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REIVINDICACIONES

1. Molécula de RNA bicatenario aislada, en la cual
cada cadena de RNA tiene una longitud de 19-25 nu-
cleétidos, en la cual cada molécula de RNA es ca-
paz de modificaciones de 4cido nucleico especificas
en cuanto a la diana.

2. La molécula de RNA de la reivindicacion 1, en
la cual al menos una cadena tiene un saliente 3’ de
1-5 nucledétidos.

3. La molécula de RNA de la reivindicacién 1 6 2,
capaz de interferencia de RNA especifica en cuanto a
la diana y/o metilacién del DNA.

4. La molécula de RNA de una cualquiera de las
reivindicaciones 1-3, en la cual cada cadena tiene una
longitud de 19-23, particularmente de 20-22 nucle6ti-
dos.

5. La molécula de RNA de una cualquiera de las
reivindicaciones 2-4, en la cual el saliente 3’ es de
1-3 nucleétidos.

6. La molécula de RNA de una cualquiera de las
reivindicaciones 2-5, en la cual el saliente 3’ esta es-
tabilizado contra la degradacion.

7. La molécula de RNA de una cualquiera de las
reivindicaciones 1-6, que contiene al menos un anélo-
go de nucledtido modificado.

8. La molécula de RNA de la reivindicacion 7, en
la cual el andlogo de nucledtido modificado se selec-
ciona de ribonucleétidos modificados en el azicar o
en la cadena principal.

9. La molécula de RNA de acuerdo con la reivin-
dicacién 7 6 8, en la cual el andlogo de nucleétido es
un ribonucledtido modificado en el azicar, en el cual
el grupo 2°-OH estd reemplazado por un grupo selec-
cionado de H, OR, R, halo, SH, SR!, NH,, NHR, NR?
0 CN, en el cual R es C,-Cg alquilo, alquenilo o alqui-
niloy haloes F, Cl, Bro L.

10. La molécula de RNA de la reivindicacién 7 u
8, en la cual el andlogo de nucleétido es un ribonu-
cleétido modificado en la cadena principal que con-
tiene un grupo fosfotioato.

11. La molécula de RNA de una cualquiera de las
reivindicaciones 1-10, que tiene una secuencia que
tiene una identidad de al menos 50 por ciento con una
molécula diana de mRNA predeterminada.

12. La molécula de RNA de la reivindicacion 11,
en la cual la identidad es al menos 70 por ciento.

13. Un método de preparacién de una molécula de
RNA bicatenario de una cualquiera de las reivindica-
ciones 1-12 que comprende los pasos:

(a) sintetizar dos cadenas de RNA cada una de las
cuales tiene una longitud de 19-25 nucleétidos,
siendo dichas cadenas de RNA capaces de for-
mar una molécula de RNA bicatenario,

(b) combinar las cadenas de RNA sintetizadas en
condiciones en las cuales se forma una molé-
cula de RNA bicatenario, que es susceptible
de modificaciones de 4cido nucleico especifi-
cas en cuanto a la diana.

14. El método de la reivindicacion 13, en el cual
las cadenas de RNA se sintetizan quimicamente.

15. El método de la reivindicacion 13, en el cual
las cadenas de RNA se sintetizan enzimdticamente.

16. Un método de mediacién de modificaciones de
dcido nucleico especificas en cuanto a la diana en una
célula o un organismo que comprende los pasos de:
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(a) poner en contacto dicha célula u organismo con
la molécula de RNA bicatenario de una cual-
quiera de las reivindicaciones 1-12 en condi-
ciones en las cuales pueden producirse modifi-
caciones de 4acido nucleico especificas en cuan-
to a la diana, y

(b) mediar una modificacién de acido nucleico es-
pecifica en cuanto a la diana efectuada por el
RNA bicatenario hacia un dcido nucleico diana
que tiene una porcion de secuencia que corres-
ponde sustancialmente al RNA bicatenario.

17. El método de la reivindicacién 16, en el cual
la modificacién de 4cido nucleico es interferencia de
RNA y/o metilacién de DNA.

18. El método de la reivindicacién 16 y 17 en el
cual dicha puesta en contacto comprende introducir
dicha molécula de RNA bicatenario en una célula dia-
na en la cual puede producirse la modificacién de 4ci-
do nucleico especifica en cuanto a la diana.

19. El método de la reivindicacién 18, en el cual
la introduccién comprende un suministro o inyeccién
mediado por un vehiculo.

20. Uso del método de una cualquiera de las rei-
vindicaciones 16-19 para determinar la funcién de un
gen en una célula o un organismo.

21. Uso del método de una cualquiera de las rei-
vindicaciones 16-19 para modulacién de la funcién de
un gen en una célula o un organismo.

22. El uso de la reivindicacion 20 6 21, en el cual
el gen estd asociado con una condicién patoldgica.

23. El uso de la reivindicacién 22, en el cual el gen
es un gen asociado con un patégeno.

24. El uso de la reivindicacion 23, en el cual el gen
es un gen virico.

25. El uso de la reivindicacion 22, en el cual el gen
es un gen asociado con un tumor.

26. El uso de la reivindicacion 22, en el cual el gen
es un gen asociado a una enfermedad autoinmune.

27. Composicién farmacéutica que contiene como
agente activo al menos una molécula de RNA bicate-
nario de una cualquiera de las reivindicaciones 1-12 'y
un vehiculo farmacéutico.

28. La composicién de la reivindicacién 27 para
aplicaciones de diagndstico.

29. La composicién de la reivindicacién 27 para
aplicaciones terapéuticas.

30. Una célula eucariota o un organismo eucariota
no humano que exhibe un fenotipo mutado por mo-
dificacion génica (“knockout™) especifico en cuanto
al gen diana en la cual dicha célula u organismo es-
td transfectada con al menos una molécula de RNA
bicatenario capaz de inhibir la expresién de un gen
diana end6geno o con un DNA que codifica al menos
una molécula de RNA bicatenario capaz de inhibir la
expresion de al menos un gen diana endégeno.

31. La célula u organismo de la reivindicacién 30,
que es una célula de mamifero.

32. La célula u organismo de la reivindicacién 31
que es una célula humana.

33. La célula u organismo de una cualquiera de
las reivindicaciones 30-32 que esta transfectada adi-
cionalmente con al menos un 4cido nucleico diana
exogeno que codifica la proteina diana o una forma
variante o mutada de la proteina diana, en la cual di-
cho acido nucleico diana exégeno difiere del gen dia-
na enddégeno en el nivel de dcido nucleico de tal modo
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que la expresién del 4dcido nucleico diana ex6geno se
ve sustancialmente menos inhibida por la molécula de
RNA bicatenario que la expresion del gen diana end6-
geno.

34. La célula o el organismo de la reivindicacién
33 en la cual el 4cido nucleico diana exdgeno esté fu-
sionado con una secuencia de dcido nucleico adicio-
nal que codifica un péptido o polipéptido detectable.

35. Uso de la célula u organismo de una cualquie-
ra de las reivindicaciones 30-34 para procedimientos
analiticos.

36. El uso de la reivindicacién 35 para el anélisis
de perfiles de expresion génica.

37. El uso de la reivindicacién 35 para un anélisis
del proteoma.

38. El uso de una cualquiera de las reivindicacio-
nes 35-37 en el cual se efectiia un andlisis de una for-
ma variante o mutante de la proteina diana codificada
por un 4cido nucleico diana exdgeno.

39. El uso de la reivindicacién 38 para identificar
dominios funcionales de la proteina diana.

40. El uso de una cualquiera de las reivindicacio-
nes 35-39 en el cual se efectiia una comparacion de al
menos dos células u organismos seleccionados de:

(i) una célula de control u organismo de control
sin inhibicién del gen diana,

(i1) una célula u organismo con inhibicién del gen
diana 'y

(iii) una célula u organismo con inhibicién del gen
diana mas complementacién del gen diana por
un 4cido nucleico exdgeno.

41. El uso de una cualquiera de las reivindicacio-
nes 35-40 en el cual el andlisis comprende un analisis
funcional y/o fenotipico.

42. Uso de una célula de una cualquiera de las
reivindicaciones 30-34 para procedimientos prepara-
tivos.

10

15

20

25

35

40

45

50

55

60

65

43. El uso de la reivindicacién 41 para el aisla-
miento de proteinas o complejos proteinicos a partir
de células eucariotas.

44. El uso de la reivindicacién 43 para el aisla-
miento de complejos proteinicos de peso molecular
alto que pueden contener opcionalmente dcidos nu-
cleicos.

45. Fl uso de una cualquiera de las reivindicacio-
nes 35-44 en un procedimiento para identificacion y/o
caracterizacion de agentes farmacolégicos.

46. Un sistema para identificacién y/o caracteriza-
cién de un agente farmacolégico que actia sobre al
menos una proteina diana que comprende:

(a) una célula eucariota o un organismo eucariota
no humano capaz de expresar al menos un gen
diana que codifica dicha al menos una proteina
diana,

(b) al menos una molécula de RNA bicatenario ca-
paz de inhibir la expresioén de dicho al menos
un gen diana enddgeno, y

(c) una sustancia de ensayo o un conjunto de sus-
tancias de ensayo en lo(s) cual(es) deben iden-
tificarse y/o caracterizarse las propiedades far-
macoldgicas de dicha sustancia de ensayo o di-
cho conjunto.

47. El sistema de la reivindicacién 46 que com-
prende adicionalmente:

(d) al menos un 4cido nucleico diana exégeno que
codifica la proteina diana o una forma variante
o mutada de la proteina diana, en el cual dicho
dcido nucleico diana exdgeno difiere del gen
diana enddgeno en el nivel de dcido nucleico
de tal modo que la expresion del dcido nuclei-
co diana exdgeno se ve sustancialmente menos
inhibida por la molécula de RNA bicatenario
que la expresion del gen diana endégeno.
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FIGURA 1A
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FIGURA 2
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FIGURA 3A
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FIGURA 3B
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FIGURA 4A
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FIGURA 4B
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FIGURA 5A
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FIGURA 5B
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FIGURA 6A
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FIGURA 6B
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Intensificador
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||
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|
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|
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GL3 57 CUUACGCUGAGUACUUCGA‘I‘T
TTGAAUGCGACUGAUGAAGCU 57
invGL2 5/ AGCUUCAUAAGGCGCAUGCTT
TTUCGARGUAUUCCGCGUACG 57
RL 5’/ AAACAUGCAGAAAAUGCUGTT

TTUUUGUACGUCUUUUACGAC 5/

FIGURA 8
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UGUAGUGCAUGCGCCUUAUGA §*

5* UCACGUACGCGGAAUACTUCG
DGUAGUGCAUGCGCCUUAUGA S*

S¢ CACGUACGCGAAAUACUUCGA
UGUAGUGCAUGCGCCUTAUGA 5¢

5’ ACGUACGCGGAAUACUUCGAR
UGUAGUGCAUGCGCCUUAUGA S5°

5¢ CGUACGCGGAAUACUUCGAAN
UGUAGUGCAUGCGOCUUAUGA 5¢
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$¢ AUCAOGUACGCGGAAUACTUC
AGUGCAUGCGCCUTAUGAAGE 57

5* UCACGUACGCGGAAUACTUCG
AGUGCAUGCGCCUUAUGAAGE 5*

S5’ CACGUACGCGGAAUAGUUCGA
AGUGCAUGCGCCUUAUGAAGS 5

§’ ACGUACGCGUAAUACTUCGAA
AGUGCAUGCGCCUUAUGAAGE 5°

5$¢ CGDACGCGGAAUACUUCGAAR
AGUGCAUGCGCCUTAUGAAGE 5

1.2

0.8
0.6
04

5 AUCACGUACGCOGGAATACUUC

GCAUGCGCCUUAUGAAGCUTY §¢

5* UCACGUACGCGGAAUACTUCG

GCAUGCGCCTUAUGAAGCTUD S*

$‘ CACGUACGCGGARUACUUCGA
GCAUGCGCCUUAUGAAGCUUY 5¢

5 ACGUACGCGGAAUACUUCGAA
GCAUGCGCCUUAUGAAGCUUT 5°

5° CGUACGCGGAAUACUUCGAAA
GCAUGCGCCUTAUGAAGCTUDU S*

1.2
1
0.8
0.6
0.4
0.2
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CGUACGCGGAAUACUUCGAAAU
UGCAUGCGCCUUAUGAAGCUU 57

CGUACGCGGAAUACUUCGAARAUG
UGCAUGCGCCUUAUGAAGCUTU 57

CGUACGCGGAAUACUUCGARAUGU
UGCAUGCGCCUUAUGAAGCUU 5

CGUACGCGGAAUACUUCGAAAUGUC
UGCAUGCGCCUUAUGAAGCUU 57
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5’ CGUACGCGGAAUACUUCGAAAU
AGUGCAUGCGCCUUAUGAAGC 57

5’ CGUACGCGGAAUACUUCGAAAUG
AGUGCAUGCGCCUUAUGARGC 57

5’ CGUACGCGGAAUACUUCGAARUGU
AGUGCAUGCGCCUUAUGAAGC 57

5’ CGUACGCGGAAUACUUCGAAAUGUC
AGUGCAUGCGCCUUAUGAAGC 57
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GUGCAUGCGCCUTAUGARGCUTY 5
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5’ CGUACGCGGAAUACUUCGATT
TTGCAUGCGCCUUAUGAAGCU S5

S5 QCGCGGAAUACUUCGATT
TTUA GCGCCUUAUGAAGCU 5

5’ CGUAGCG EGAAUACUUCGATT
TTGCADE CGCUUAUGAAGCU 5°

5¢ CGUACGCGAGUAACUUCGATT
TTGCAUGCGCUCAUUGAAGCU 5¢

57 CGUACGCGGAAUUUCPCGATT
TTGCAUGCGCCUUAAAGEGCU 5

5/ CGUACGCGGAAUACUU;
T TGCAUGCGCCUUAUGAAL c§ 5

57 CGUACGCGquUACUUCGATT
TTGCAUGCGCCAUAUGAAGCU 57

5’ CGUACGCGGEQUACUUCGATT
TTGCAUGCGCCUAAUGAAGCU 57

FIGURA 18
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A 57/ CGUACGCGGAAUACUUCGAA
GUGCAUGCGCCUUAUGAAGC 57

57 CGUACGCGGAAUACUUCGAAA
GUGCAUGCGCCUUAUGRAGCU 5°
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TTGCAUGCGCCUUAUGAAGCTU 57
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5¢ CGUACGCGGAAUACUUCGAAAUGUC
GUGCAUGCGCCUUAUGAAGCUUUAC 57
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