McAnally, J., Fishman, G. I., e Olson,

E. N., (2003), Regulation of peroxisome proliferator-

activated receptor gamma coactivator 1 alpha (PGC-1 alpha)

129



EP1969125B1

and mitochondrial function by MEF2 and HDACS5. Proc Natl
Acad Sci USA 100, 1711-171e.

93. 1Ito, M., Yuan, C. X., Malik, S., Gu, W., Fondell, J.
D., Yamamura, S., Fu, Z. Y., Zhang, X., Qin, J., e Roeder,
R. G., (1999), Identity between TRAP and SMCC complexes
indicates novel pathways for the function of nuclear
receptors and diverse mammalian activators. Mol Cell 3,
361-370.

94. Fondell, J. D., Ge, H., e Roeder, R. G., (19%06),
Ligand induction of a transcriptionally active thyroid
hormone receptor coactivator complex. Proc Natl Acad Sci
USA 93. 8329-8333.

95. Treisman, J., (2001), Drosophila homologues of the
transcriptional coactivation complex subunits TRAP24 0 and
TRAP230 are required for identical ©processes in eye-

antennal disc development. Development 128, 603-615.

%96. Xto, M., Yuan, C. X., Okano, H. J., Darnell, R. B., e
Roeder, R. G., (2000), Involvement of the TRAP220 component
of the TRAP/SMCC coactivator complex in embryonic
development and thyroid hormone action. Mol Cell 5, 683-
693.

97. Muncke, N., Jung, C, Rudiger, H., Ulmer, H., Roeth,
R., Hubert, A., Goldmuntz, E., Driscoll, D., Goodship, J.,
Schon, K., e Rappold, G., (2003), Missense mutations and
gene interruption in PROSIT240, a novel TRAP240-1ike gene,
in patients with congenital heart defect (transposition of
the great arteries). Circulation 108, 2843-2850.

98. Lompre, A. M., Nadai-Ginard, B., e Mahdavi, V. (1984),

Expression of the cardiac ventricular alpha- and beta-

130



EP1969125B1

myosin heavy chain genes 1is developmentally and hormonally
regulated. J Biol Chem 259, 6437-6446.

99. Everett, A. W., Sinha, A. M., Umeda, P. K., Jakovcic,
S., Rabinowitz, M., and Zak, R., (1984), Regulation of
myosin synthesis by thyroid hormone: relative change in the
alpha- and beta-myosin heavy chain RNAm levels in rabbit
heart. Biochemistry 23, 1596-1599.

100. barling, D. S., Carter, R. L, Yen, P. M., Welborn, J.
M., Chin, W. W. e Umeda, P. K., (1993), Different
dimerization activities of alpha and beta thyroid hormone
receptor isoforms. J Biol Chem 268, 10221-10227.

101. Subramaniam, A., Gulick, J., Neumann, J., Knotts, S.,
e Robbins, J., (1993), Transgenic analysis of the thyroid-
respondedore elements in the alpha-cardiac myosin heavy
chain gene promoter. J Biol Chem 268, 4331-4336.

102. Gustafson, T. A., Markham, B. E., Bahl, J. J., e
Morkin, E., (1987), Thyroid hormone regulates expression of
a transfected alpha-myosin heavy-chain fusion gene in fetal
heart cells. Proc Natl Acad Sci USA 84, 3122-3126.

103. Santalucia, T., Boheler, K. R., Brand, N. J., Sahye,
U., Fandos, C, Vinals, F., Ferre, J., Testar, X., Palacin,
M., e Zorzano, A., (1999), Factors involved in GLUT-1
glucose transporter gene transcription in cardiac muscle. J
Biol Chem 274, 17626-17634.

104. Hagen, G., Muller, S., Beato, M., e Suske, G., (1994),
Spl-mediated transcriptional activation 1s repressed by

Sp3. Embo J 13, 3843-3851.

105. Hagen, G., Muller, S., Beato, M., e Suske, G., (1992),

131



EP1969125B1

Cloning by recognition site screening of two novel GT box
binding proteins: a family of Spl related genes. Nucleic
Acids Res 20, 5519-5525.

106. Schonberger, J., Wang, L., Shin, J. T., Kim, S. D.,
Depreux, F. F., Zhu, H., Zon, L, Pizard, A., Kim, J. B.,
Macrae, C. A., et al, (2005), Mutation in the
transcriptional coactivator EYA4 causes dilated
cardiomyopathy and sensorineural hearing loss. Nat Genet
37, 418-422,

107. Wayne, S., Robertson, N. G., DeClau, F., Chen, N.,
Verhoeven, K., Prasad, $S., Tranebjarg, L, Morton, C. C,
Ryan, A. F., Van Camp, G., e Smith, R. J., (2001),
Mutations in the transcriptional activator EYA4 cause late-
onset deafness at the DFNA10 locus. Hum Mol Genet 10, 195-
200.

108. Borsani, G., DeGrandi, A., Ballabio, A., Bulfone, A.,
Bernard, L, Banfi, S., Gattuso, C, Mariani, M., Dixon, M.,
Donnai, D., et al, (1999), EYA4, a novel vertebrate gene

related to Drosophila eyes absent. Hum Mol Genet 8, 11- 23.

109. Bonini, N. M., Leiserson, W. M., e Benzer, S., (1993),
The eyes absent gene: genetic control of cell survival and
differentiation in the developing Drosophila eye. Cell 12,
379-395.

110. Heanue, T. A., Reshef, R., Davis, R. J., Mardon, G.,
Oliver, G., Tomarev, S., Lassar, A. B., e Tabin, C. J..,
(1999), Synergistic regulation of vertebrate muscle
development by Dach2, Eyaz, and Sixl, homologs of genes
required for Drosophila eye formation. Genes Dev 13, 3231-
3243.

132



EP1969125B1

111. Xu, X., Rich, E. S., Jr., e Seldin, D. C., (1998),
Murine protein kinase CK2 alpha': ADNc and genomic cloning

and chromosomal mapping. Genomics 48, 79-86.

112. Pinna, L. A., e Meggio, F., (1997), Protein kinase CK2
("casein kinase-2") and its implication in cell division

and proliferation. Prog Cell Cycle Res 3, 77-97.

113. Granzier, H. L, e Labeit, S., (2004), The giant
protein titin: a major player 1in myocardial mechanics,

signaling, and disease. Circ Res 94, 284-295.

114. Yan et al (2003), J. Biol. Chem. 278(10), 8826-8836.

Serd compreendido que varios pormenores do assunto
presentemente divulgado podem ser modificados sem se
afastar do ambito do assunto presentemente divulgado. Além
disso, a descricdo acima possui propdsito meramente

ilustrativo, e ndo é para o propdsito de limitacéo.

133



EP1969125B1

LISTA DE SEQUENCIAS

<110> University of North Carolina at Chapel Hill Wang, Da-
Zzhi Chen, Jianfu

<120> MICROARNs QUE REGULAM A PROLIFERACAO E DIFERENCIACAO
DE CELULAS MUSCULARES

<130> 421-166 PCT

<150> 60/749.544

<151> 2005-12-12

<160> 82

<170> Patent In versdo 3.3

<210> 1

<211> 21

<212> ARN

<213> Artificial

<220>

<223> miARN sintetizado artificialmente
<400> 1

uggaauguaa agaaguaugu a 21

<210>2

<211> 22

<212> ARN

<213> Artificial

<220>

<223> miARN sintetizado artificialmente
<400> 2

uugguccccu ucaaccagcu gu 22

<210>3

<211> 22

<212> ARN

<213> Artificial

<220>

<223> miARN sintetizado artificialmente
<400> 3

uggaauguaa ggaagugugu gg 22

<210>4

134



EP1969125B1

<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

22
ARN

Artificial

miARN sintetizado artificialmente
4

auvaagacgag caaaaagcuu gu 22

<210>5

<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

22
ARN

Artificial

miARN sintetizado artificialmente
5

aagcugccag uugaagaacu gu 22

<210>6

<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>

<400>6

22
ARN

Artificial

miARN sintetizado artificialmente

misc_feature
(11)..(11)
y pode ser C ou U

misc_feature
(21) ..(21)
y pode ser C ou U

uucaaguaau ycaggauagg yu 22

<210>7

<211>
<212>
<213>

23
ARN

Artificial

135



EP1969125B1

<220>

<223> miARN sintetizado artificialmente
<220>

<221> misc_feature

<222> (10)..(10)

<223> y pode ser C ou U

<220>

<221> misc_feature
<222> (18)..(18)
<223> r pode ser G ou A

<220>

<221> misc_feature
<222> (21)..(21)

<223> k pode ser G ou U
<400> 7

uagcaccauy ugaaaucrgu kuu 23
<210>8

<211> 23

<212> ARN

<213> Artificial

<220>

<223> miARN sintetizado artificialmente

<220>

<221> misc_feature

<222> (1) ..(22)

<223> y pode ser C ou U; k pode ser G ou U; w pode ser U ou
A; m pode ser C ou A; s pode ser G ou C; h pode ser A, C,
ou U; v pode ser G, A, ou C; n pode ser A, G, C, ou U; b
pode ser C, G, ou U

<400> 8

vkuwmaswys shhswyuvnv vbc 23

<210>9

<211> 22

<212> ARN

<213> Artificial

136



EP1969125B1

<220>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>

<400>9

miARN sintetizado artificialmente

misc_feature
(22) ..(22)
y pode ser C ou U

ucacagugaa ccggucucuu uy 22

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

10
22
ARN

Artificial

miARN sintetizado artificialmente
10

ugagaugaag cacuguagcu ca 22

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

11
24
ARN

Artificial

miARN sintetizado artificialmente
11

guccaguuuu cccaggaauc ccuu 24

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

12
21
ARN

Artificial

miARN sintetizado artificialmente
12

uucaaguaau ccaggauagg c 21

<210>
<211>
<212>

13
22
ARN
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<213>
<220>
<223>
<400>

Artificial

miARN sintetizado artificialmente
13

uucaaguaau ucaggauagg uu 22

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

14
21
ARN

Artificial

miARN sintetizado artificialmente
14

uagcaccauc ugaaaucggu u 21

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

15
23
ARN

Artificial

miARN sintetizado artificialmente
15

uagcaccauu ugaaaucagu guu 23

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

16
20
ARN

Artificial

miARN sintetizado artificialmente
16

uagcaccauu ugaaaucggu 20

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

17
22
ARN

Artificial

miARN sintetizado artificialmente
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<400>

17

cuuucagucg gauguuugca gc 22

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

18
22
ARN

Artificial

miARN sintetizado artificialmente
18

uguaaacauc cuacacucag cu 22

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

19
23
ARN

Artificial

miARN sintetizado artificialmente
19

uguaaacauc cuacacucuc agc 23

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

20
22
ARN

Artificial

miARN sintetizado artificialmente
20

uguaaacauc cccgacugga ag 22

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

21
21
ARN

Artificial

miARN sintetizado artificialmente
21

cuuucagucg gauguuuaca g 2 1

<210>

22
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<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

22
ARN

Artificial

miARN sintetizado artificialmente
22

ucacagugaa ccggucucuu uu 22

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

23
22
ARN

Artificial

miARN sintetizado artificialmente
23

ucacagugaa ccggucucuu uc 22

<210>
<211>
<212>
<213>
<400>

24

63

ADN

Homo sapiens
24

CCELCCLTLC tgatcagaac attectictt tactggtcac agccacgtge tcattccatt

ctt
<210>

<211>
<212>
<213>
<400>

25

63

ADN

Pan troglodytes
25

&0

63

CCLCCCEttt tgatcagaac attccttctt tactggtcac agocacgtgc tcattccatt

T
<210>
<211>
<212>
<213>
<400>

26
61
ADN

Mus musculus
26

tgtttottte ctcagaacat tecticttea ctggtcacag ccacgtgetc attecatect

t

63

60

61
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<210>
<211>
<212>
<213>
<400>

27
65
ADN

Rattus rattus

27

tgtttctttc ctcagaacat Lcctteccttc ttcactggtc ccagccacgt gcotcattceca

Lccet

<210>
<211>
<212>
<213>
<400>

28
61
ADN

Canis familiaris

28

[:34]

&5

gttttacttt tcgatcagaa cattccttct ttactggtca cagocatgtg ctcattcecat

L

<210>
<211>
<212>
<213>
<400>

29
64
ADN

Gallus gallus

29

60

6l

tttttacttt cgatacggaa cattectttt ttattagtct cagtcatgta ttcattccat

tcLe
<210>

<211>
<212>
<213>
<400>

30
23
ADN
Homo
30

gctcctgggt

<210>
<211>
<212>
<213>
<400>

31
22
ADN
Homo
31

ttagcttacc

<210>
<211>

32
26

sapiens

tggagggaac cac 23

sapiens

caatgggacc gt 22

60

64
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<212> ADN

<213> Rattus rattus

<400> 32

ggggctcttg ggttgaaggg aaccac 26
<210> 33

<211> 22

<212> ADN

<213> Rattus rattus

<400> 33

ttagcttacc caatgggacc gt 22
<210> 34

<211> 83

<212> ARN

<213> Mus musculus

<400> 34

Juccuuugac gggugagoul LBuggeceggg unauaccuga cacucacgua uaagacgage

aaaaagcuug uvuggucagag gag

<210> 35

<211> 83

<212> ARN

<213> Mus musculus

<400> 35
vucouuugac gggugagouu uuggeeegygg utlauaccuga’ cacucacgua uaagacgagc

aaaaagcuug uuggucagaqg gag
<210> 36

<211> 83

<212> ARN

<213> Rattus rattus
<400> 36

vuccuLugase gggugageuu uuggocegygg uuauacCuga cucucacgua uaagacgage
aaaaagcuug wuggucagag gag
<210> 37

<211> 71

<212> ARN

<213> Homo sapiens

60

83

60

‘83

60

a1
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<400> 37

ugacgggcga gouuuuggeos ggguuauac cugaugouca cguauaagac gagcaaaaag
cuuguuggue a

<210> 38

<211> 24

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 38

Cuaaaauaua uguaaucguc uuaa 24
<210> 39

<211> 24

<212> ARN

<213> Mus musculus

<400> 39

Cuaaaauaua uguaaucguc uuaa 24
<210> 40

<211> 32

<212> ADN

<213> Mus musculus

<400> 40

accaaatgca tcctcctcca cattccttge tc 32
<210> 41

<211> 31

<212> ADN

<213> Mus musculus

<400> 41

gtcccagcca agggagcaac attccaacgc t 31
<210> 42

<211> 21

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> sonda de miR-1

<400> 42

tacatacttc tttacattcc a 21

60

71
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<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

43
22
ADN

Artificial

sonda de miR-133
43

acagctggtt gaaggggacc aa

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

44
20
ADN

Artificial

sonda de regulacao
44

catgtgaccc ctcacacaca 20

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

45
20
ADN

Artificial

sonda de regulacao
45

acaaggggag cctggatccc 20

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

46
22
ADN

Artificial

sonda de regulacgéao
46

ggacatatgc ctaaacacgt ga

<210>
<211>
<212>

477
20
ADN

22

positiva miR-133a-1

negativa miR-133a-1

positiva miR-133a-2

22
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<213>
<220>
<223>
<400>

Artificial

sonda de regulacgéao
47

gaaacatctt tatccagttt 20

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

48
22
ADN

Artificial

sonda de regulacao
48

agactgagac acaggcgaca cc

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

49
22
ADN

Artificial

sonda de regulacao
49

tgccggtcca tcggtccatt gce

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

50
20
ADN

Artificial

sonda de regulacgéao
50

cactggatcc attactcttc 20
<210>51

<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

20
ADN

Artificial

sonda de regulacao

negativa miR-133a-2-

positiva miR-1-2-

22

negativa miR-1-2-

22

positva miR-1-1-

negativa miR-1-1-
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<400>

51

ttggaatggg gctgttagta 20

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

52
43
ADN

Artificial

sonda de regulacao positiva miR-I1mut-
52

tgaacattca gtgctataaa gaagtatgta ttttgggtag gta 43

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

53
43
ADN

Artificial

sonda de regulacdo negatuva miR-Imut-
53

tacctaccca aaatacatac ttctttatag cactgaatgt tca 43

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

54
48
ADN

Artificial

sonda de regulacdo positiva miR-133mut-
54

aatcgcctcect tcaatggatt tgtcaaccag ctgtagctat gcattgat

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

55
48
ADN

Artificial

sonda de regulacdo negativa miR-133mut-
55

atcaatgcat agctacagct ggttgacaaa tccattgaag aggcgatt

<210>

56

48

48
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<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

42
ARN

Artificial

diuplice de miR-1 sintetizado artificialmente
56

uggaauguaa agaaguaugu acauacuucu uuacauucca ua 42

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

57
42
ARN

Artificial

duplice de miR-1-mut sintetizado artificialmente

57

uuaaccauaa agaaguaugu acauacuucu uuaugguuaa ua 42

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

58
44
ARN

Artificial

diuplice de miR-133 sintetizado artificialmente
58

uugguccccu ucaaccagcu guagcugguu gaaggggacc aaau 44

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

64
32
ARN

Artificial

2'"-0-metil-miR-208 sintetizado artificialmente
64

gaccaacaag cuuuuugcuc gucuuauacg ug 32

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

65
22
ARN

Artificial
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<220>

<223> 2'-0-metil-GFP sintetizado artificialmente
<400> 65

aaggcaagcu gacccugaag uu 22

<210> 66

<211> 21

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> HDAC4-UTR-de regulacéo positiva sintetizado
artificialmente

<400> 66

cagcactggt gatagacttg g 21

<210> 67

<211> 23

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> HDAC4-UTR-de regulacéo negativa sintetizado
artificialmente

<400> 67

cttaagaata agttcaataa gac 23

<210> 68

<211> 20

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> SRF-UTR-de regulacéao positiva sintetizado
artificialmente

<400> 68

agatatgggg gcttgtgccc 20

<210> 59

<211> 44

<212> ARN

<213> Artificial
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<220>

<223> duplice de miR-133-mut sintetizado artificialmente
<400> 59

ucaaguaacu ucaaccagcu guagcugguu gaaguuacuu gaau

44

<210> 60

<211> 44

<212> ARN

<213> Artificial

<220>

<223> duplice de miR-208 sintetizado artificialmente
<400> 60

auaagacgag caaaaagcuu guaagcuuuu ugcucgucuu auac 44
<210>61

<211> 44

<212> ARN

<213> Artificial

<220>

<223> duplice de GFP sintetizado artificialmente
<400> 61

aacuucaggg ucagcuugcc uuggcaagcu gacccugaag uugg 44
<210> 62

<211> 28

<212> ARN

<213> Artificial

<220>

<223> 2'-0-metil-miR-1 sintetizado artificialmente
<400> 62

aaauacauac uucuuuacau uccauagc 28

<210> 63

<211> 31

<212> ARN

<213> Artificial

<220>

<223> 2'-0-metil-miR-133 sintetizado artificialmente
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<400> 63

agcuacagcu gguugaaggg gaccaaaucc a 31
<210> 69

<211> 20

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> SRF-UTR-de regulacgéo negativa sintetizado
artificialmente

<400> 69

ctgggagaaa gggggtagac 20

<210> 70

<211> 21

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> iniciador de Miogenina F PCR sintetizado
artificialmente

<400> 70

tggagctgta tgagacatcc ¢ 21

<210> 71

<211> 21

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> iniciador de Miogenina R PCR sintetizado
artificialmente

<400> 71

tggacaatgc tcaggggtcc c 21

<210> 72

<211> 20

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> iniciador de MyoD F PCR sintetizado artificialmente
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<400>

72

gcaggctctg ctgcgcgacc 20

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

73
23
ADN

Artificial

iniciador de MyoD R PCR sintetizado artificialmente
73

tgcagtcgat ctctcaaagc acc 23

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

74
19
ADN

Artificial

iniciador de actina-esquelética F PCR sintetizado

artificialmente

<400>

74

cagagcaagc gaggtatcc 19

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

75
19
ADN

Artificial

iniciador de actina-esquelética R PCR sintetizado

artificialmente

<400>

75

gtccccagaa tccaacacg 19

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

76
21
ADN

Artificial

iniciador de MEF2D F PCR sintetizado artificialmente
76
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caagctgttc cagtatgcca g 21

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

aagggatgat gtcaccaggg 20

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

77
20
ADN

Artificial

iniciador de MEF2D R PCR sintetizado artificialmente

77

78
30
ADN

Artificial

iniciador HDAC4
78

gagagaattc tgctagcaat

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

79
34
ADN

Artificial

iniciador HDAC4
79

gagactcgag ctatgcaggt

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

80
21
ADN

Artificial

iniciador SRF F
80

gtccccatgce agtgatgtat

<210>
<211>

81
20

F PCR sintetizado artificialmente

gagctcccaa 30

R PCR sintetizado artificialmente

tccaagggca gtga 34

PCR sintetizado artificialmente

g

21

152



EP1969125B1

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> iniciador SRF R PCR sintetizado artificialmente
<400> 81

gtagctcggt gaggttgctg 20

<210> 82

<211> 2620

<212> ADN

<213> Mus musculus

<400> 82

gagcaagttt cactagggcc acacagtatc attgageact gagegbtggaa ggagacagat el
gggccacgtt tctcctecct cttbtetagee ttecttetee ctccctttte ttatacatta 120
catcctggey gcagttitce ctceccterac tcoctcoccagt teocttcoccca cttecattet 180
cccccégatc cattcetett atgccoccocec cccocaagag caggectttcoe atgaatacec 240
accaaacatyg gcataacaag ttacaataag atcaggaaca aaccctcata tcaaggctgg 300
atgaggcaac ccaacaggag gaaaagggce ccaagagcag gcaaaaaact cccactgttg 360
tgtcttctgc tagaacacaa agcotacacaa ctataatgta tatgcagagg acccagcica 420
grctcatcag ggtecgtgtt tgttgctaca gtttctgtga acctctgtgg gcoctctgctta 480
gttggttctg tgggttgtgt tcttgtggca toctcaacte c¢tetggetcee tacaatctet 540
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ccteoccatet tcocttoggagt tecceotggee atgoctgatg tttggttgge ttggetgegh 600
gggcctctge atttatttce gkcagttget ggasagcatc cctctgttga cagtiggtce 660
atgecactgat ctatgaggat agcagagtat cactaggaat -tactttattg tcottttttge 720
cagtcgtttt tggttctcte ccgagtctet gggetgteca gtbetetggtt cctggectte 780
cagacactgt cagttgtggg ttccettityg tggtgttgge cbcaacttgg ccagtcattyg B840
gttggeocatt cccacaagtt ctacaccacc attacecctag catgtctcgc aggcaggaca 500
gattgtacgc ggaaggattt actggergggt tatgteccag toccaggget ggaagecttg 960
cctggttasa gaagacaget agttctgact cagtattece tgttactage agaattcact 1020
aggattacce tcaccctcag ggcatttcea cagcactagg gttctgeatt gcoctctcecaa 10890
taccccctec aattccagte goctttceca gaactctect cccccagoct gatccctatt 1140
gtteccacec ccatccacce ccagtccace tacaaagcete tttocoette ccaagaagat 1200
ceatgagttt ctoctgtgicrt gtggattgga gtatgatctg tggatttagc agectaatgte 1260
cacttaccag tgagtacaca ccgtttgtot tttgggtctg ggttacctca ctcagggtgg 1320
attttggatt tttrtetttg agtgetatec atbtgtctge aaatgteatg atgteatttt 1380
ttttaacagc tgaggaattc tctcagaacce acattttctt tatccattat tcagattgte 1440
cccagttict ggetattata aggetgetat gaacatggtbt gaacaagtgt ccctgtggta 1500
tcggtacaca ggatgtggea tectttgggt atatgoctag gagtggtate gatgggtcecte 1560
gaggtagatc aattcccgat tttetgagaa actgecatat ctgtttccaa agtggctgtg 1620
taagtttgeg ctcccaccag caacggagga gkgttctect tactectceo acattatcaa -1650
cagtgtgagc tgtcactbgt gtttttgate ttagoctttc tgacaggtgt aagatggaat 1740
ctcaaagtag ctttgatttg catttcectg ctggctaagg atgttgaaca tttctttaag 1800
tgtttcteag ceoatttgaga tttatccatt gagaattetg tttagatetyg aactccacet 1880
tctaattgga ttatttggtt tttaaaatat ccactttbetco gagtté&taa cgggttrtgy 1920
atattagcce tctgtcaaat gtggagttgg tgaagatctt treccatteq gtaggttteg 1980
tccrtattgac agtgtccitt gcttcacaga agetkbttcag tttcatgagg tcccattcatc 2040
tgattgttga atcttggtct tcttagtgec tgtgetattyg atgtctattc aggaagttgt 21400
ctcctgtgoe aatgogtoca aggetatttc ccacbtbcetc ttctattagg ttcagtgtat 2160
ctcattttat gtrgaggict ttgatccact tagagttgag ttttgtgcag agtgatagat 2220
atggatctat ttgcattctt ctacatgcag atatccagta agéccagcat catttattge 2280
ggatgetbtt taaatttttt cgeottgtgta tttctggott ctttataaaa atcaggtgtt 2340
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cactgattrc
gctctgaggt
gagtatccta
cetttcaagg

gatttggtag

attgatcage
acagcetgayg
ggtttagcta
tctatagaga

ggtggccatt

caatgctete
tcagggatgt
tcctaggttet
attgcattgg

tttacratgg

ctgocgatac catgtggbtt tattgctata
gatgccccty gacgtectth tattgtacag
tttggtttte cacatggagt taagtattgt
gattttagtg gagattgtakt tgcatttgta

taatcctacce

2400

2460

2520

2580

2620
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REIVINDICACOES

1. Uma quantidade eficaz de miR-1, um inibidor de miR-1,
miR-133, e um inibidor de miR-133 para utilizacdo num
método para tratar uma lesdo muscular num individuo,
preferentemente um mamifero, em que miR-133 e um inibidor
de miR-1 sdo administrados em combinacgdo ao local de leséao
muscular num primeiro ponto de tempo e miR-1 e um inibidor
de miR-133 sado administrados em combinacdao ao 1local de

lesdo muscular num segundo ponto de tempo.

2. A quantidade eficaz de miR-1, um inibidor de miR-1,
miR-133, e um inibidor de miR-133 para utilizacdo de acordo
com a reivindicacdo 1, em que a lesdo muscular €& o
resultado de um traumatismo muscular mecénico, um disturbio
degenerativo muscular, uma lesao cardiaca, ou uma

combinagdo dos mesmos.

3. A quantidade eficaz de miR-1, um inibidor de miR-1,
miR-133, e um inibidor de miR-133 para utilizacdo de acordo
com a reivindicacédo 1, em qgue miR-1 compreende uma
sequéncia de nucledétidos da SEQ ID NO: 1 ou uma sequéncia
pelo menos 70% idéntica a SEQ ID NO: 1.

4. A quantidade eficaz de miR-1, um inibidor de miR-1,
miR-133, e um inibidor de miR-133 para utilizacdo de acordo
com a reivindicacdo 1, em que miR-133 compreende uma
sequéncia de nucledétidos da SEQ ID NO: 2 ou uma sequéncia
pelo menos 70% idéntica a SEQ ID NO: 2.

5. A quantidade eficaz de miR-1, um inibidor de miR-1,
miR-133, e um inibidor de miR-133 para utilizacdo de acordo
com a reivindicacdo 1, em que o inibidor de miR-1 € um
polinucledtido modificado que compreende uma sequéncia de

nucledétidos que é pelo menos 70% complementar a miR-1.
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6. A quantidade eficaz de miR-1, um inibidor de miR-1,
miR-133, e um inibidor de miR-133 para utilizacdo de acordo
com a reivindicagdo 1, em que o inibidor de miR-1 é 2'-0-

metil-miR-1 (SEQ ID NO: 62).

7. A quantidade eficaz de miR-1, um inibidor de miR-1,
miR-133, e um inibidor de miR-133 para utilizacdo de acordo
com a reivindicacdo 1, em que o inibidor de miR-133 & um
polinucledtido modificado que compreende uma sequéncia de

nucledétidos que é pelo menos 70% complementar a miR-133.

8. A quantidade eficaz de miR-1, um inibidor de miR-1,
miR-133, e um inibidor de miR-133 para utilizacdo de acordo

com a reivindicagdo 1, em que o inibidor de miR-133 é 2'-0-
metil-miR-133 (SEQ ID NO: 63).

9. A quantidade eficaz de miR-1, um inibidor de miR-1,
miR-133, e um inibidor de miR-133 para utilizacdo de acordo
com a reivindicacdo 1, em que miR-1 e/ou miR-133 séo

codificados por um vector.

10. A quantidade eficaz de miR-1, um inibidor de miR-1,
miR-133, e um inibidor de miR-133 para utilizacdo de acordo

com a reivindicacdo 1, em que o vector compreende:

(a) um promotor operativamente ligado a uma molécula

de &cido nucleico que codifica miR-1 e/ou miR-133; e

(b) uma sequéncia de terminacgdo da transcricéo.

11. Uma quantidade eficaz de um inibidor de miR-1 e miR-
133 para utilizacdo num método para tratar uma leséo
muscular num individuo, preferentemente um mamifero, em que
o dito miR-133 e o dito inibidor de miR-1 aumentam a

proliferacéao de midcitos quando se administram em



EP1969125B1

combinagdo a um local de lesdoc muscular.

12. Uma qgquantidade eficaz de miR-1 e um inibidor de miR-
133 para utilizacdo num método para tratar uma leséo
muscular num individuo, preferentemente um mamifero, em que
o dito miR-1 e o dito inibidor de miR-133 aumentam a
diferenciacdo de midcitos quando se administram em

combinagdo a um local de lesao muscular.

13. Um método 1in vitro para aumentar a diferenciacdo de
midécitos que compreende colocar em contacto um midcito com

miR-1 e um inibidor de miR-133.

14. O método in vitro de acordo com a reivindicagdo 13, em
que miR-1 compreende uma sequéncia de nucledétidos da SEQ ID
NO: 1 ou uma sequéncia pelo menos 70% idéntica a SEQ ID NO:
1.

15. Um método in vitro para aumentar a proliferacdo de
midcitos que compreende colocar em contacto um midcito com

miR-133 e um inibidor de miR-1.

16. O método in vitro de acordo com a reivindicagdo 15, em
que miR-133 compreende uma sequéncia de nucledtidos da SEQ
ID NO: 2 ou uma sequéncia pelo menos 70% idéntica a SEQ ID
NO: 2.

17. O método in vitro de acordo com a reivindicacdo 13 ou

reivindicagdao 15, em que miR-1 ou miR-133 s&o codificados

por um vector.

Lisboa, 9 de Agosto de 2012.
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FIGURA 10G

Sequéncias methoradoras de agiomerado de miR-1/133 do Cromossomo 2

CAGCAAGTIT CACIAGEOUL ACACAGIAYC ATIGAGCACT GSRSCCTGEAN CSAGRCAGAT
GEUCCANGTT TCICOTOONT CTTTCTASCe ITCLITICICC CTCCCIITID TIATACATIA

TATCCTGEIG
CCOCTRGART
ACCAMACATE
ATFRGGERAC
TEICITOIRC
GICTLRTICRE
FLTEETTCIG
Lo Ot pan g
GEECCTCIRT
BRIGCACTEAY
CRETLETIYY
CABACALIEY
GRPGSCLART
GATTSTACED
COTGETTARAN
ABEATTACCC
TROCOCETCC
GETCCTALOE
CCATGRGIIT
CARCTIRCCAR
ATTTIGEATT

138Y IE

3$41

1593
i3
3. 3-5.3
1683
3733
1803
b1 1]
IF23

i¢81

2033
2103
D143
2z2
bedes- A
2351
{03
238
g 33
2VY

GGATETGEIR
AETTOCCGAY
SEOCCACCAE
TEYCRCTTET
CETTRATITG

SCAGTTITOC CIODCTOCAL
CATTCCICTT ATGOCLLCLT

FOTTCOCAGT
CCCCCRATNG

GOATAACARS TTACANTAAG ATCAGGRACH
CCRACAGGAG GRAARGGELC CCAATRGCAS
IACAACARAR AGCTACRCAA CTATAATEIA
SETLCETETT TETTGLTALA CITICICIGA
DECATIEIGCT TCITETUECA TCOTCRALTL

TOCISTOOCCA

CTECCNTECT

SASECITICT ATGRATALLL

ARCOCUTTAIA
GUARARAACT
TATECAGADS
ACCTCTELRE
CTLEGEITCT

TEARGECTEE
CCCRCEETEG

ACCTAGLTCA

CLICTGUTIA
TAUARTCTEY

TLTTTCEALT TOCCUTGELT ATGOCTGATG TTIGOTION. TIGG

ATTIATITOL GICAGTISCT GARAAGCATC
CTATGRGGAT AGCTACASIAYT CACTACGAAT
TGRTICICTED COGRGTOICT SEGUIEITCA

CREITFIGEE TICCCYITIR
COCACRASTT CIACROCACC
SOARGOAYET ATGOOICEET
GRAGACAGOT AGTIUTHRACT
TLACOCICAG QGEAITIULA

TORTERTIHET
ATTACCCIRG
TAIRTICTICREG
CAGTRT QL

ARTECCASIE GUCTTICOCS GARCEICTOCT

TCATCCADSE OUAGIOCACT
CICECREICT GIGGRTIGES
TRRCTASACA COGTINENEY
FITEITEITS AGTOUTATCC
TEAGSRATIC TCICRGARLC
local MEFZ
GRCTATIATA AGECTIGCTAT
$o0ITACA oa
{sutacis de MEF}
FOCTTIGCEET ATATHROCTAG
TTTCIGAGAR ACEGCLATAT
CRACCENGSR GISTICTCLT
CATTTONLTS CIBECTAAGD

TACRARGCIC
STADERTCTG
TITEEETCTE
ATTTETCIRG
ACATITITIT

GARCATGRTY

GAGTGRTATE
CTETTTCCAR
TRCTLSTOCC
TEACAGCIGT

CCICEGTTEA
TACETTAIIS
GTLICTTWETT
CTCARCTIRS
LATCTEICEL
TLCCASGECT
TETIACTAST
GTICTECATY
SECCCRGELY
TITCCECTIC
TEERLTIAG
GETIAOCTCR
RARIGICATS
TARPCCATERT

CARCRAGTEY

GAIGGEICIC
[ERGSCTETG
ACATTRICAA
ARGATGCAAT

CCRITTGERD TTTATCCRIT GAGARITCEG
TEHATITGETT ITTARRBATAT COACTTICIC
TCTOICABAY GTGHAGTIYIGE TEABGAICTT

BETGTICCTTT SOTTCACROR AGCTTITICAG

TCTTAGTGOC IGTECTATTE ATCTOYATLIC
AGBCTATTIC CCACITXICTC TICTRITAGS
TYEATCCRCT TAGASITGAR TTITIREGCAG
CIACRIGLAS ATATCCASTA AGARLIASCAT

ATGLTICHACE TITCTITARL
ITTAGRICTIS ARUIUCARCCY
GAGTICTYAR TEHEITITON
TICOOATTICG GTAGGETITIC

CARTIGETTC
FILITTITIGL
LLIBEICTED
CCRACTCATIR
AGSLABERLA
GERAGLTTIC
MIBATTCACT
GLCTCTOCAA
GATCLOTREY
CCARGRAENT
ASDTARTGEY
CICASGETEG
NIGTTATTEY
TCAGATIGET

CCTTETOEER

GRGGIAGAEC
TARGTEISCS
CAGTETIGAGS
CICAAMGTAS
TEITTICTCRG
TCIRATTESS
AYATIRGCIC
FCCTATTEAS

CaxG Box

TITCATGASRG TCCCATITAY TOATTRTIIGR
ateTIgeT ot

imutagc do CArS Box)

AREAMSTINT CICCIRFTGLC
TTCAFTETAT TICATTITAY
ACTEATASRY RIGERICIRT
CATTIRTITGC VGRIGCTITX

CHOTIETETR TTTCIGECTY CTITATARRA. ATCAGGIOIT CACTGRITTIL

CARIGCTITIT CIGLCGATAC CRTGISHITT
TCAGGEATET GRIGCOCCTS GALGICCITY
TECTREGTET TTISCTETTC CRORAIGEAGT
ETTCCATIGS SAXITTOOTS GAGATIGTAT
TTTACTATSE TARENQOIACK

TATTGCIRTA GUECTGAGEY
ERIIGTACAS GAGTADICIN {
TAACTATIG? CCOTETCAARG
TCCAITICTA GATTIGGTAG

AATGOGTTCR
GLTEAGHICT
ITECALTICIY
TARRTITTEY

ATTCATCRRT

RCABTTTENS

GEITTAGLTA
TOTRTAUACA
CHEGGCCATT

11



Contralo

miR-133

12/30

FIGURA 11

12



13/30

aoLionblaosnbBbh L4

£ ABIONTOOVTIOONRILIONGS 8 =/ fmm of I

JE IBIOVSDOINYIOOUIIIONTE ,§ ==/ /= £ OUDIYRDOOVEDLLO0BIOND---B g

CHEEE H HH SIRHISIHIIEI NS
,6 BNONANDaSNNceRISYIONED L § 5 DAOSASIOAINYDI-YIONG -1 §
Tioi grbes fET-MIY g :on Obes cei-EIw
gIn £ 4U8
£ on qibeg .5 S0Z-¥WT L€ ¢ cop qIbes .5 3pT-YIY L
mmumgwmmmmmwmwﬁmmgmm mgmwmwmmwmmmammmﬂmm
SRR Pl IR

(£ AAOTIVINLIENIG LA TR By 03 Bengesa -~~~ 2300 YwebE e LeB03330P-33333 4§
JE ee=aWaoLrenaobzbannabiovoybbioeyys-~-~001000 YovRERD-1e6033350933336 .5
JE 3300I0LIYY3aB B orn by e BB a0 a s0TRINLIVITRR -1~ - P~ ¥EBY L6
£ 3IOCIIDLINDIBEEoRI0BYON036B 30RO mmm 030NN ITe DR - - 00338533307 4§
£ 33099356 Boe 0By Yo BH1 093 ===~ 3000 IV OWRbE0-5263333042-33333 45
R 7 e Eh e h A e ok bt et e ki el p e RS T A Ao R e R R e R

1L A1} THH I m

neprEgnweybeeonenone ngovnonweeheybuenboy

T wofr a1hes L6 T-4TY LE T o8y g1beg L5 T-HTE .§

BER £ POMOH

LT Va2 IA

GyRE
TRIRLAYEE

Biguges;
BED

ey
aytyEy
Frusdanyy
IR

13



14/30

! A. Transerigio G B, Clivagem Nuciear
gene de MIARN, oo * O ey
(,f"""""““" ‘ SR T

£, Maturacio | E. Montagem F. Regutagio

HutTAmmA&Tt CCJWA

LTR 3" mi& R

FIGURA 13

A. pre-miR-208 ds Ratinho
| & Te ¢ ¢ &g £ as _ mR-208 Maduro

GECIUOMS 08 AGCUUTE GC €0 UUAGAS U8\ el
AGEAGACUG 0N DEGARAR 09 GO POUARID AC A DSIUCEARRARCIRGURERATR

o @} G & A AR T o
st

B.

ratinhe  LUOSUTUGEALRRETORGCUFTUSCEE PHS RIS ADAQTUERIATTCATTIAUIRAGR CHARURR AR AGTULSIGE AR CARRGHRG.
Sate  DUCCURNMAACHIRIREIR BTG S DS R TR CHER L DA G ELAURAGRGA GCRAR AR L IR RS ICARAGEAT:

A BKRRG v PERCGOSASETRIT NS CC O AQTNAAMBOCTER UG CUINR AR ASR SO ASTARARRABICTRIGTUREBE R e 0 a0 v ~
C CEANEEE FETELPINARNTSGRIANENEARNEE  SER PR AR T e P FRA AR EEE IR Eddhh A
N et
+ - & H 15 TN - ilamcnts saversod

Ratinho

Humanoe

*laeus Qo MIR-208 ¢5td rointESo20 & 28 4o gena S-MHG do ratinho ¢ Bumane, m&mciiwamm! )

FIGURA 14

14



15/30

Adulto

Neonatal

s

B16.5

Aduito E16

E13.613.5

C <

% w.y

‘bsq Raumsﬁ w

FIGURA 15

AD-mir-208

AD-GFP

MOI

mir-208

FIGURA 16

15



16/30

miR-208

promater de oMl tTA“VP‘tG X
+DOX < -DOX
pramotor de e IiTaypte
1840 o ﬁhﬂﬂi MIR-208 l
FIGURA 17

16



l:é.mmﬂm_w L b .].sr\m. < reaties < bor. o 1m e
\(..5!; R s =

?s@ mﬁmﬂ.ua\ S,

SR T

17

ﬁﬁ

18,8 kCal/mel

mmg-miR~208 (REsm}

-30.9 kCal/wal

iB-208 {UQ8C) (Rfam

o BRSMUSG 0008034287

-4
mm.‘,¢ LQ
iPaS 858
FEEEEE
a mha ..w

b T Al

] ~F
wnwmmaﬁ
ek
EEEREE
I
m,ﬂrcghtm

17/30
Ensali d¢ Lue 233T 48N

km%.

e Luc 2WT $5r

Sugy R
Esgaiey
AQCRGARUR 5¢

e

FIGURA 18

1114}

CAGARGA B¢

33

Dug{Yug i Ceg B

23

| ppo oseIaHang AP APEPIAINY

Wmmu

EGUUQG;?A?mma .
(111}
R

UCUTCORANAALE~~RG

3!
5



18/30

9 a-MHC
| !

“"‘I"“!‘“’f“‘l“ FTN e, |
miR-208 MARN o-MHT |

FIGURA 19

18



avaxvrarss )

i b

et

I

| Hen -miR-X 33k

| Mma~-ed B i
 Mrremd B 337

| Vma-nd 32

| Ura-mdR-2
Moy emil Re BN A

| Ping~miR~28

[ Mroa 18a geccr 34
b MewemiET 10
f o omiR-1ow
p Mou-loesTd
b Ponia~low~Tg

19/30

Mo -wik-2 08
Mervnddt-38n-Ep
Haou-ndf-30L

Mua -wifl-1968
Mpu - 339
Hen-nif-18%
Mo -mi B> 30d
He~mif~19F
Plemd 2820
W -mdR-1 912
Mz -l P14 F
Tou =i R=-22F
M ~mi -2 280
Efm ki

Hrnend R348
Heu-nddeid

Meu-miR- 128
Hou-nd R- 180
Hrny-rxiR«28b
HmaosiRe 152

Hros~miR=299
Bisss-niR= 1330
RexgmiR=133e
M -miR= 1818
Mwcs -l B 300G

My iR~ DEE
Py =1 @8 < TR
Poau =i R~ $0c
MNor=RiR <126+ 3p
pae~ilR ~ 99k
Do R 4 F
Hoa wiadk Hv 394
Motk o138
Mo~ ¥ =336
M -mil-18a
P <i i - x3q
Fhony <o - X8

P Lep-~Te prasg
FauTaiR-13He
Mo ~miR~ 3 ob
Bipae ~md -3 G4F
e A R 29 -1
Hau~oi-158

B wood K- 3 0
TR ol = 3 e 3P
el ¥ =3 0a-3p
Few vpiR-28

T -k R-E88
Tooay w0k B X 3
Bty <mid 2 137
B erd Be 3023
HouertiRe 148
MmgemtiR- 146
B iR IIF
Wnu-lec-7E

Pmsi-miR-~146
Pimy ~mi R~ 1&4
Mg ~mdR~ 3

FIGURA 20

Mg~ i R-33 5
Mei~ iR ~DE

Mo -miR-18b
Meu-miR-142-5p
Mo 18 pro-314
MonemndR~-187

} Mou-mdiR~3153

Mo let-Te post-17

Mouw-miR~18
Mou~miR-187

Mau_ latc- 7ewpaa:*1?

Mmu_ 25 pre-38

.Mmu 28 past-3

Mmu<mile150
Mou_let-Ta_poet-13
Mmu-miR~1080
Mey-niR-298
Mag-miR-21

M 25 post-~-&
Mmu—wnif-19b

Mo -miRe143 =55
Meu-mliR-190
Mmu-min—iad "
Meg 19-1 poept-

 MenacmsiRe2

Mmyg~msif~-184

| Mmu-miR~208

Mou-miR~324-5p
Mg -miR-LT8h
Mru~-miR-376
Nmumlsb*zgprewx
Meue-miR-137

Mo ~mil-858

M ~miR-188

Moz -miR-17~5p

| Minz~miR-301

M -MER~142~3p

| Mau-miR-142-3p
| Meu-miR- 223
l Mg-miR-18a

Mwu_ 25 pre-5
Mens-mik-23

M ~miR-200s
M emiR~330
Mroa-miR-17-Sp
Mmu-miR=21Y
Mreu-miR~3233
Mou-miR-325b
Mimus~miR-33
Mars~miR-292-5p

| M Jeb-Th _pre-is
| Mimu-miR~223

f Mmu-riR-2000

| Mip-miR-Z80

Mu-miR-31

Mmu J06a pre-X
Mg~ R~
Mag-miR-18
Mmu-miR-200a
Mt ~rai R~207

Mo -miR-186
anmiet-ﬁi§pre-1a
Mo -miR~32

19



20/30

R 268 MIMATO000533
UUCAAGUAAUCCAGGAUAGGC (SEQ ID NO:12)

meniu-raiR-28h MM ATOR00534
VUCAAQUAATUCAGGAUVAGGUU (SEQ TD MO: 13}

I NOT

R -203 MIMATO000535
UAGCACCAUCUGAAAUCGGUU (SEQ ID NO:14)

- R-200 MIMATO000127
UAGCACCAUVUGAAAUCAGUGUU (SEQ TD NO:5)

mmu-mik-29¢ MIMAT0000536
UAGCACCAUBUGAAAUCGGY (SEQ ID NO:16)

miF-30 {(SEQ ID NOR
mmu-miR-30a-3p MIMATO000129
CINTUCAGUCGGAUGUUUGCAGC (SEQ IDNO:LTD)

mamu-rniR-300 MIMATO000130
UGUAAACAUCCUACACUCAGCU (SEQ ID NO:18)

mmn-miR-30c MIMATR000S5 14
VGUAAACAUCCUACACUCUCAGE {(SEQ ID NO: I
mmu-mik-30d MIMATO000515 -
UCUAAACAUCCCCOACUGGAAD (SEO ID NO:2OY

e R-30e¥ MIMATO004S
CIUICAGUCGGALNUULIACAG (SEQ 1D MD:21)

mmu-mlﬁ*uﬁa MIMATO000140
UCACAGUGAACCGOUCUCHUUU (SEQ ID NO:22)

mrme-miR-128b MIMATO000675
UCACAGUGAACCOGUCUCHUUC {SEQ ID NB:E@}

FIGURA 21
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