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DESCRIPCION

Interferencia de RNA mediada por RNAs de 21 y 22 nt.

La presente invencion se refiere a moléculas de RNA bicatenario (ds) capaces de mediar la interferencia de
RNA especifica de la diana.

La expresion "interferencia de RNA" (RNAI) fue acufiada después del descubrimiento de que la inyeccion
de dsRNA en el nematodo C. elegans conduce a silenciacion especifica de genes altamente homadlogos en secuen-
cia al dsRNA administrado (Fire et al., 1998). Se observé posteriormente también RNAi en insectos, ranas (Oelge-
schlager et al., 2000) y otros animales con inclusion de ratones (Svoboda et al., 2000; Wianny y Zernicka—Goetz,
2000) y es probable que exista también en humanos. La RNAi esta ligada estrechamente al mecanismo post—
transcripcional de silenciacion de genes (PTGS) de co—supresion en plantas y muerte en hongos (Catalanotto et al.,
2000; Cogoni y Macino, 1999; Dalmay et al., 2000; Ketting y Plasterk, 2000; Mourrain et al., 2000; Smardon et al.,
2000) y algunos componentes de la maquinaria de RNAi son necesarios también para la silenciacion post—
transcripcional por co—supresion (Catalanotto et al., 2000; Dern-burg et al., 2000; Ketting y Plasterk, 2000). El tépico
ha sido revisado también recientemente (Bass, 2000; Bosher y Labouesse, 2000; Fire, 1999; Plasterk y Ketting,
2000; Sharp, 1999; Sijen y Kooter, 2000), véase también el ejemplar completo de Plant Molecular Biology, vol. 43,
numero 2/3, (2000).

En las plantas, ademas de la PTGS, los transgenes introducidos pueden conducir también a silenciacion
transcripcional de genes por metilacion del DNA de las citosinas dirigida por RNA (véanse referencias en Wasse-
negger, 2000). Dianas gendmicas tan cortas como 30 pb se metilan en las plantas de una manera dirigida por RNA
(Pelissier, 2000). La metilacion de DNA esta presente también en los mamiferos.

La funcion natural de RNAI y la co—supresion parece ser la proteccion del genoma contra la invasion por
elementos genéticos moviles tales como retro-transposones y virus que producen RNA o dsRNA aberrantes en la
célula hospedadora cuando aquéllos se vuelven activos (Jensen et al., 1999; Ketting et al., 1999; Ratcliff et al., 1999;
Tabara et al., 1999). La degradacion especifica de mRNA previene la replicacion de transposones y virus, aunque
algunos virus son capaces de vencer o prevenir este proceso por expresion de proteinas que suprimen la PTGS
(Lucy et al., 2000; Voinnet et al., 2000).

El dsRNA desencadena la degradacion especifica de RNAs homologos Unicamente dentro de la region de
identidad con el dsRNA (Zamore et al., 2000). EI dsRNA se procesa a fragmentos de RNA de 21-23 nt y los sitios de
escision del RNA diana estan espaciados regularmente con distanciamiento de 21-23 nt. Por esta razén se ha suge-
rido que los fragmentos de 21-23 nt son los RNAs guia para reconocimiento de dianas (Zamore et al., 2000). Estos
RNAs cortos se detectaron también en extractos preparados a partir de células Schneider 2 de D. melanogaster que
se transfectaron con dsRNA antes de la lisis celular (Hammond et al., 2000); sin embargo, las fracciones que exhibi-
an actividad de nucleasas especificas de la secuencia contenian también una gran proporcién de dsRNA residual. El
papel de los fragmentos de 21-23 nt en el guiamiento de la escision del mMRNA esta respaldado adicionalmente por
la observacién de que fragmentos de 21-23 nt aislados de dsRNA procesado son capaces, en cierto grado, de me-
diar la degradacion especifica del mMRNA (Zamore et al., 2000). Moléculas de RNA de tamafio similar se acumulan
también en tejido de plantas que exhibe PTGS (Hamilton y Baulcombe, 1999).

En este documento, los autores utilizan el sistema establecido de Drosophila in vitro (Tuschl et al., 1999;
Zamore et al., 2000) para explorar adicionalmente el mecanismo de RNAIi. Se demuestra que RNAs cortos de 21 y
22 nt, cuando sus bases estan apareadas con extremos salientes 3', actian como los RNAs guia para la degrada-
cion del mRNA especifica de la secuencia. Los dsRNAs cortos de 30 pb son incapaces de mediar RNAi en este
sistema debido a que ya no se procesan a RNAs de 21 y 22 nt. Adicionalmente, se definieron los sitios de escision
del RNA diana con relacién a los RNAs de interferencia cortos de 21 y 22 nt (siRNAs) y proporcionan evidencia de
que la direccion del procesamiento de dsRNA determina si un RNA diana sentido o antisentido puede ser escindido
por el complejo de endonucleasas siRNP producido. Adicionalmente, los siRNAs pueden ser también herramientas
importantes para modulacién de la transcripcion, v.g. silenciacion de genes de mamifero por guiamiento de la meti-
lacion del DNA.

Experimentos ulteriores en sistemas de cultivo de células humanas in vivo (células HelLa) demuestran que
moléculas de RNA bicatenario que tienen una longitud de preferiblemente 19-25 nucledtidos tienen actividad de
RNAI. Asi pues, en contraste con los resultados de Drosophila, también moléculas de RNA bicatenario de 24 y 25 nt
de longitud son eficientes para RNAI.

El objeto subyacente de la presente invencion es proporcionar nuevos agentes capaces de mediar la interferencia
de RNA especifico de la diana, teniendo dichos agentes una eficacia y seguridad mejoradas comparados con los
agentes de la técnica anterior.

La solucion a este problema es proporcionada por la materia que constituye el objeto de la serie de reivindicaciones
adjuntas que definen la presente invencion.
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Se describe también una molécula de RNA bicatenario aislada, en la cual cada cadena de RNA tiene una longitud
de 19-25, particularmente de 19-23 nucleétidos, en donde dicha molécula de RNA es capaz de mediar modificacio-
nes del acido nucleico especifico de la diana, particularmente interferencia de RNA y/o metilacion del DNA. Preferi-
blemente, al menos una cadena tiene salientes 3' de 1-5 nucleétidos, mas preferiblemente de 1-3 nucledtidos y muy
preferiblemente de 2 nucleétidos. La otra cadena puede tener extremos romos o tiene un saliente 3' de hasta 6 nu-
cledtidos. Asimismo, si ambas cadenas del dsRNA son exactamente de 21 6 22 nucleétidos, es posible observar
alguna interferencia de RNA cuando ambos extremos son romos (salientes de 0 nt). La molécula de RNA es preferi-
blemente una molécula de RNA sintética que esta sustancialmente exenta de contaminantes existentes en extractos
de células, v.g. de embriones de Drosophila. Adicionalmente, la molécula de RNA esta con preferencia sustancial-
mente exenta de cualesquiera contaminantes no especificos de la diana, particularmente moléculas de RNA no
especificas de la diana, v.g. de contaminantes existentes en los extractos celulares.

Se describe adicionalmente el uso de moléculas de RNA bicatenario aisladas, en donde cada cadena de
RNA tiene una longitud de 19-25 nucledtidos, para mediacion de modificaciones del acido nucleico especifico de la
diana, particularmente RNAI, en células de mamifero, particularmente en células humanas.

Sorprendentemente, se ha encontrado que las moléculas cortas sintéticas de RNA bicatenario con extre-
mos salientes 3', son mediadores de RNAI especificos de la secuencia y median la escision eficiente del RNA diana,
estando localizado el sitio de escision cerca del centro de la region abarcada por el RNA corto de guiamiento.

Preferiblemente, cada cadena de la molécula de RNA tiene una longitud de 20-22 nucleétidos (o 20-25
nucledtidos en células de mamifero), pudiendo ser la longitud de cada cadena igual o diferente. Preferiblemente, la
longitud del saliente 3' alcanza de 1 a 3 nucledétidos, pudiendo ser la longitud del saliente igual o diferente para cada
cadena. Las cadenas de RNA tienen preferiblemente grupos 3'-hidroxilo. El término 5' comprende preferiblemente
un grupo fosfato, difosfato, trifosfato o hidroxilo. Los dsRNAs mas eficaces estan compuestos de dos cadenas de 21
nt que estan apareadas de tal manera que estan presentes salientes 3' de 1-3 nucleoétidos, particularmente de 2 nt,
en ambos extremos del dsRNA.

La reaccion de escision del RNA diana guiada por siRNAs es altamente especifica de la secuencia. Sin
embargo, no todas las posiciones de un siRNA contribuyen por igual al reconocimiento de la diana. Los desaparea-
mientos en el centro del duplex de siRNA son sumamente criticos y anulan esencialmente la escision del RNA di-
ana. En contraste, el nucledtido 3' de la cadena de siRNA (v.g. la posicion 21) que es complementario al RNA diana
monocatenario, no contribuye a la especificidad del reconocimiento de la diana. Adicionalmente, la secuencia del
saliente 3' de 2 nt no apareado de la cadena de siRNA con la misma polaridad que el RNA diana no es critica para la
escision del RNA diana, dado que Unicamente la cadena de siRNA antisentido guia el reconocimiento de la diana.
Asi pues, de los nucledtidos salientes monocatenarios Unicamente la posicion penultima del siRNA antisentido (v.g.,
la posicion 20) precisa coincidir con el mRNA sentido direccionado.

Sorprendentemente, las moléculas de RNA bicatenario de la presente invencion exhiben una alta estabili-
dad in vivo en suero o en medio de crecimiento para cultivos celulares. Con objeto de mejorar adicionalmente la
estabilidad, los salientes 3' pueden estabilizarse contra la degradacion, v.g. pueden seleccionarse de tal manera que
estén constituidos por nucleétidos de purina, particularmente nucleétidos de adenosina o guanosina. Alternativamen-
te, la sustitucion de los nucleétidos de pirimidina por analogos modificados, v.g. la sustitucion de salientes 3' de 2 nt
de uridina por 2'-desoxitimidina esta tolerada y no afecta a la eficiencia de la interferencia de RNA. La ausencia de
un hidroxilo 2' mejora significativamente la resistencia a las nucleasas del saliente en medio de cultivo de tejido.

En una realizacion especialmente preferida de la presente invencion, la molécula de RNA puede contener al
menos un analogo de nucledtido modificado. Los analogos de nucledtidos pueden estar localizados en posiciones
en las cuales la actividad especifica de la diana, v.g. la actividad mediadora de RNAIi no se ve afectada sustancial-
mente, v.g. en una region en el extremo 5' y/o el extremo 3' de la molécula de RNA bicatenario. Particularmente, los
salientes pueden estar estabilizados por incorporacion de analogos de nucleétidos modificados.

Los analogos de nucledtidos preferidos se seleccionan de ribonucleotidos modificados en el azicar o la
cadena principal. Sin embargo, debe indicarse que también son adecuados ribonucleétidos modificados en las nu-
cleobases, es decir ribonucledtidos que contienen una nucleobase no existente naturalmente en lugar de una nu-
cleobase existente naturalmente, tales como uridinas o citidinas modificadas en la posicion 5, v.g. 5—(2—
amino)propil-uridina, 5-bromo—uridina; adenosinas y guanosinas modificadas en la posicion 8, v.g. 8-bromo—
guanosina; desaza—nucledtidos, v.g. 7—-desaza—adenosina; nucledtidos alquilados en O y N, v.g. N6-metil—
adenosina. En los ribonucledtidos preferidos modificados en el azicar, el grupo 2'-OH esta reemplazado por un
grupo seleccionado de H, OR, R, halo, SH, SR, NH2, NHR, NR; o CN, en donde R es alquilo, alquenilo o alquinilo
Ci+—Csy haloesF,Cl, Brol.

En los ribonucledtidos preferidos modificados en la cadena principal, el grupo fosfoéster que esta conectado a los
ribonucledtidos adyacentes se reemplaza por un grupo modificado, v.g. un grupo fosfotioato. Debe indicarse que las
modificaciones anteriores pueden combinarse.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2380171 T3

La secuencia de la molécula de RNA bicatenario de la presente invencion debe tener una identidad sufi-
ciente con una molécula diana de acido nucleico a fin de mediar la RNAi especifico de la diana y/o la metilacion del
DNA. Preferiblemente, la secuencia tiene una identidad de al menos 70% con la molécula diana deseada en la por-
cion bicatenaria de la molécula de RNA. Mas preferiblemente, la identidad es al menos 85% y muy preferiblemente
100% en la porcion bicatenaria de la molécula de RNA. La identidad de una molécula de RNA bicatenario con una
molécula diana de acido nucleico predeterminada, v.g. una molécula diana de mRNA, puede determinarse como
sigue:

n
l=— x100
L

en donde | es la identidad en porcentaje, n es el nimero de nucleétidos idénticos en la porcion bicatenaria del
dsRNA y la diana y L es la longitud de la superposicion de secuencias de la porcién bicatenaria del dsRNA y la di-
ana.

Alternativamente, la identidad de la molécula de RNA bicatenario respecto a la secuencia diana puede
definirse también incluyendo el saliente 3', particularmente un saliente que tiene una longitud de 1-3 nucleétidos. En
este caso, la identidad de secuencia es preferiblemente al menos 50%, mas preferiblemente al menos 70% y muy
preferiblemente al menos 85% de la secuencia diana. Por ejemplo, los nucleétidos del saliente 3' y hasta 2 nucleoti-
dos del término 5' y/o 3' de la doble cadena pueden estar modificados sin pérdida significativa de actividad.

La molécula de RNA bicatenario de la invencion puede prepararse por el método de la reivindicaciéon 8. Se
describe adicionalmente un método para preparacion de RNA bicatenario que comprende los pasos:

(a) sintetizar dos cadenas de RNA cada una de las cuales tiene una longitud de 19 a 25 nucleétidos, v.g. de 19-23
nucleétidos, siendo dichas cadenas de RNA capaces de formar una molécula de RNA bicatenario, en donde preferi-
blemente al menos una cadena tiene un saliente 3' de 1-5 nucledtidos,

(b) combinar las cadenas de RNA sintetizadas en condiciones en las cuales se forma una molécula de RNA bicate-
nario, que es capaz de mediar las modificaciones del acido nucleico especifico de la diana, particularmente la inter-
ferencia del RNA y/o la metilacion del DNA.

Métodos de sintesis de moléculas de RNA se conocen en la técnica. En este contexto, se hace referencia
particularmente a los métodos de sintesis quimica que se describen en Verma y Eckstein (1998).

Los RNAs monocatenarios pueden prepararse también por transcripcién enzimatica a partir de moldes de
DNA sintéticos o de plasmidos de DNA aislados de bacterias recombinantes. Tipicamente, se utilizan RNA-
polimerasas de fago tales como RNA—polimerasa T7, T3 o SP6 (Milligan y Uhlenbeck (1989)).

Un aspecto adicional de la presente invencion se refiere a un método in vitro de mediacién de la interferen-
cia del RNA especifico de la diana en una célula o un organismo, que comprende los pasos:

(a) poner en contacto la célula u organismo con la molécula de RNA bicatenario de la invenciéon en condiciones en
las cuales pueden ocurrir modificaciones del acido nucleico especifico de la diana, y

(b) mediar una modificacion del acido nucleico especifico de la diana efectuada por el RNA bicatenario hacia un
acido nucleico diana que tiene una porcién de secuencia que corresponde sustancialmente al RNA bicatenario.

Preferiblemente, el paso de puesta en contacto (a) comprende introducir la molécula de RNA bicatenario en
una célula diana, v.g. una célula diana aislada, v.g. en cultivo de células, un microorganismo unicelular o una célula
diana o una pluralidad de células diana en un organismo multicelular. Mas preferiblemente, el paso de introduccion
comprende un suministro mediado por un portador, v.g. por portadores liposémicos o por inyeccion.

El método de la invencion puede utilizarse para determinar la funcién de un gen en una célula o un orga-
nismo o incluso para modular la funcién de un gen en una célula o un organismo, que es capaz de mediar la interfe-
rencia de RNA. La célula es preferiblemente una célula o una linea de células eucariota(s), v.g. una célula vegetal o
una célula animal, tal como una célula de mamifero, v.g. una célula embrionaria, una célula madre pluripotencial,
una célula tumoral, v.g. una célula de teratocarcinoma o una célula infectada por un virus. El organismo es preferi-
blemente un organismo eucariota, v.g. una planta o un animal, tal como un mamifero, particularmente un humano.

El gen diana al que esta dirigida la molécula de RNA de la invencion puede estar asociado con una condi-
cion patoldgica. Por ejemplo, el gen puede ser un gen asociado a un patégeno, v.g. un gen viral, un gen asociado a
un tumor o un gen asociado a una enfermedad autoinmune. El gen diana puede ser también un gen heterdlogo
expresado en una célula recombinante o un organismo alterado genéticamente. Por determinacion o modulacion,
particularmente, inhibicion de la funciéon de un gen de este tipo pueden obtenerse informacion valiosa y beneficios
terapéuticos en el campo de la agricultura o en el campo de la medicina o la medicina veterinaria.
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El dsRNA se administra usualmente como una composicion farmacéutica. La administracién puede reali-
zarse por métodos conocidos, en los cuales se introduce un acido nucleico en una célula diana deseada in vitro o in
vivo. Técnicas de transferencia de genes utilizadas comunmente incluyen fosfato de calcio, DEAE—dextrano, elec-
troporacion y microinyeccion, y métodos virales (Graham, F.L. y van der Eb, A.J. (1973) Virol. 52, 456; MeCutchan,
J.H. and Pagano, J.S. (1968), J. Natl. Cancer Inst. 41, 351; Chu, G. et al (1987), Nucl. Acids Res. 15, 1311; Fraley,
R. et al. (1980), J. Biol. Chem. 255, 10431; Capecchi, M.R. (1980), Cell 22, 479). Una adicion reciente a este arsenal
de técnicas para la introduccion de DNA en células es el uso de liposomas catiénicos (Felgner, P.L. et al., (1987),
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84, 7413). Formulaciones de lipidos catiénicos disponibles comercialmente son v.g. Tfx
50 (Promega) o Lipofectamin 2000 (Life Technologies).

Asi pues, la invencion se refiere también a una composicion farmacéutica que contiene como agente activo
al menos una molécula de RNA bicatenario como se describe arriba y un portador farmacéutico. La composicion
puede utilizarse para aplicaciones de diagndstico y terapéuticas en medicina humana o en medicina veterinaria.

Para aplicaciones diagnosticas o terapéuticas, la composicion puede encontrarse en forma de una solucion,
v.g. una solucion inyectable, una crema, un unglento, una tableta, una suspensién o analogas. La composicion
puede administrarse de cualquier modo adecuado, v.g. por inyeccion, por aplicacion oral, tdpica, nasal, rectal, etc. El
portador puede ser cualquier portador farmacéutico adecuado. Preferiblemente, se utiliza un portador que es capaz
de aumentar la eficacia de las moléculas de RNA para introducirse en las células diana. Ejemplos adecuados de
portadores de este tipo son liposomas, particularmente liposomas catiénicos. Un método de administracion mas
preferido es la inyeccion.

Una aplicacion preferida adicional del método RNAI es un analisis funcional de células eucariotas, u orga-
nismos eucariotas no humanos, preferiblemente células u organismos de mamifero y muy preferiblemente células
humanas, v.g. lineas de células tales como HelLa o 293 o de roedores, v.g. ratas y ratones. Por transfecciéon con
moléculas de RNA bicatenario adecuadas que son homadlogas respecto a un gen diana predeterminado o moléculas
de DNA que codifican una molécula de RNA bicatenario adecuada, puede obtenerse un fenotipo de silenciacion
especifico en una célula diana, v.g. en cultivo de células o en un organismo diana. Sorprendentemente, se ha en-
contrado que la presencia de moléculas de RNA bicatenario corto no da como resultado una respuesta de interferén
por la célula hospedadora o el organismo hospedador.

Se describe adicionalmente una célula eucariota o un organismo eucariota no humano que exhibe un fenotipo de
silenciacion especifico del gen diana que comprende una expresion al menos parcialmente deficiente de al menos
un gen diana enddgeno en el cual dicha célula u organismo se transfecta con al menos una molécula de RNA bica-
tenario capaz de inhibir la expresion de al menos un gen diana endégeno 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 Debe indicarse que
la presente invencion permite una silenciacion especifico de la diana de varios genes endégenos diferentes debido a
la especificidad de la RNA..

Fenotipos de silenciacion especificos de genes de células u organismos no humanos, particularmente de células
humanas o mamiferos no humanos pueden utilizarse en procedimientos analiticos, v.g. en el analisis funcional y/o
fenotipico de procesos fisioldgicos complejos tales como el analisis de perfiles de expresion génica y/o proteomas.
Por ejemplo, es posible preparar los fenotipos de silenciacion de genes humanos en células cultivadas que se supo-
ne son reguladoras de procesos alternativos de remodelacion. Entre estos genes se encuentran particularmente los
miembros de la familia de factores de remodelacién SR, v.g. ASF/SF2, SC35, SRp20, SRp40 o SRp55. Adicional-
mente, puede analizarse el efecto de las proteinas SR sobre los perfiles de mRNA de genes remodelados predeter-
minados alternativamente tales como CD44. Preferiblemente, el analisis se realiza por métodos de alta capacidad
utilizando chips basados en oligonucleétidos.

Utilizando tecnologias de silenciacion basadas en RNAI, la expresion de un gen diana endégeno puede inhibirse en
una célula diana o un organismo diana.

El gen enddgeno puede complementarse por un acido nucleico diana exdégeno que codifique la proteina diana o una
variante o forma mutada de la proteina diana, v.g. un gen o un cDNA, que puede estar fusionado opcionalmente con
una secuencia adicional de acido nucleico que codifica un péptido o polipéptido detectable, v.g. un marcador de
afinidad, particularmente un marcador de afinidad mudltiple. Variantes o formas mutadas del gen diana difieren del
gen diana enddgeno en que las mismas codifican un producto génico que difiere del producto del gen enddgeno en
el nivel de aminoacidos por sustituciones, inserciones y/o deleciones de aminoacidos simples o multiples. Las va-
riantes o formas mutadas pueden tener la misma actividad biolégica que el gen diana enddégeno. Por otra parte, la
variante o gen diana mutado puede tener también una actividad bioldgica que difiere de la actividad bioldgica del
gen diana enddgeno, v.g. una actividad parcialmente delecionada, una actividad completamente delecionada, una
actividad mejorada, etc.

La complementacion puede realizarse por coexpresion del polipéptido codificado por el acido nucleico exégeno, v.g.
una proteina de fusién que comprende la proteina diana y el marcador de afinidad y la molécula de RNA bicatenario
para silenciacion del gen enddégeno en la célula diana. Esta coexpresion puede realizarse utilizando un vector de
expresion adecuado que expresa a la vez el polipéptido codificado por el acido nucleico exégeno, v.g. la proteina
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diana modificada con el marcador y la molécula de RNA bicatenario o alternativamente por utilizaciéon de una combi-
nacion de vectores de expresion. Las proteinas y complejos de proteinas que se sintetizan de novo en la célula
diana contendran el producto del gen exégeno, v.g. la proteina de fusién modificada. Con objeto de evitar la supre-
sion de la expresion del producto del gen exdgeno por la molécula duplex de RNAI, la secuencia de nucleétidos que
codifica el acido nucleico exégeno puede alterarse en el nivel de DNA (causando o no mutaciones en el nivel de
aminoacidos) en la parte de la secuencia que es homodloga a la molécula de RNA bicatenario. Alternativamente, el
gen diana enddgeno puede complementarse por secuencias de nucleotidos correspondientes de otras especies,
v.g., de raton.

Una aplicacion preferida para la célula u organismo descrito es el analisis de los perfiles de expresion génica y/o
proteomas. En una realizacién especialmente preferida, se lleva a cabo un analisis de una forma variante o mutante
de una o varias proteinas diana, en donde dichas formas variantes o mutantes son reintroducidas en la célula u
organismo por un acido nucleico diana exdgeno como se describe arriba. La combinacion de silenciaciéon de un gen
enddgeno y rescate por utilizacion de una diana mutada, v.g. una diana exdgena parcialmente delecionada, presen-
ta ventajas en comparacion con el uso de una célula silenciada. Adicionalmente, este método es particularmente
adecuado para identificar dominios funcionales de la proteina diana. Puede hacerse una comparacion, v.g. de los
perfiles de expresiéon génica y/o proteomas y/o caracteristicas fenotipicas de al menos dos células u organismos.
Estos organismos se seleccionan de:

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

(iii) una célula u organismo con inhibicion del gen diana mas complementacion del gen diana por un acido nucleico
diana ex6geno.

El método de la invencion y la célula descrita son adecuados también en un procedimiento para identificacion y/o
caracterizacion de agentes farmacoldgicos, v.g. identificacion de nuevos agentes farmacoldgicos de una coleccion
de sustancias de test y/o caracterizacion de mecanismos de accion y/o efectos secundarios de agentes farmacoldgi-
cos conocidos.

Asi pues, se describe adicionalmente un sistema para identificacion y/o caracterizacion de agentes farmacolégicos
que actuian 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 endégeno
que codifica dicha proteina diana,

(b) al menos una molécula de RNA bicatenario capaz de inhibir la expresién de dicho al menos un gen diana endoé-
geno, y

(c) una sustancia de test o una coleccion de sustancias de test en las cuales las propiedades farmacoldgicas de
dicha sustancia o dicha coleccion de sustancias de test deben identificarse y/o caracterizarse.

Adicionalmente, el sistema que se ha descrito arriba puede comprender:

(d) al menos un acido nucleico diana exdégeno que codifica la proteina diana o una forma variante o mutada de la
proteina diana en donde dicho acido nucleico diana exégeno difiere del gen diana endégeno en el nivel de acido
nucleico de tal modo que la expresion del acido nucleico diana exdgeno es sustancialmente menos inhibida por la
molécula de RNA bicatenario que la expresion del gen diana endégeno.

Adicionalmente, el método de complementacion de la silenciacién del RNA puede utilizarse para propésitos prepara-
tivos, v.g. para la purificacion por afinidad de proteinas o complejos proteinicos de células eucariotas, particularmen-
te células de mamifero y mas particularmente células humanas. El acido nucleico diana exdégeno puede codificar
una proteina diana que esta fusionada a un marcador de afinidad.

El método preparativo puede emplearse para la purificacion de complejos proteinicos de alto peso molecular que
tienen preferiblemente una masa de 6 150 kD y mas preferiblemente de 6 500 kD y que pueden contener opcional-
mente acidos nucleicos tales como RNA. Ejemplos especificos son el complejo de proteinas heterotrimero constitui-
do por las proteinas de 20 kD, 60 kD y 90 kD de la particula U4/U6 snRNP, el factor de remodelacion SF3b del 17S
U2 snRNP constituido por 5 proteinas que tienen pesos moleculares de 14, 49, 120, 145y 155 kD y la particula 25S
U4/U6/U5 tri-snRNP que contiene las moléculas U4, U5 y U6 snRNA y aproximadamente 30 proteinas, que tiene un
peso molecular de aproximadamente 1,7 MD.

Este método es adecuado para analisis funcional de proteomas en células de mamifero, particularmente en célula
humanas.

En particular, el Ejemplo presentado bajo el parrafo 1.2.5 siguiente ilustra la presente invencion.

Leyendas de las Figuras
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Figura 1: Un RNA bicatenario tan corto como 38 pb puede mediar la RNAi. (A) Representacion grafica de dsRNAs
utilizados para direccionar mRNA Pp—luc. Se prepararon tres series de dsRNAs con extremos romos, que cubrian
un intervalo de 29 a 504 pb. La posicion del primer nucleétido de la cadena sentido del dsRNA se indica con relacion
al codon de comienzo de mRNA Pp—-luc (p1). (B) Ensayo de interferencia de RNA (Tuschl et al., 1999). Las ratios de
actividad de Pp-luc diana a Rr-luc de control se normalizaron para un tampon de control (barra negra). Los dsRNAs
(5 nM) se preincubaron en lisado de Drosophila durante 15 min a 25°C antes de la adicién de los mMRNAs Pp-luc y
Rr-luc con casquete 7—metil-guanosina y (~50 pM). La incubacién se continu6 durante una hora mas y se analizd
luego por el ensayo dual de luciferasa (Promega). Los datos son el valor medio de al menos cuatro experimentos
independientes * la desviacién estandar.

Flgura 2: Un dsRNA de 29 pb ya no se procesa para dar fragmentos de 21-23 nt. Evolu0|on temporal de la formula-
cion de 21-23 meros por procesamiento de dsRNAs marcados internamente con p (5 nM) en el lisado de Drosop-
hila. Se indican la longitud y la fuente del dsRNA. Se ha cargado un marcador de tamafio de RNA (M) en la pista de
la izquierda y se indican los tamafios de los fragmentos. Las dobles bandas para tiempo cero se deben a dsRNA
incompletamente desnaturalizado.

Figura 3: Los dsRNAs cortos escinden la diana de mRNA una sola vez. (A) Electroforesis en gel desnaturalizador
de los productos estables de escision en 5' producidos por incubacion durante 1 h de RNA sentido o antisentido 10
nM marcado con **P en el casquete con dsRNAs 10 nM de la serie p133 en lisado de Drosophila. Se generaron
marcadores de longitud por digestion parcial con nucleasa T1 e hidrdlisis alcalina parcial (OH) del RNA diana mar-
cado en el casquete. Las regiones direccionadas por los dsRNAs se indican como barras negras en ambos lados.
Se muestra el espaciamiento de 20-23 nt entre los sitios de escisidon predominantes para el dsRNA de 111 pb de
longitud. La flecha horizontal indica escision inespecifica no debida a RNAI. (B) Posicion de los sitios de escision en
RNAs diana sentido y antisentido. Las secuencias de los RNAs diana sentido de 177 nt y antisentido de 180 nt con
casquete se representan en orientacién antiparalela de tal manera que las secuencias complementarias estan en-
frentadas una a otra. La regién direccionada por los diferentes dsRNAs se indica por barras de diferentes colores
posicionadas entre las secuencias diana sentido y antisentido. Los sitios de escision se indican por C|rculos circulo
grande para escision fuerte, circulo pequefio para escision débil. El grupo fosfato radiomarcado con ¥p esta sefali-
zado por un asterisco.

Figura 4: Los fragmentos de RNA de 21 y 22 nt se generan por un mecanismo semejante al de la RNasa lIl.

(A) Secuencias de RNAs de ~21 nt después de procesamiento del dsRNA. Los fragmentos de RNA de ~21 nt gene-
rados por procesamiento de dsRNA se clonaron y secuenciaron direccionalmente. Los oligorribonucleétidos origina-
rios de la cadena sentido del dsRNA se indican como lineas azules, y los originarios de la cadena antisentido como
lineas rojas. Se utilizan barras gruesas si la misma secuencia estaba presente en clones muiltiples, indicando el
numero a la derecha la frecuencia. Los sitios de escision de RNA diana mediados por el dsRNA se indican como
circulos anaranjados, el circulo grande para escision fuerte y el circulo pequefio para escision débil (véase la Figura
3B). Los circulos situados en la parte superior de la cadena sentido indicaban sitios de escision en el interior de la
cadena sentido y los circulos en la parte inferior del dsRNA indican sitios de escision en la diana antisentido. Hasta
cinco nucledtidos adicionales se identificaron en fragmentos de ~21 nt derivados de los extremos 3' del dsRNA.
Estos nucledtidos son combinaciones aleatorias de residuos predominantemente C, G o A, y se afadieron muy
probablemente sin molde durante la transcripcion por T7 de las cadenas constitutivas del dsRNA. (B) Analisis bidi-
mensional por TLC de la composicion de nucledtidos de RNAs de ~21 nt. Los RNAs de ~21 nt se generaron por
incubacion de dsRNA Pp—luc de 504 pb radiomarcado internamente en lisado de Drosophila, se purificaron en gel y
se digirieron luego a mononucleétidos con nucleasa P1 (fila superior) o ribonucleasa T2 (flla inferior). El dsRNA se
sometié a radiomarcacién internamente por transcripcién en presencia de uno de los a—>*P nucleosido—trifosfatos
indicados. La radiactividad se detectd por obtencion de imagenes por luminiscencia. Los nucledsido—5'-
monofosfatos, nucledsido—3'-monofosfatos, nucledsido-5',3'—difosfatos, y el fosfato inorganico se indican como pN,
Np, pNp, y pi, respectivamente. Los circulos negros indican manchas de absorciéon UV a partir de nucleétidos porta-
dores no radiactivos. Los 3',5'-bisfosfatos (circulos rojos) se identificaron por co—migraciéon con estandares radlo-
marcados preparados por fosforilacion en 5' de nucledsido 3-monofosfatos con polinucleétido—quinasa T4 y y— ’p_
ATP.

Figura 5: Los RNAs sintéticos de 21 y 22 nt median la escision del RNA diana.

(A) Representacion grafica del dsRNA de control de 52 pb y dsRNAs sintéticos de 21 y 22 nt. La cadena sentido de
RNAs interferentes cortos de 21 y 22 nt (siRNAs) se representa en color azul, y la cadena antisentido en color rojo.
Las secuencias de los siRNAs se derivaron de los fragmentos clonados de dsRNAs de 52 y 111 pb (Figura 4A),
excepto en lo que respecta a la cadena antisentido de 22 nt del duplex 5. Los siRNAs en los duplex 6 y 7 eran ex-
clusivos de la reaccién de procesamiento del dsRNA de 111 pb. Los dos nucleétidos salientes 3' indicados en verde
estan presentes en la secuencia de la cadena sintética antisentido de los duplex 1 y 3. Ambas cadenas del dsRNA
de control de 52 pb se prepararon por transcripcion in vitro, y una fraccién de los transcritos puede contener adicion
de nucleodtido 3' sin molde. Los sitios de escision de RNA diana dirigidos por los duplex de siRNA se indican como
circulos anaranjados (véase la leyenda a la Figura 4A) y se determinaron como se muestra en la Figura 5B. (B)
Posicion de los sitios de escision en los RNAs diana sentido y antisentido. Las secuencias de RNA diana son como
se describe en la Figura 3B. EI dsRNA de control de 52 pb (10 nM) o los duplex de RNA de 21 y 22 nt 1-7 (100 nM)
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se incubaron con RNA diana durante 2,5 h a 25°C en lisado de Drosophila. Los productos estables de la escision 5'
se resolvieron en el gel. Los sitios de escision se indican en la Figura 5A. La region direccionada por el dsRNA de 52
pb o las cadenas sentido (s) o antisentido (as) se indican por las barras negras al lado del gel. Los sitios de escision
estan localizados todos ellos dentro de la region de identidad de los dsRNAs. Para determinacion precisa de los
sitios de escision de la cadena antisentido, se utilizé un gel de menor concentracion.

Figura 6: Los salientes 3' largos en dsRNAs cortos inhiben la RNA..

(A) Representacion grafica de constructos de dsRNA de 52 pb. Las extensiones 3' de la cadena sentido y antisentido
se indican en azul y rojo, respectivamente. Los sitios de escision observados en los RNAs diana se representan
como circulos anaranjados analogamente a la Figura 4A, y se determinaron como se muestra en la Figura 6B. (B)
Posicion de los sitios de escision en RNAs diana sentido y antisentido. Las secuencias de RNA diana son como se
describe en la Figura 3B. Se incub6é dsRNA (10 nM) con RNA diana durante 2,5 h a 25°C en lisado de Drosophila.
Los productos de escision 5' estables se resolvieron en el gel. Los sitios principales de escision se indican con una
flecha horizontal y se representan también en la Figura 6A. La region direccionada por el dsRNA de 52 pb se repre-
senta como una barra negra a ambos lados del gel.

Figura 7: Modelo propuesto para la RNAI.

Se predice que la RNAIi comienza con el procesamiento de dsRNA (cadena sentido en negro, cadena anti-
sentido en rojo) a RNAs interferentes cortos, predominantemente de 21 y 22 nt (siRNAs). Los nucleodtidos cortos
salientes 3', en caso de estar presentes en el dsRNA, pueden ser beneficiosos para el procesamiento de dsRNAs
cortos. Las proteinas de procesamiento de dsRNA, que no estan caracterizadas todavia, se representan como 6va-
los verdes y azules, y se ensamblan en el dsRNA de manera asimétrica. En el modelo empleado por los inventores,
esto se ilustra uniendo una proteina o dominio hipotético de proteina azul con la cadena de siRNA en direcciéon 3' a
5', en tanto que la proteina o dominio hipotético de proteina verde esta unida(o) siempre a la cadena de siRNA
opuesta. Estas proteinas o un subconjunto de las mismas se mantienen asociadas con el duplex de siRNA y preser-
van su orientacién como se determina por la direccién de la reaccion de procesamiento del dsRNA. Unicamente la
secuencia de siRNA asociada con la proteina azul es capaz de guiar la escision del RNA diana. Se hace referencia
al complejo con endonucleasas como un complejo interferente pequefio de ribonucleoproteinas o siRNP. Se supone
aqui que la endonucleasa que escinde el dsRNA puede escindir también el RNA diana, probablemente por despla-
zamiento temporal de la cadena de siRNA pasiva no utilizada para el reconocimiento de la diana. El RNA diana se
escinde luego en el centro de la region reconocida por el siRNA guia complementario de la secuencia.

Figura 8: Constructos informadores y duplex de siRNA.

(a) Se ilustran las regiones de genes informadores de luciferasa de luciérnaga (Pp-luc) y pensamiento de mar (Rr—
luc) de los plasmidos pGL2—-Control, pGL-3—Control y pRL-TK (Promega). Se indican los elementos reguladores de
SV40, el promotor HSV de timidina—quinasa y dos intrones (lineas). La secuencia de luciferasa GL3 es idéntica en
un 95% a la GL2, pero RL no tiene relacion alguna con ambas. La expresion de luciferasa por pGL2 es aproxima-
damente 10 veces menor que la de pGL3 en células de mamifero transfectadas. La region direccionada por los
duplex de siRNA se indica como una barra negra bajo la region codificante de los genes de luciferasa. (b) Se mues-
tran las secuencias sentido (arriba) y antisentido (abajo) de los duplex de siRNA que direccionan las luciferasas
GL2, GL3 y RL. Los duplex de siRNA GL2 y GL3 difieren unicamente en 3 sustituciones simples de nucleétidos
(recuadradas en gris). Como control inespecifico, se sintetizé un duiplex con la secuencia GL2 invertida, invGL2. El
saliente 3' de 2 nucledtidos de 2'-desoxitimidina se indica como TT; uGL2 es similar a siRNA de GL2, pero contiene
salientes 3' ribo-uridina.

Figura 9: Interferencia de RNA por duplex siRNA.

Las ratios de luciferasa diana de control se normalizaron para un control de tampdn (bu, barras negras); las
barras grises indican ratios de luciferasa GL2 o GL3 de Photinus pyralis (Pp—luc) a luciferasa RL de Renilla renifor-
mes (Rr-luc) (eje de la izquierda), y las barras blancas indican ratios de RL a GL2 o GL3 (eje de la derecha). Los
paneles a, c, e, g, e i describen experimentos realizados con la combinacién de los plasmidos informadores pGL2—
control y pRL-TK, y los paneles b, d, f, h y j con los plasmidos informadores pGL3—-Control y pRL-TK. La linea de
células utilizada para el experimento de interferencia se indica en la parte superior de cada grafico. Las ratios Pp—
luc/Rr-luc para el control de tampdn (bu) variaban entre 0,5 y 10 para pGL2/pRL y entre 0,03 y 1 para pGL3/pRL,
respectivamente, antes de normalizacion y entre las diversas lineas de células testadas. Los datos representados
graficamente se promediaron de tres experimentos independientes + S.D.

Figura 10: Efectos de siRNA de 21 nt, y dsRNAs de 50 pb y 500 pb sobre la expresion de luciferasa en células
Hela.

La longitud exacta de los dsRNAs largos se indica bajo las barras. Los paneles a, ¢ y e describen experi-
mentos realizados con los plasmidos informadores pGL2-Control y pRL-TK, y los paneles b, d y f con los plasmidos
informadores pGL3—Control y pRL-TK. Se promediaron los datos de dos experimentos independientes + S.D. (a),
(b) Expresion absoluta de Pp—luc, representada en unidades de luminiscencia arbitrarias. (c), (d) Expresién de Rr—
luc, representada en unidades de luminiscencia arbitrarias. (e), (f) Ratios de diana normalizada a luciferasa de con-
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trol. Las ratios de actividad de luciferasa para los duplex siRNA se normalizaron para un control de tampon (bu,
barras negras); las ratios de luminiscencia para los dsRNAs de 50 6 500 pb se normalizaron para las ratios respecti-
vas observadas para dsRNA de 50 y 500 pb de GFP humanizado (hG, barras negras). Debe indicarse que las dife-
rencias globales en secuencia entre los dsRNAs de 49 y 484 pb direccionados a GL2 y GL3 no son suficientes para
conferir especificidad entre las dianas GL2 y GL3 (identidad ininterrumpida de 43 nt en el segmento de 49 pb, identi-
dad ininterrumpida maxima de 239 nt en el segmento de 484 pb).

Figura 11: Variacion del saliente 3' de los duplex de siRNAs de 21 nt.

(A) Resefia de la estrategia experimental. Se representa el mMRNA diana sentido con casquete y poliadenilado y se
muestran las posiciones relativas de los siRNAs sentido y antisentido. Se prepararon ocho series de duplex, de
acuerdo con las ocho cadenas antisentido diferentes. Las secuencias de siRNA y el nimero de nucleétidos salientes
se cambiaron en pasos de 1 nt. (B) Luminiscencia relativa normalizada de luciferasa diana (Photinus pyralis, Pp—luc)
a luciferasa de control (Renilla reniformis, Rr—luc) en un lisado de embrién de D. melanogaster en presencia de
dsRNAs 5 nM con extremos romos. Las ratios de luminiscencia determinadas en presencia de dsRNA se normaliza-
ron para la ratio obtenida para un control de tampdn (bu, barra negra). Las ratios normalizadas menores que 1 indi-
can interferencia especifica. (C—J) Ratios de interferencia normalizadas para 8 series de duplex de siRNA de 21
nucledtidos. Las secuencias de los duplex de siRNA se representan encima de los graficos de barras. Cada panel
muestra la ratio de interferencia para una serie de duplex formados con un siRNA guia antisentido dado y 5 siRNAs
sentido diferentes. El nimero de nucledtidos salientes (saliente 3', nUmeros positivos; salientes 5', nUmeros negati-
vos) se indica en el eje x. Los puntos de datos se promediaron a partir de al menos 3 experimentos independientes,
representando las barras de error las desviaciones estandar.

Figura 12: Variacion de la longitud de la cadena sentido de los duplex de siRNA.

(A) Representacion grafica del experimento. Tres cadenas antisentido de 21 nt se aparearon con 8 siRNAs sentido.
Los siRNAs se modificaron en longitud en su extremo 3'. El saliente 3' del siRNA antisentido era de 1 nt (B), 2 nt (C)
o 3 nt (D), mientras que el saliente de siRNA sentido variaba para cada serie. Se indican las secuencias de los du-
plex de siRNA y las ratios de interferencia correspondientes.

Figura 13: Variacion de la longitud de los duplex de siRNA con salientes 3' de 2—nt preservados.

(A) Representacion grafica del experimento. El duplex de siRNA de 21 nt es idéntico en secuencia al representado
en la Figura 11H o 12C. Los duplex de siRNA se extendieron hasta el lado 3' del siRNA sentido (B) o el lado 5' del
siRNA sentido (C). Se indican las secuencias de los duplex de siRNA y las ratios de interferencia respectivas.

Figura 14: Sustitucion de los grupos 2'-hidroxilo de los residuos ribosa del siRNA.

Los grupos 2'-hidroxilo (OH) en las cadenas de los duplex de siRNA se reemplazaron por 2'-desoxi (d) o
2'-O-metilo (Me). Las sustituciones 2'-desoxi de 2 nt y 4 nt en los extremos 3' se indican como 2-nt d y 4-nt d,
respectivamente. Los residuos uridina se reemplazaron por 2'-desoxi—timidina.

Figura 15: Mapeado de la escision del RNA diana sentido y antisentido por los duplex de siRNA de 21 nt con salien-
tes 3' de 2 nt.

(A) Representacion grafica de RNAs y duplex de siRNA diana sentido y antisentido marcados en el casquete con
32P (asterisco). La posicion de la escision del RNA diana sentido y antisentido se indica por triangulos encima y
debajo de los duplex de siRNA, respectivamente. (B) Mapeado de los sitios de escisiéon de RNA diana. Después de
2 h de incubacioén de la diana 10 mM con duplex de siRNA 100 nM en lisado de embrién de D. melanogaster, el
sustrato con casquete 5' y los productos de escision 5' se resolvieron en geles de secuenciacion. Se generaron
marcadores de longitud por digestion parcial con RNasa T1 (T1) e hidrolisis alcalina parcial (OH-) de los RNAs di-
ana. Las lineas en negrita a la izquierda de las imagenes indican la region cubierta por las cadenas de siRNA 1y 5
de la misma orientacién que la diana.

Figura 16: El extremo 5' de un siRNA guia define la posicién de la escision del RNA diana.

(A, B) Representacion grafica de la estrategia experimental. El siRNA antisentido era el mismo en todos los duplex
de siRNA, pero la cadena sentido variaba entre 18 y 25 nt por cambio del extremo 3' (A) o de 18 a 23 nt por cambio
del extremo 5' (B). La posicion de escision del RNA diana sentido y antisentido se indica por triangulos encima y
debajo de los duplex de siRNA, respectivamente. (C, D) Analisis de la escision del RNA diana utilizando RNAs diana
sentido (panel superior) o antisentido (panel inferior) marcados en el casquete. Se muestran Unicamente los produc-
tos de escision 5' marcados en el casquete. Se indican las secuencias de los duplex de siRNA, y la longitud de las
cadenas de siRNA sentido esta marcada encima del panel. La linea de control marcada con un guién en el panel (C)
muestra el RNA diana incubado en ausencia de siRNAs. Los marcadores fueron como se describe en la Figura 15.
Las flechas en (D), panel del fondo, indican los sitios de escisién del RNA diana que difieren en 1 nt.

Figura 17: Variacion de la secuencia del saliente 3' de los duplex de siRNA.
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El saliente 3' de 2 nt (NN, en gris) se cambié en secuencia y composicion como se indica (T, 2'-
desoxitimidina, dG, 2'-desoxiguanosina; asterisco, duplex de siRNA de tipo salvaje). Las ratios de interferencia nor-
malizadas se determinaron como se describe en la Figura 11. La secuencia de tipo salvaje es la misma que se re-
presenta en la Figura 14.

Figura 18: Especificidad de secuencia del reconocimiento de diana.

Se muestran las secuencias de los duplex de siRNA desapareados, y los segmentos o nucledétidos simples
de secuencia modificados estan subrayados en gris. El duplex de referencia (ref) y los duplex de siRNA 1 a 7 con-
tienen salientes 2'-desoxitimidina de 2-nt. La eficiencia de silenciacién del duplex de referencia modificado con
timidina era comparable a la secuencia de tipo salvaje (Figura 17). Las ratios de interferencia normalizadas se de-
terminaron como se describe en la Figura 11.

Figura 19: Variacion de la longitud de los duplex de si-RNA con salientes 3' de 2 nt preservados.

Los duplex de siRNA se extendieron al lado 3' del siRNA sentido (A) o al lado 5' del siRNA sentido (B). Se
indican las secuencias de los duplex de siRNA y las ratios de interferencia respectivas. Para las células HeLa SS6,
se transfectaron duplex de siRNA (0,84 ug) direccionados a luciferasa GL2 junto con plasmidos pGL2—Control y
pRL-TK. Para comparacion, se indican las actividades in vitro de RNAi de los duplex siRNA testados en lisado de D.
melanogaster.

Ejemplo 1

Interferencia de RNA Mediada por RNAs Sintéticos Pequeios
1.1. Procedimientos Experimentales

1.1.1. RNAi in vitro

Se realizaron preparaciones in vitro de RNAi y de lisado como se ha descrito anteriormente (Tuschl et al.,
1999; Zamore et al., 2000). Es critico utilizar creatina—quinasa recién disuelta (Roche) para regeneracion 6ptima del
ATP. Los ensayos de traduccion de RNAI (Fig. 1) se realizaron con concentraciones de dsRNA de 5 nM y un periodo
de pre—incubacion prolongado de 15 min a 25°C antes de la adicion de mRNAs informadores Pp—luc y Rr-luc trans-
critos in vitro, con casquete y poliadenilados. La incubacién se continué durante 1 h y la cantidad relativa de proteina
Pp—luc y Rr-luc se analiz6 utilizando el ensayo de luciferasa dual (Promega) y un lumindmetro Monolight 3010C
(PharMingen).

1.1.2. Sintesis del RNA

Se utilizaron procedimientos estandar para transcripcion in vitro de RNA a partir de moldes de PCR que
llevaban secuencias promotoras T7 o SP6, véase por ejemplo (Tuschl, et al., 1998). Se preparé RNA sintético utili-
zando fosforamiditos de RNA Expedite (Proligo). El oligonucleétido del adaptador 3' se sintetizd utilizando dimetoxi-
tritil—1,4—bencenodimetanol-succinil-amino-propil-CPG. Los oligorribonucleétidos se desprotegieron en 3 ml de
amoniaco/etanol al 32% (3/1) durante 4 h a 55°C (RNA Expedite) o 16 h a 55°C (oligonucleétidos quiméricos
DNA/RNA adaptador 3'y 5') y se desililaron y purificaron luego en gel como se ha descrito previamente (Tuschl et
al., 1993). Se generaron transcritos de RNA para preparacion de dsRNA que incluian salientes 3' largos a partir de
moldes PCR que contenian un promotor T7 en direccion sentido y un promotor SP6 en direccion antisentido. El
molde de transcripcion para el RNA diana sentido y antisentido se amplific6 por PCR con
GCGTAATACGACTCACTATAGAACAATGCTTTTA-CAG (subrayado, promotor T7) como cebador 5' vy
ATTTAGGTGACACTA-TAGGCATAAAGAATTGAAGA (subrayado, promotor SP6) como cebador 3' y el plasmido
linealizado Pp-luc (secuencia pGEM-luc) (Tuschl et al., 1999) como molde; el RNA sentido transcrito por T7 tenia
una longitud de 17 nt con la secuencia Pp—luc entre las posiciones 113 y 273 con relacién al codén de inicio y segui-
da por 17 nt del complemento de la secuencia promotora SP6 en el extremo 3'. Se prepararon transcritos para la
formacién de dsRNA con extremos romos por transcripcion a partir de dos productos PCR diferentes que contenian
solamente una secuencia de promotor simple.

Se llevd a cabo la reasociacion de dsRNA utilizando una extraccion con fenol/cloroformo. Se incubaron
concentraciones equimolares de RNA sentido y antisentido (50 nM a 10 uM, dependiendo de la longitud y la canti-
dad disponible) en NaOAc 0,3M (pH 6) durante 30 s a 90°C y se extrajeron luego a la temperatura ambiente con un
volumen igual de fenol/cloroformo, lo que fue seguido por una extraccion con cloroformo para eliminar el fenol resi-
dual. El dsRNA resultante se precipité por adicion de 2,5-3 volimenes de etanol. El pelet se disolvié en tampdn de
lisis (KCI 100 mM, HEPES—KOH 30 mM, pH 7,4, Mg(OAc). 2 mM) y la calidad del dsRNA se comprobd por electrofo-
resis estandar en gel de agarosa en tampon TAE 1 x. Los dsRNAs de 52 pb con los salientes 3' de 17 nt y 20 nt
(Figura 6) se reasociaron por incubacion durante 1 min a 95°C, se enfriaron luego rapidamente a 70°C, seguido por
enfriamiento lento a la temperatura ambiente durante un periodo de 3 h (reaccién de reasociacion 50 pl, concentra-
cion de cadena 1 yM, NaCl 300 mM, Tris=HCI 10 mM, pH 7,5). Los dsRNAs se extrajeron luego con fe-
nol/cloroformo, se precipitaron con etanol y se disolvieron en tampon de lisis.
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La transcripcion del RNA radiomarcado internamente con p utilizadOJ)ara la preparacion del dsRNA (Figu-
ras 2 y 4) se realizé utilizando ATP, CTP, y GTP 1 mM, UTP 0,1 6 0,2 mM, y 2P_UTP 0,2-0,3 pM (3000 Ci/mmol),
o la ratio respectiva para nucledsido—trifosfatos radiomarcados distintos de UTP. La marcacion del casquete de los
RNAs diana se realizé6 como se ha descrito previamente. Los RNAs diana se purificaron en gel después de la mar-
cacion del casquete.

1.1.3. Mapeado del Sitio de Escision

Se llevaron a cabo reacciones RNAI estandar por pre—incubacion de dsRNA 10 nM durante 15 min seguida
por adicién de RNA diana 10 nM marcado en el casquete. La reaccion se pard después de 2 horas adicionales (Fi-
gura 2A) o incubacioén durante 2,5 h (Figura 5B y 6B) por tratamiento con proteinasa K (Tuschl et al., 1999). Las
muestras se analizaron luego en geles de secuenciacion al 8 o al 10%. Los duplex de RNA sintéticos de 21 y 22 nt
se utilizaron a una concentracion final de 100 nM (Fig. 5B).

1.1.4. Clonaciéon de RNAs de ~21 nt

Los RNAs de 21 nt se produjeron por incubacién de dsRNA radiomarcado en lisado de Drosophila en au-
sencia de RNA diana (reaccion de 200 pl, incubacion durante 1 h, dsP111 50 nM, o dsP52 o dsP39 100 nM). La
mixtura de reaccion se tratd subsiguientemente con proteinasa K (Tuschl et al., 1999) y los productos de procesa-
miento de dsRNA se separaron en un gel desnaturalizante de poliacrilamida al 15%. Se cort6 una banda que incluia
un intervalo de tamafios de al menos 18 a 24 nt, se eluy6 en NaCl 0,3M durante una noche a 4°C y en tubos silico-
nizados. El RNA se recuperd por precipitacion con etanol y se desfosforild (reaccion de 30 pl, 30 min, 50°C, 10 U de
fosfatasa alcalina, Roche). La reaccién se pard por extraccion con fenol/cloroformo y el RNA se precipitd con etanol.
El oligonucledtido adaptador 3' (pUUUaaccgcatccttctcx: mayusculas, RNA; minusculas, DNA; p, fosfato; x, 4—
hidroximetilbencilo) se ligé luego al RNA de ~21 nt desfosforilado (reaccion de 20 pl, 30 min, 37°C, adaptador 3' 5
MM, Tris—HCI 50 mM, pH 7,6, MgCl, 10 mM, ATP 0,2 mM, BSA acetilada 0,1 mg/ml, 15% DMSO, 21 U de RNA-
ligasa T4, Amersham—-Pharmacia) (Pan y Uhlenbeck, 1992). La reaccion de ligacion se paré por adicion de un volu-
men igual de mezcla de parada urea 8M/EDTA 50 mM y se carg6 directamente en un gel al 15%. Los rendimientos
de ligacion eran mayores que 50%. El producto de ligacién se recuper6 del gel y se fosforil6 en 5' (reaccién de 20 pl,
30 min, 37°C, ATP 2 mM, 5 U de polinucleétido—quinasa T4, NEB). La reaccién de fosforilacion se paré por extrac-
cion con fenol/cloroformo y el RNA se recuper6 por precipitacion con etanol. A continuacion, se ligé el adaptador 5'
(tactaatacgactcactAAA: mayusculas, RNA; minusculas, DNA) al producto de ligacion fosforilado como se ha descrito
arriba. El nuevo producto de ligacion se purifico en gel y se eluyé de la rodaja de gel en presencia del cebador de
transcripcion inversa (GACTAGCTGGAATTC-AAGGATGCGGTTAAA; negrita, sitio EcoRI) utilizado como portador.
La transcripcion inversa (reaccion de 15 pl, 30 min, 42°C, 150 U de transcriptasa inversa Superscript Il, Life Techno-
logies) fue seguida por PCR utilizando un cebador 5' CAGCCAACGGAATTCATACGACTCACTAAA (negrita, sitio
EcoRl) y el cebador 3'-RT. El producto PCR se purificod por extraccion con fenol/cloroformo y se precipitd con etanol.
El producto PCR se digirié luego con EcoRI (NEB) y se concatemerizé utilizando DNA-ligasa T4 (alta concentracion,
NEB). Los concatémeros de un intervalo de tamafios de 200 a 800 pb se separaron en un gel de agarosa de punto
de fusion bajo, se recuperaron del gel por un procedimiento estandar de fusion y extraccion con fenol, y se precipita-
ron con etanol. Los extremos no apareados se rellenaron por incubacién con polimerasa Taqg en condiciones estan-
dar durante 15 min a 72°C, y el producto DNA se ligé directamente al vector pCR2.1-TOPO utilizando el kit de
clonacién TOPO TA (Invitrogen). Se seleccionaron colonias utilizando PCR y los cebadores de secuenciacion M13—
20 y M13 Reverse. Los productos PCR se sometieron directamente a secuenciacion especial (Sequence Laborato-
ries Gottingen GmbH, Alemania). Como promedio, se obtuvieron por cada clon 4 a 5 secuencias 21-meras.

1.1.5. Analisis 2D-TLC

La digestion con la nucleasa P1 de siRNAs radiomarcados y purificados en gel y 2D-TLC se llevé a cabo
como se ha descrito (Zamore et al., 2000). La digestion con nucleasa T2 se realiz6 en reacciones de 10 yl durante 3
h a 50°C en acetato de amonio 10 mM (pH 4,5) utilizando 2 ug/pl de tRNA portador y 30 U de ribonucleasa T2 (Life
Technologies). La migracion de los estandares no radiactivos se determiné por sombreado UV. La identidad de los
nucledsido—3',5'-difosfatos se confirmo por comigracion de los productos de digestion con T2 con estandares prepa-
rados por fosforilaciéon con P en 5' de nucledsido—3'-monofosfatos comerciales utilizando y—32P—-ATP y polinuclet-
tido—quinasa T4 (datos no presentados).

1.2. Resultados y Discusion
1.2.1. Requerimientos de Longitud para el Procesamiento de dsRNA a Fragmentos de RNA de 21 y 22 nt

Un lisado preparado a partir de embriones sincitiales de D. melanogaster resume la RNAI in vitro proporcio-
nando una nueva herramienta para analisis bioquimico del mecanismo de la RNAi (Tuschl et al., 1999; Zamore et
al., 2000). El analisis in vitro e in vivo de los requerimientos de longitud de dsRNA para RNAi ha revelado que los
dsRNA cortos (<150 pb) son menos eficaces que los dsRNAs mas largos en la degradacion del mRNA diana (Ca-
plen et al., 2000; Hammond et al., 2000; Ngo et al., 1998); Tuschl et al., 1999). Las razones para la reduccion en la
eficiencia de la degradacion del mMRNA no se conocen. Por esta razén, se examind el requerimiento preciso de longi-
tud de dsRNA para degradacion de RNA diana en condiciones optimizadas en el lisado de Drosophila (Zamore et
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al., 2000). Se sintetizaron varias series de dsRNAs y se dirigieron contra el RNA informador de luciferasa de luciér-
naga (Pp—luc). La supresion especifica de la expresion de RNA diana se monitorizé por el ensayo dual de luciferasa
(Tuschl et al., 1999) (Figuras 1A y 1B). Se detect6 la inhibicién especifica de la expresion de RNA diana para
dsRNAs tan cortos como 38 pb, pero los dsRNAs de 29 a 36 pb no eran eficaces en este proceso. El efecto era
independiente de la posicion de la diana y el grado de inhibicién de la expresion de mRNA Pp-luc estaba en correla-
cion con la longitud del dsRNA, es decir que los dsRNAs largos eran mas eficaces que los dsRNAs cortos.

Se ha sugerido que los fragmentos de RNA de 21-23 nt generados por el procesamiento de dsRNAs son
los mediadores de la interferencia de RNA y la cosupresion (Hamilton y Baulcombe, 1999; Hammond et al., 2000;
Zamore et al., 2000). Por esta razén se analiz6 la tasa de formacion de fragmentos de 21-23 nt para un subconjunto
de dsRNAs de tamafio comprendido entre 501 y 29 pb. la formacién de fragmentos de 21-23 nt en lisado de Dro-
sophila (Figura 2) era faciimente detectable para dsRNAs de 39 a 501 pb de longitud, pero se retardaba significati-
vamente para el dsRNA de 29 pb. Esta observacién es coherente con un papel de los fragmentos de 21-23 nt en el
guiamiento de la escision del mMRNA y proporciona una explicacion para la falta de RNAi en los dsRNAs de 30 pb. La
dependencia de la longitud de la formacion de 21-23 meros refleja probablemente un mecanismo de control bioldgi-
camente relevante para prevenir la activacién indeseada de RNAI por estructuras intramoleculares cortas apareadas
en bases de RNAs celulares regulares.

1.2.2. El dsRNA de 39 pb Media la Escision del RNA Diana en un Solo Sitio

La adicion de dsRNA y RNA diana con casquete 5' al lisado de Drosophila da como resultado una degrada-
cion especifica de la secuencia del RNA diana (Tuschl et al., 1999). El mRNA diana se escinde solamente en la
region de identidad con el dsRNA y muchos de los sitios de escision diana estaban separados por 21-23 nt (Zamore
et al., 2000). Asi, se esperaba que el nimero de sitios de escision para un dsRNA dado correspondiera groseramen-
te a la longitud del dsDNA dividida por 21. Se mapearon los sitios de escision diana en un RNA diana sentido y anti-
sentido que estaba radiomarcado 5' en el casquete (Zamore et al., 2000) (Figuras 3A y 3B). Los productos estables
escindidos en 5' se separaron en un gel de secuenciacion y se determiné la posicién de escisiéon por comparacion
con una RNasa T1 parcial y una escalera de hidrdlisis alcalina del RNA diana.

Coherentemente con la observacion previa (Zamore et al., 2000), todos los sitios de escision del RNA diana
estaban localizados dentro de la region de identidad con el dsRNA. La diana sentido o antisentido era escindida una
sola vez por el dsRNA de 39 pb. Cada sitio de escision estaba localizado a 10 nt del extremo 5' de la region cubierta
por el dsRNA (Figura 3B). El dsRNA de 52 pb, que comparte el mismo extremo 5' con el dsRNA de 39 pb, produce
el mismo sitio de escisidon en la diana sentido, localizado a 10 nt del extremo 5' de la region de identidad con el
dsRNA, ademas de dos sitios de escisiéon mas débiles situados 23 y 24 nt aguas abajo del primer sitio. La diana
antisentido era escindida una sola vez, de nuevo a una distancia de 10 nt del extremo 5' de la regién cubierta por su
dsRNA respectivo. El mapeado de los sitios de escision para los dsRNAs de 38 a 49 pb que se muestran en la Figu-
ra 1 demostré que el primer y predominante sitio de escision estaba localizado siempre a una distancia de 7 a 10 nt
aguas abajo de la region cubierta por el dsRNA (datos no presentados). Esto sugiere que el producto de escision del
RNA diana esta determinado por el extremo del dsRNA y podria implicar que el procesamiento a 21-23 meros se
inicie a partir de los extremos del duplex.

Los sitios de escision en la diana sentido y antisentido para el dsRNA mas largo de 111 pb eran mucho mas
frecuentes que lo previsto y la mayoria de ellos aparecen en grupos separadas por 20 a 23 nt (Figuras 3A y 3B).
Como en el caso de los dsRNAs mas cortos, el primer sitio de escision en la diana sentido se encuentra a 10 nt del
extremo 5' de la region abarcada por el dsRNA; y el primer sitio de escision en la diana antisentido esta localizado a
9 nt del extremo 5' de la region cubierta por el dsRNA. No esta claro qué es lo que pueda causar esta escision des-
ordenada, pero una posibilidad podria ser que los dsRNAs mas largos pueden ser procesados no sélo a partir de los
extremos sino también internamente, o que existan algunos determinantes de especificidad para procesamiento del
dsRNA que no se conocen todavia. Algunas irregularidades respecto a la separacion de 21 a 23 nt se observaron
también previamente (Zamore et al., 2000). Para comprender mejor la base molecular del procesamiento del dsRNA
y el reconocimiento del RNA diana, los autores de la invencion decidieron analizar las secuencias de los fragmentos
de 21-23 nt generados por el procesamiento de dsRNAs de 39, 52 y 111 pb en el lisado de Drosophila.

1.2.3. El dsRNA se Procesa a RNAs de 21 y 22 nt por un Mecanismo Semejante a la RNasa Il

Con objeto de caracterizar los fragmentos de RNA de 21-23 nt, se examinaron los términos 5' y 3' de los
fragmentos de RNA. La oxidacion con peryodato de RNAs de 21-23 nt purificados en gel, seguida por eliminacion 3
indico la presencia de grupos hidroxilo terminales 2' y 3'. Los 21-23 meros eran sensibles también al tratamiento con
fosfatasa alcalina, lo que indicaba la presencia de un grupo fosfato en el terminal 5'. La presencia de términos 5'-
fosfato y 3'-hidroxilo sugiere que el dsRNA podria ser procesado por una actividad enzimatica similar a la RNasa lll
de E. coli (para revisiones, véase Dunn, 1982; Nicholson, 1999; Robertson, 1990; Robertson, 1982)).

La clonacion direccional de fragmentos de RNA de 21-23 nt se realizd por ligacién de un oligonucleétido
con adaptadores 3'y 5' a los 21-23 meros purificados utilizando RNA-ligasa T4. Los productos de ligacion se trans-
cribieron inversamente, se amplificaron por PCR, se concatemerizaron, clonaron y secuenciaron. Se secuenciaron
mas de 220 RNAs cortos a partir de las reacciones de procesamiento de dsRNA de los dsRNAs de 39, 52y 111 pb
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(Figura 4a). Se encontré la distribucion de longitudes siguiente: 1% 18 nt, 5% 19 nt, 12% 20 nt, 45% 21 nt, 28% 22
nt, 6% 23 nt, y 2% 24 nt. El analisis de la secuencia del nucledtido 5' terminal de los fragmentos procesados indicaba
que los oligonucledtidos con una guanosina 5' estaban infrarrepresentados. Este sesgo era introducido muy proba-
blemente por la RNA-ligasa T4 que discrimina contra la guanosina fosforilada en 5' como oligonucleétido donante;
no se aprecio sesgo significativo alguno de la secuencia en el extremo 3'. Muchos de los fragmentos de ~21 nt deri-
vados de los extremos 3' de la cadena sentido o antisentido de los duplex incluyen nucleétidos 3' que se derivan de
la adicién sin molde de nucledtidos durante la sintesis del RNA utilizando RNA—polimerasa T7. Es interesante que
un numero importante de RNAs enddgenos de ~21 nt procedentes de Drosophila se clonaban también, algunos de
ellos a partir de retrotransposones LTR y distintos de LTR (datos no presentados). Esto es coherente con un posible
papel para la RNAI en la silenciacion de transposones.

Los RNAs de ~21 nt aparecen en grupos arracimados (Figura 4a) que cubren las secuencias de dsRNA
enteras. Aparentemente, la reaccion de procesamiento corta el dsRNA dejando extremos 3' cohesivos, otra caracte-
ristica de la escision por la RNasa lll. Para el dsRNA de 39 pb, se encontraron dos grupos de RNAs de ~21 nt pro-
cedentes de cada cadena constitutiva del dsRNA, con inclusion de extremos salientes 3', pero se detectd un solo
sitio de escision en la diana sentido y antisentido (Figuras 3A y 3B). Si los fragmentos de ~21 nt estuvieran presen-
tes como RNAs de guiamiento monocatenarios en un complejo que media la degradacion de mRNA, podria supo-
nerse que existen al menos dos sitios de escision de la diana, pero no ocurria esto. Ello sugiere que los RNAs de
~21 nt pueden estar presentes en forma bicatenaria en el complejo de endonucleasas, pero que sélo una de las
cadenas puede utilizarse para reconocimiento y escision del RNA diana. El uso de una sola de las cadenas de ~21
nt para escisiéon de la diana puede venir determinado simplemente por la orientacién en la que el duplex de ~21 nt
esta unido al complejo de nucleasas. Esta orientacion esta definida por la direccién en la que se proceso el dsRNA
original.

Los grupos de ~21 meros para el dsRNA de 52 pb y 111 pb estan peor definidos en comparacion con el
dsRNA de 39 pb. Los grupos se extienden en regiones de 25 a 30 nt que representan muy probablemente varias
subpoblaciones distintas de duplex de ~21 nt que por consiguiente guian la escision de la diana en varios sitios
proximos. Estas regiones de escision estan todavia separadas predominantemente por intervalos de 20 a 23 nt. Las
reglas que determinan el grado de regularidad en que el dsRNA puede procesarse a fragmentos de ~21 nt no se
conocen todavia, pero se observo previamente que el espaciamiento de aprox. 21-23 nt de los sitios de escision
podria ser alterado por una serie de uridinas (Zamore et al., 2000). La especificidad de escision del dsRNA por RNa-
sa lll de E. coli parece estar controlada principalmente por antideterminantes, es decir por la exclusién de algunos
pares de bases especificos en posiciones dadas con relacion al sitio de escision (Zhang y Nicholson, 1997).

Para ensayar si estaba presente modificacion en el azicar, la base o el casquete en los fragmentos de RNA
procesados de ~21 nt, los autores de la invencién incubaron dsRNA Pp-luc de 505 pb radiomarcado en el lisado
durante 1 h, se aislaron los productos de ~21 nt, y se digirieron con nucleasa P1 o T2 para dar mononucleétidos. La
mixtura de nucleétidos se analiz6 luego por cromatografia bidimensional en capa fina (Figura 4B). Ninguno los cua-
tro ribonucledtidos naturales se modificaba, como se indica por digestion con P1 o T2. Los autores de la invencion
han analizado previamente la conversion de adenosina en inosina en los fragmentos de ~21 nt (después de una
incubacion de 2 h) y detectaron un pequefio grado de desaminacion (<0,7%) (Zamore et al., 2000); una incubacion
mas breve en el lisado (1 h) reducia esta fraccion de inosina hasta niveles apenas detectables. La RNasa T2, que
escinde en posicion 3' el enlace fosfodiéster, producia nucledsido—3'-fosfato y nucledsido—3',5'-difosfato, indicando
con ello la presencia de un monofosfato 5' terminal. Se detectaban los cuatro nucledsido—3',5'-difosfatos y sugieren
que el enlace internucleotidico se escindia con poca o ninguna especificidad de secuencia. En resumen, los frag-
mentos de ~21 nt no estan modificados y se generaban a partir de dsRNA de tal modo que estaban presentes 5'-
monofosfatos y 3'-hidroxilos en el extremo 5'.

1.2.4. Los RNAs Sintéticos de 21 y 22 nt Median la Escision del RNA Diana

El analisis de los productos del procesamiento de dsRNA indicaba que los fragmentos de ~21 nt estan
generados por una reaccion con todas las caracteristicas de una reaccion de escision por la RNasa Il (Dunn, 1982;
Nicholson, 1999; Robertson, 1990; Robertson, 1982). La RNasa Ill produce dos cortes escalonados en ambas cade-
nas del dsRNA, dejando un saliente 3' de aproximadamente 2 nt. Los autores de la invencion sintetizaron quimica-
mente RNAs de 21 y 22 nt, idénticos en secuencia a algunos de los fragmentos de ~21 nt clonados, y testaron los
mismos respecto a su capacidad para mediar la degradacion del RNA diana (Figuras 5A y 5B). Los duplex de RNA
de 21y 22 nt se incubaron a concentraciones 100 nM en el lisado, concentraciones 10 veces mayores que el dsRNA
de control de 52 pb. En estas condiciones, la escisiéon del RNA diana es faciimente detectable. La reduccién de la
concentracion de duplex de 21 y 22 nt desde 100 a 10 nM causa todavia escision del RNA diana. Sin embargo, el
aumento de la concentracién del duplex desde 100 nM a 1000 nM no aumenta ulteriormente la escisién de la diana,
debido probablemente a un factor proteinico limitante existente en el lisado.

En contraste con los dsRNAs de 29 6 30 pb que no mediaban la RNAI, los dsRNAs de 21 y 22 nt con ex-
tremos salientes 3' de 2 a 4 nt mediaban una degradacion eficiente del RNA diana (duplex 1, 3, 4, 6, Figuras 5A y
5B). Los dsRNAs de 21 6 22 nt con extremos romos (duplex 2, 5, y 7, Figuras 5A y 5B) se reducian en su capacidad
para degradar la diana e indican que los extremos salientes 3' son criticos para la reconstitucion del complejo RNA—
proteina-nucleasa. Los salientes monocatenarios pueden ser necesarios para la fijacion con afinidad alta del duplex
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de ~21 nt a los componentes proteinicos. Aunque estaba presente un fosfato 5'-terminal después del procesamiento
del dsRNA, no era necesario para mediar la escision del RNA diana y estaba ausente de los RNAs sintéticos cortos.

Los duplex sintéticos de 21 y 22 nt guiaban la escision de las dianas sentido y antisentido en la region abar-
cada por el duplex corto. Este es un resultado importante considerando que un dsRNA de 39 pb, que forma dos
pares de grupos de fragmentos de ~21 nt (Fig. 2), escindia la diana sentido o antisentido una sola vez y no dos
veces. Los inventores interpretan este resultado sugiriendo que solo una de las dos cadenas presentes en el duplex
de ~21 nt es capaz de guiar la escision del RNA diana y que la orientacion del duplex de ~21 nt en el complejo de
nucleasas esta determinada por la direccion inicial de procesamiento del dsRNA. Sin embargo, la presentacion al
sistema in vitro de un duplex de ~21 nt ya perfectamente procesado, permite de hecho la formacién del complejo
activo de nucleasas especifico de la secuencia con dos orientaciones posibles del duplex de RNA simétrico. Esto da
como resultado la escision de la diana tanto sentido como antisentido dentro de la region de identidad con el duplex
de RNA de 21 nt.

El sitio de escision de la diana esta localizado 11 6 12 nt aguas abajo del primer nucleétido que es comple-
mentario a la secuencia guia de 21 6 22 nt, es decir, que el sitio de escisidon esta proximo al centro de la region
abarcada por los RNAs de 21 6 22 nt (Figuras 4A y 4B). El desplazamiento de la cadena sentido de un duplex de 22
nt por dos nucleétidos (comparense los duplex 1y 3 en la Figura 5A) desplazaba el sitio de escision sélo de la diana
antisentido por dos nucleétidos. El desplazamiento tanto de la cadena sentido como de la cadena antisentido por
dos nucleétidos desplazaba ambos sitios de escision por dos nucleétidos (comparense los duplex 1y 4). Se predice
que seria posible disefiar un par de RNAs de 21 6 22 nt para escindir un RNA diana practicamente en cualquier
posicion dada.

La especificidad de escision del RNA diana guiada por RNAs de 21 y 22 nt parece perfecta, dado que no
se detecta sitio aberrante alguno (Figura 5B). Sin embargo, debe observarse que los nucleétidos presentes en el
saliente 3' del duplex de RNA de 21 y 22 nt pueden contribuir menos al reconocimiento del sustrato que los nucleoti-
dos cercanos al sitio de escision. Esto esta basado en la observaciéon de que el nucleétido mas préximo a 3' en el
saliente 3' de los duplex activos 1 6 3 (Figura 5A) no es complementario a la diana. Un analisis detallado de la espe-
cificidad de la RNAi puede emprenderse ahora facilmente utilizando RNAs sintéticos de 21 y 22 nt.

Basandose en la evidencia de que los RNAs sintéticos de 21 y 22 nt con salientes 3' median la interferencia
del RNA, los inventores propusieron designar los RNAs de -21 nt "RNAs de interferencia cortos" o siRNAs, y el com-
plejo RNA-proteina respectivo como una "particula de ribonucleoproteina interferente pequefia" o siRNP.

1.2.5.3. Los Salientes 3' de 20 nt en los dsRNAs cortos inhiben la RNAi

Se ha demostrado que los dsRNAs cortos con extremos romos se procesan a partir de los extremos del
dsRNA. Durante el estudio de la dependencia de la longitud del dsRNA en la RNAI realizado por los autores de la
invencion, se han analizado también dsRNAs con extremos salientes 3' de 17 a 20 nt y se ha encontrado de modo
sorprendente que los mismos eran menos potentes que los dsRNAs de extremos romos. El efecto inhibidor de los
extremos 3' largos era particularmente acusado para dsRNAs de hasta 100 pb, pero era menos espectacular para
dsRNAs mas largos. El efecto no era debido a una formacion imperfecta de dsRNA basada en el analisis del gel
nativo (datos no representados). Se testo si el efecto inhibidor de los extremos salientes 3' largos podria utilizarse
como herramienta para dirigir el procesamiento del dsRNA a uno solo de los dos extremos de un duplex de RNA
corto.

Se sintetizaron cuatro combinaciones del dsRNA molde de 52 pb, extremos romos, extensiéon 3', sélo en la
cadena sentido, extension 3' solamente en la cadena antisentido, y la extension 3' doble en ambas cadenas, y se
mapearon los sitios de escision del RNA diana después de incubacion en el lisado (Figuras 6A y 6B). El sitio de
escision primero y predominante de la cadena sentido se perdié cuando se extendia el extremo 3' de la cadena
antisentido del duplex, y viceversa, el sitio de escision fuerte de la cadena antisentido se perdia cuando se extendia
el extremo 3' de la cadena sentido del duplex. Las extensiones 3' en ambas cadenas hacian que el dsRNA de 52 pb
se volviera virtualmente inactivo. Una explicaciéon para la silenciacion del dsRNA por las extensiones 3' de ~20 nt
podria ser la asociacion de proteinas de fijacion de RNA monocatenario que podrian interferir con la asociacion de
uno de los factores de procesamiento del dsRNA en este extremo. Este resultado es coherente también con el mo-
delo de los autores de la invencién en el cual sélo una de las cadenas del duplex de siRNA en el siRNP ensamblado
es capaz de guiar la escision del RNA diana. La orientacion de la cadena que guia la escision del RNA esta definida
por la direccion de la reacciéon de procesamiento del dsRNA. Es probable que la presencia de extremos 3' cohesivos
pueda facilitar el ensamblaje del complejo de procesamiento. A es coherente también con el modelo de los autores
de la invencion en el cual solo una de las cadenas del duplex de siRNA en el siNRP ensamblado es capaz de guiar
la escision del RNA diana. La orientacion de la cadena que guia la escision del RNA esta definida por la direccion de
la reaccion de procesamiento del dsRNA. Es probable que la presencia de extremos cohesivos 3' pueda facilitar el
ensamblaje del complejo de procesamiento. Un bloque en el extremo 3' de la cadena sentido permitira inicamente el
procesamiento del dsRNA desde el extremo 3' opuesto de la cadena antisentido. Esto genera a su vez complejos
siRNP en los cuales Gnicamente la cadena antisentido del duplex de siRNA es capaz de guiar la escision del RNA
diana sentido. Lo mismo es cierto para la situacién reciproca.

14



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2380171 T3

El efecto inhibidor menos pronunciado de extensiones 3' largas en el caso de dsRNAs mas largos (=500 pb,
datos no presentados) sugiere a los autores de la invencion que los dsRNAs largos pueden contener también sefia-
les internas de procesamiento del dsRNA o pueden llegar a ser procesados cooperativamente debido a la asocia-
cion de factores de escision multiples.

1.2.6. Un Modelo para la Escision de mRNA Dirigida por dsRNA

Los nuevos datos bioquimicos actualizan el modelo en cuanto al modo en que el dsRNA direcciona el
mRNA para su destruccion (Figura 7). EI RNA bicatenario se procesa primeramente a duplex de RNA cortos que
tienen predominantemente una longitud de 21 y 22 nt y con extremos cohesivos 3' similares a una reaccion analoga
a la de la RNasa Ill (Dunn, 1982; Nicholson, 1999; Robertson, 1982). Basandose en la longitud de 21-23 nt de los
fragmentos de RNA procesados, se ha especulado con anterioridad que puede estar implicada una actividad analo-
ga ala de RNasa lll en la RNAi (Bass, 2000). Esta hipotesis se ve respaldada adicionalmente por la presencia de 5'-
fosfatos y 3'-hidroxilos en los términos de los siRNAs tal como se observa en los productos de reaccion de la RNasa
[l (Dunn, 1982; Nicholson, 1999). Se ha demostrado que la RNasa Ill bacteriana y los homdlogos eucariotas Rnt1p
en S. cerevisiae y Pac1p en S. pombe funcionan en el procesamiento del RNA ribosémico asi como en snRNA y
snoRNAs (véase por ejemplo Chanfreau et al., 2000).

Se conoce poco acerca de la bioquimica de los homodlogos de la RNasa 11l de plantas, animales o humanos.
Dos familias de enzimas RNasa Ill han sido identificadas predominantemente por analisis de la secuencia guiado
por bases de datos o clonacion de cDNAs. La primera familia de RNasa Il esta representada por la proteina drosha
de 1327 aminoacidos de longitud de D. melanogaster (Acc. AF116572). El término C se compone de dos dominios
de RNasa Il fijacion de y un dominio de fijacion de dsRNA, y el término N tiene una funcion desconocida. Se en-
cuentran también homologos afines en C. elegans (Acc. AF160248) y en humanos (Acc. AF18911) (Filippov et al.,
2000; Wu et al., 2000). La RNasa Ill humana semejante a drosha ha sido clonada y caracterizada recientemente
(Wu et al., 2000). EI gen se expresa ubicuamente en tejidos y lineas de células humanos(as), y la proteina esta
localizada en el nucleo y el nucléolo de la célula. Basandose en resultados deducidos de estudios de inhibicién anti-
sentido, se sugirié un papel de esta proteina en el procesamiento del rRNA. La segunda clase esta representada por
el gen K12H4.8 de C. elegans (Acc. S44849) que codifica una proteina de 1822 aminoacidos de longitud. Esta pro-
teina tiene un motivo de RNA helicasa N-terminal que va seguido por dos dominios cataliticos de RNasa Ill y un
motivo de fijacion de dsRNA, similar a la familia de RNasa Ill de drosha. Existen homologos préximos en S. pombe
(Acc. QO9884), A. thaliana (Acc. AF187317), D. melanogaster (Acc. AE003740) y en humanos (Acc. AB028449)
(Filippov et al., 2000; Jacobsen et al., 1999; Matsuda et al. 2000). Posiblemente, la RNasa lll/helicasa K12H4.8 es el
candidato verosimilmente implicado en la RNAI.

Cribados genéticos en C. elegans identificaron rde—1 y rde—4 como esenciales para la activacion de RNAI
sin un efecto sobre la movilizacion o co-supresion de transposones (Dernburg et al., 2000; Grishok et al., 2000;
Ketting y Plasterk, 2000; Tabara et al., 1999). Esto condujo a la hipotesis de que estos genes son importantes para
el procesamiento del dsRNA pero no estan implicados en la degradacion del mRNA diana. La funcién de ambos
genes se desconoce todavia, siendo el producto del gen rde—1 un miembro de una familia de proteinas similares a la
proteina elF2C de conejo (Tabara et al., 1999), y no habiéndose descrito todavia la secuencia de rde—4. La caracte-
rizacién bioquimica futura de estas proteinas podria revelar su funcién molecular.

El procesamiento a los duplex de siRNA parece iniciarse desde los extremos de ambos dsRNAs de extre-
mos romos o dsRNAs con salientes 3' cortos (1-5 nt), y procede en pasos de aproximadamente 21-23 nt. Los ex-
tremos cohesivos 3' largos (~20 nt) en los dsRNAs cortos suprimen la RNAI, debido posiblemente a interaccion con
proteinas de fijacion de RNA monocatenario. La supresion de la RNAI por regiones monocatenario flanqueantes de
dsRNA corto y la carencia de formacion de siRNA a partir de los dsRNAs cortos de 30 pb pueden explicar por qué
las regiones estructuradas que se encuentran frecuentemente en los mMRNAs no conducen a la activacion de la
RNA..

Sin pretender quedar ligados por la teoria, se supone que las proteinas de procesamiento del dsRNA o un
subconjunto de éstas se mantienen asociadas con el duplex de siRNA después de la reaccion de procesamiento. La
orientacion del duplex de siRNA con relaciéon a estas proteinas determina cual de las dos cadenas complementarias
funciona como guia en la degradacion del RNA diana. Los duplex de siRNA sintetizados quimicamente guian la
escision del RNA diana tanto sentido como antisentido, dado que son capaces de asociarse con los componentes
proteinicos en cualquiera de las dos orientaciones posibles.

El notable descubrimiento de que pueden utilizarse duplex de siRNA sintéticos de 21 y 22 nt para degrada-
cion eficiente del mMRNA proporciona nuevas herramientas para la regulacion especifica de la secuencia de la expre-
sion génica tanto en gendmica funcional como en estudios biomédicos. Los siRNAs pueden ser eficaces en
sistemas de mamifero en los que no pueden utilizarse dsRNA largos debido a la activacion de la respuesta PKR
(Clemens, 1997). Como tales, los diplex de siRNA representan una nueva alternativa a la terapéutica antisentido o
con ribozimas.
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Ejemplo 2

Interferencia de RNA en Cultivos de Tejido Humanos
2.1. Métodos

2.1.1. Preparacion del RNA

Se sintetizaron quimicamente RNAs de 21 nt utilizando RNA-fosforamiditos Expedite y timidina—
fosforamidito (Proligo, Alemania). Se desprotegieron los oligonucledtidos sintéticos y se purificaron en gel (Ejemplo
1), seguido por purificacion con un cartucho Sep-Pak C18 (Waters, Milford, MA, EE.UU.) (Tuschl, 1993). Las se-
cuencias de siRNA direccionadas a GL2 (Acc. X65324) y luciferasa GL3 (Acc. U47296) correspondian a las regiones
codificantes 153-173 con relacién al primer nucleotido del codén de inicio, y los siRNAs direccionados a RL (Acc.
AF025846) correspondian a la region 119-129 después del coddn de inicio. Los RNAs mas largos se transcribian
con RNA—polimerasa T7 a partir de productos PCR, seguido por purificacion en gel y Sep-Pak. Los dsRNAs GL2 o
GL3 de 49 y 484 pb correspondian a la posicion 113-161 y 113-596, respectivamente, con relacion al comienzo de
la traduccidn; los dsRNAs RL de 50 y 501 pb correspondian a las posiciones 118—-167 y 118-618, respectivamente.
Los moldes PCR para la sintesis de dsRNA direccionado a GFP humanizado (hG) se amplificaron a partir de pAD3
(Kehlenbach, 1998), por lo cual el dsRNA hG de 50 y 501 pb correspondia a las posiciones 118-167 y 118-618,
respectivamente, referidas al codén de inicio.

Para la reasociacion de los siRNAs, se incubaron cadenas simples de 20 uM en tampoén de reasociacion
(acetato de potasio 100 mM, HEPES-KOH 30 mM a pH 7,4, acetato de magnesio 2 mM) durante 1 min a 90°C se-
guido por 1 h a 37°C. El paso de incubacion a 37°C se prolongd durante una noche para los dsRNAs de 50 y 500 pb
y estas reacciones de reasociacion se realizaron para concentraciones de cadena de 8,4 uM y 0,84 uM, respectiva-
mente.

2.1.2 Cultivo de Células

Se prepararon células S2 en medio Drosophila de Schneider (Life Technologies) complementado con 10%
FBS, 100 unidades/ml de penicilina'y 100 pug/ml de estreptomicina a 25°C. Se cultivaron células 293, NIH/3T3, HelLa
S3 y COS-7 a 37°C en medio de Eagle modificado por Dulbecco complementado con 10% de FBS, 100 unidades/ml
de penicilina y 100 pg/ml de estreptomicina. Las células se sometieron a pasadas regularmente a fin de mantener el
crecimiento exponencial. 24 h antes de la transfeccion a aprox. 80% de la confluencia, se tripsinizaron células de
mamifero y se diluyeron en ratio 1:5 con medio reciente sin antibicticos (1-3 x 10° células/ml) y se transfirieron a
placas de 24 pocillos (500 pl/pocillo). Las células S2 no se tripsinizaron antes de la division. La transfeccion se llevo
a cabo con reactivo Lipofectamine 2000 (Life Technologies) como se describia por el fabricante para lineas de célu-
las adherentes. Se aplicaron por pocillo 1,0 uyg de pGL2—-Control (Promega) o pGL3—Control (Promega), 0,1 ug de
pRL-TK (Promega) y 0,28 ug de duplex de siRNA o dsRNA, formulado en liposomas; el volumen final era 600 pl por
pocillo. Las células se incubaron 20 h después de la transfeccion y después de ello parecian sanas. La expresion de
luciferasa se monitorizé subsiguientemente con el ensayo de luciferasa Dual (Promega). Las eficiencias de transfec-
ciéon se determinaron por microscopia de fluorescencia para lineas de células de mamifero después de co—
transfeccion de 1,1 ug pAD3 que codificaba hGFP y 0,28 ug de invGL2 inGL2 siRNA, y eran 70—-90%. Los plasmidos
informadores se amplificaron en XL—1 Blue (Stratagene) y se purificaron utilizando el Kit Qiagen EndoFree Maxi
Plasmid.

2.2. Resultados y Discusion

Para testar si los siRNAs son capaces también de mediar la RNAI en cultivo de tejido, se sintetizaron duplex
de siRNA de 21 nt con salientes 3' simétricos de 2 nt dirigidos contra los genes informadores que codifican el pen-
samiento de mar (Renilla reniformis) y dos variantes de secuencias de luciferasas de luciérnaga (Photinus pyralis,
GL2 y GL3) (Fig. 8a, b). Los duplex de siRNA se co-transfectaron con las combinaciones de plasmidos informado-
res pGL2/pRL o pGL3/pRL en células Schneider S2 de D. melanogaster o células de mamifero utilizando liposomas
cationicos. Las actividades de luciferasa se determinaron 20 h después de la transfeccion. En todas las lineas de
células ensayadas, se observé una reduccion especifica de la expresion de los genes informadores en presencia de
duplex de siRNA cognados (Fig. 9a—j). Es notable que los niveles absolutos de expresion de luciferasa no se veian
afectados por los siRNAs no cognados, lo que indicaba la ausencia de efectos secundarios perjudiciales por los
duplex de RNA de 21 nt (v.g. Fig. 10 a—d para células HelLa). En las células S2 de D. melanogaster (Fig. 9a, b), la
inhibicion especifica de las luciferasas era completa. En las células de mamifero, en las que los genes informadores
se expresaban con intensidad 50 a 100 veces mayor, la supresion especifica era menos completa (Fig. 9cj). La
expresion de GL2 se reducia 3 a 12 veces, la expresion de GL3 9 a 25 veces, y la expresion de RL 1 a 3 veces, en
respuesta a los siRNAs cognados. Para las células 293, el direccionamiento de RL-luciferasa por los siRNAs RL era
ineficaz, aunque las dianas GL2 y GL3 respondian especificamente (Fig. 9i, j). La falta de reduccion de la expresion
de RL en las células 293 puede ser debida a su expresion 5 a 20 veces mayor comparada con cualquier ofra linea
de células de mamifero ensayada y/o a la accesibilidad limitada de la secuencia diana debido a la estructura secun-
daria del RNA o de proteinas asociadas. Sin embargo, el direccionamiento especifico de luciferasa GL2 y GL3 por
los duplex de siRNA cognados indicaba que tiene lugar también RNAI en las células 293.
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El saliente 3' de 2 nt en todos los duplex de siRNA, excepto en el caso de uGL2, estaba compuesto por (2'-
desoxi)timidina. La sustitucion de uridina por timidina en el saliente 3' era bien tolerada en el sistema de D. melano-
gaster in vitro y la secuencia del saliente no era critica para el reconocimiento de la diana. El saliente de timidina se
seleccionod debido a que se supone que el mismo aumenta la resistencia de los siRNAs a las nucleasas en el medio
de cultivo de tejidos y en las células transfectadas. De hecho, el siRNA de GL2 modificado con timidina era ligera-
mente mas potente que el siRNA uGL2 sin modificar en todas las lineas de células testadas (Fig. 9a, c, e, g, i). Pue-
de imaginarse que modificaciones ulteriores de los nucleétidos del saliente 3' puedan proporcionar beneficios
adicionales al suministro y la estabilidad de los duplex de siRNA.

En experimentos de co—transfeccion, se utilizaron duplex de siRNA de 25 nM con respecto al volumen final
de medio de cultivo de tejido (Fig. 9, 10). El aumento de la concentracion de siRNA a 100 nM no mejoraba los efec-
tos de silenciacion especificos, pero comenzaba a afectar a las eficiencias de transfeccion debido a competencia
para la encapsulacion de liposomas entre el DNA plasmidico y el siRNA (datos no presentados). La disminucion de
la concentracion de siRNA hasta 1,5 nM no reducia el efecto de silenciacion especifico (datos no presentados), aun
cuando los siRNAs estaban ahora solo 2 a 20 veces mas concentrados que los plasmidos de DNA. Esto indica que
los siRNAs son reactivos extraordinariamente potentes para mediar la silenciacion de genes y que los siRNAs son
eficaces a concentraciones que son varios érdenes de magnitud menores que las concentraciones aplicadas en los
experimentos convencionales de direccionamiento de genes antisentido o de ribozima.

Con objeto de monitorizar el efecto de los dsRNAs mas largos sobre las células de mamifero, se prepararon
dsRNAs de 50 y 500 pb cognados a los genes informadores. Como control inespecifico, se utilizaron dsRNAs de
GFP humanizado (hG) (Kehlenbach, 1998). Cuando se co-transfectaron dsRNAs, en cantidades (no concentracio-
nes) idénticas a los duplex de siRNA, la expresion de los genes informadores se redujo acusada e inespecificamen-
te. Este efecto se ilustra para las células HeLa como ejemplo representativo (Fig. 10a—d). Las actividades absolutas
de luciferasa se redujeron inespecificamente 10 a 20 veces por dsRNA de 50 pb y 20 a 200 veces por co-—
transfeccion con dsRNA de 500 pb, respectivamente. Se observaron efectos inespecificos similares para las células
COS-7 y NIH/3T3. Para las células 293, se observo soélo una reduccion inespecifica de 10 a 20 veces en el caso de
los dsRNAs de 500 pb. La reduccion inespecifica en la expresion de genes informadores por dsRNA >30 pb era de
esperar como parte de la respuesta de interferén.

Sorprendentemente, a pesar de la fuerte disminucion inespecifica en la expresion de genes informadores,
los autores de la invencion detectaron reproduciblemente una silenciacion adicional, mediada por dsRNA y especifi-
ca de la secuencia. Sin embargo, los efectos de silenciacion especificos eran solo aparentes cuando las actividades
relativas de los genes informadores se normalizaron para los controles de dsRNA hG (Fig. 10e, f). Se observé una
reduccion especifica de 2 a 10 veces en respuesta al dsRNA cognado, al igual que en las otras 3 lineas de células
de mamifero testadas (datos no presentados). Efectos especificos de silenciacion con dsRNAs (356-1662 pb) se
consignaron previamente en células CHO-K1, pero las cantidades de dsRNA requeridas para detectar una reduc-
cion especifica de 2 a 4 veces eran aproximadamente 20 veces mayores que en los experimentos realizados por los
autores de la invencion (Ui-Tei, 2000). Asimismo, las células CHO-K1 parecen ser deficientes en la respuesta de
interferon. En otro informe, se ensayaron células 293, NIH/3T3 y BHK-21 respecto a RNAI utilizando combinaciones
de informadores luciferasa/lacZ y dsRNA de lacZ especifico de 829 pb o dsDNA de GFP inespecifico de 717 pb
(Caplen, 2000). El fallo en la deteccion de RNAI en este caso puede ser debido al ensayo menos sensible del infor-
mador luciferasa/lacZ y a las diferencias de longitud del dsRNA diana y de control. Tomados en su conjunto, los
resultados obtenidos por los autores de la invencién indican que la RNAI es activa en células de mamifero, pero que
el efecto de silenciacion es dificil de detectar, si el sistema de interferén esta activado por dsRNA >30 pb.

En suma, se ha demostrado por primera vez la silenciacion de genes mediada por siRNA en células de
mamifero. El uso de siRNAs cortos se considera muy prometedor para la desactivacion de la funcién de los genes
en cultivos de tejido humanos y el desarrollo de terapéuticas especificas de genes.

Ejemplo 3

Inhibicion Especifica de la Expresion de Genes por Interferencia de RNA
3.1 Materiales y Métodos

3.1.1 Preparacion de RNA y ensayo de RNAi

Se realizaron ensayos de sintesis quimica de RNA, reasociacion, y RNAi basada en luciferasa como se
describe en los Ejemplos 1 6 2 o en publicaciones previas (Tuschl et al., 1999; Zamore et al., 2000). Todos los du-
plex de siRNA estaban dirigidos contra luciferasa de luciérnaga, y la secuencia de mRNA de la luciferasa se deriva-
ba de pGEM-uc (GenBank Acc. X65316) como ha sido descrito (Tuschl et al., 1999). Los duplex de siRNA se
incubaron en una reaccion de traduccion de RNAi de D. melanogaster durante 15 min antes de la adicion de
mRNAs. Los ensayos de RNAIi basados en traduccion se realizaron al menos por triplicado.

Para el mapeado de la escision del RNA diana sentido, se generé un transcrito de 177 nt, correspondiente a
la secuencia de luciferasa de luciérnaga entre las posiciones 113 y 273 con relacién al coddn de inicio, seguido por
el complemento de 17 nt de la secuencia promotora SP6. Para mapeado de la escisiéon de RNA antisentido diana, se
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produjo un transcrito de 166 nt a partir de un molde, que se amplificé a partir de la secuencia plasmidica por PCR
utilizando el cebador 5' TAATACGACTCACTATAGAGCCCATATCGTTTCATA (promotor T7 subrayado) y el cebador
3' AGAGGATGGAACCGCTGG. La secuencia diana corresponde al complemento de la secuencia de luciferasa de
luciérnaga entre las posiciones 50 y 215 con relacion al codon de inicio. La marcacion con guanilil-transferasa se
realiz6 como ha sido descrito previamente (Zamore et al., 2000). Para mapeado de la escisién del RNA diana, se
incubaron 100 nM de duplex de siRNA con RNA diana 5 a 10 nM en lisado de embrién de D. melanogaster en con-
diciones estandar (Zamore et al., 2000) durante 2 h a 25°C. La reaccién se par6 por la adicion de 8 voliumenes de
tampoén de proteinasa K (Tris—HCI 200 mM, pH 7,5, EDTA 25 mM, NaCl 300 mM, dodecil-sulfato de sodio al 2%
p/v). Se anadié proteinasa K (E.M. Merck, disuelta en agua) a una concentracion final de 0,6 mg/ml. Las reacciones
se incubaron luego durante 15 min a 65°C, se extrajeron con fenol/cloroformo/alcohol isoamilico (25:24:1) y se pre-
cipitaron con 3 volumenes de etanol. Las muestras se localizaron en geles de secuenciacion al 6%. Se generaron
estandares de longitud por digestion parcial con RNasa T1 e hidrdlisis parcial con base de los RNAs diana sentido o
antisentido marcados en el casquete.

3.2. Resultados
3.2.1 Variacion del saliente 3' en los duplex de siRNAs de 21 nt

Como se ha descrito arriba, 2 6 3 nucledtidos no apareados en el extremo 3' de los duplex de siRNA eran
mas eficientes en la degradacion del RNA diana que los duplex de extremos romos respectivos. Para realizar un
analisis mas exhaustivo de la funcion de los nucleétidos terminales, se sintetizaron cinco siRNAs sentido de 21 nt,
cada uno de los cuales era presentado por un solo nucledtido con relacion al RNA diana, y ocho siRNAs antisentido
de 21 nt, cada uno de los cuales era desplazado por un nucleétido con relacion a la diana (Figura 11a). Por combi-
nacion de los siRNAs sentido y antisentido, se generaron ocho series de duplex de siRNA con extremos salientes
sintéticos, que abarcaban un intervalo de salientes 3' de 7 nt a salientes 5' de 4 nt. La interferencia de los duplex de
siRNA se midié utilizando el sistema de ensayo dual de luciferasa (Tuschl et al., 1999; Zamore et al., 2000). Los
duplex de siRNA se dirigian contra mRNA de luciferasa de luciérnaga, y se utilizd6 mRNA de luciferasa de pensa-
miento de mar como control interno. La ratio de luminiscencia de la actividad de luciferasa diana a luciferasa de
control se determin6é en presencia del duplex de siRNA y se normaliz6é para la ratio observada en ausencia de
dsRNA. Para comparacion, se muestran las ratios de interferencia de dsRNAs largos (39 a 504 pb) en la Figura 11B.
Las ratios de interferencia se determinaron para concentraciones de 5 nM para dsRNAs largos (Figura 11A) y a 100
nM para duplex de siRNA (Figura 11C-J). Las concentraciones 100 nM de siRNAs se eligieron debido a que el pro-
cesamiento completo del dsRNA 5 nM de 504 pb podria dar como resultado duplex de siRNA totales 120 nM.

La capacidad de los duplex de siRNA de 21 nt para mediar la RNAi depende del nimero de nucledtidos
salientes o pares de bases formados. Los duplex con 4 a 6 nucleétidos salientes 3' eran incapaces de mediar la
RNAI (Figura 11C—F), al igual que los duplex con dos o mas nucledtidos salientes 5' (Figura 11G—-J). Los duplex con
salientes 3' de 2 nt eran los mas eficientes en la mediacion de la interferencia de RNA, aunque la eficiencia de silen-
ciacion era también dependiente de la secuencia, y se observaron diferencias de hasta 12 veces para duplex dife-
rentes de siRNA con salientes 3' de 2 nt (comparense las Figuras 11D-H). Los duplex con extremos romos, que
tenian salientes 5' de 1 nt o salientes 3' de 1 a 3 nt eran funcionales en algunos casos. El pequefio efecto de silen-
ciacion observado para el duplex de siRNA con saliente 3' de 7 nt (Figura 11C) puede ser debido a un efecto anti-
sentido del saliente 3' largo mas bien que a RNAI. La comparacién de la eficiencia de RNAi entre dsRNAs largos
(Figura 11B) y los duplex de siRNA de 21 nt mas efectivos (Fig. 11E, G, H) indica que un solo duplex de siRNA a
concentracion 100 nM puede ser tan eficaz como un dsRNA de 504 pb 5 nM.

3.2.2 Variacion de longitud del siRNA sentido apareado a un siRNA antisentido invariante de 21 nt

Con objeto de investigar el efecto de la longitud del siRNA sobre la RNAI, se prepararon tres series de du-
plex de siRNA, combinando tres cadenas antisentido de 21 nt con ocho cadenas sentido de 18 a 25 nt. El saliente 3'
del siRNA antisentido se fij6 en 1, 2, 6 3 nt en cada serie de duplex de siRNA, mientras que el siRNA sentido se
modificaba en su extremo 3' (Figura 12A). Independientemente de la longitud del siRNA sentido, se encontré que los
duplex con salientes 3' de 2 nt de siRNA antisentido (Figura 12C) eran mas activos que aquéllos que tenian salien-
tes 3' de 1 6 3 nt (Figura 12B, D). En la primera serie, con saliente 3' de 1 nt de siRNA antisentido, los mas activos
eran los duplex con siRNAs sentido de 21 y 22 nt, que llevaban un saliente 3' de 1 y 2 nt de siRNA sentido, respecti-
vamente. Los duplex con siRNAs sentido de 19 a 25 nt eran también capaces de mediar RNA, pero en menor grado.
Analogamente, en la segunda serie, con saliente de 2 nt de siRNA antisentido, el duplex de siRNA de 21 nt con
saliente 3' de 2 nt era el mas activo, y cualquier otra combinacion con siRNAs sentido de 18 a 25 nt era activa en un
grado significativo. En la ultimo serie, con saliente 3' de siRNA antisentido de 3 nt, unicamente el diplex con un
siRNA sentido de 20 nt y el saliente 3' sentido de 2 nt era capaz de reducir la expresion del RNA diana. En conjunto,
estos resultados indican que la longitud del siRNA asi como la longitud del saliente 3' son importantes, y que los
duplex de si-RNAs de 21 nt con saliente 3' de 2 nt son 6ptimos para la RNA..

3.2.3 Variacion de la longitud de los duplex de siRNA con un saliente 3' constante de 2 nt

Se examind luego el efecto del cambio simultaneo de la longitud de ambas cadenas de siRNA por mante-
nimiento de salientes 3' simétricos de 2 nt (Figura 13A). Se prepararon dos series de duplex de siRNA que incluian
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el duplex de siRNA de 21 nt de la Figura 11H como referencia. La longitud de los duplex se varié entre 20 y 25 pb
extendiendo el segmento de bases apareadas en el extremo 3' del siRNA sentido (Figura 13B) o en el extremo 3' del
siRNA antisentido (Figura 13C). Los duplex de 20 a 23 pb causaban represion especifica de la actividad de lucifera-
sa diana, pero el duplex de siRNA de 21 nt era al menos 8 veces mas eficiente que cualquiera de los otros duplex.
Los duplex de siRNA de 24 y n25 nt no daban como resultado interferencia detectable en ningun caso. Los efectos
especificos de la secuencia eran menores, dado que las variaciones en ambos extremos del duplex producian efec-
tos similares.

3.2.4 Duplex de siRNA modificados con 2'—desoxi y 2'-O-metilo

Para evaluar la importancia de los residuos ribosa de siRNA para la RNAI, se examinaron duplex con siR-
NAs de 21 nt y salientes 3' de 2 nt con cadenas modificadas con 2'-desoxi o 2'-O-metilo (Figura 14). La sustitucion
de los salientes 3' de 2 nt por 2'-desoxi—nucleétidos no tenia efecto alguno, e incluso el reemplazamiento de dos
ribonucledtidos adicionales adyacentes a los salientes en la regiéon apareada, producia siRNAs significativamente
activos. Asi, 8 de un total de 42 nt de un duplex de siRNA se reemplazaron por residuos de DNA sin pérdida de
actividad. Sin embargo, la sustitucion completa de una o ambas cadenas de siRNA por residuos 2'-desoxi, anulaba
la RNAI, como lo hacia la sustitucién por residuos 2'-O—metilo.

3.2.5 Definicion de los sitios de escision del RNA diana

Se determinaron previamente las posiciones de escision del RNA diana para duplex de siRNA de 22 nt y
para un duplex de 21 nt/22 nt. Se encontré que la posicion de la escisién del RNA diana estaba localizada en el
centro de la region abarcada por el duplex de siRNA, 11 6 12 nt aguas abajo del primer nucleétido que era comple-
mentario a la secuencia guia de siRNA de 21 6 22 nt. Se incubaron cinco duplex de siRNA distintos de 21 nt con
saliente 3' de 2 nt (Figura 15a) con RNA diana sentido o antisentido marcado en el casquete 5' en lisado de D. me-
lanogaster (Tuschl et al., 1999; Zamore et al., 2000). Los productos de escision 5' se resolvieron en geles de se-
cuenciacion (Figura 15B). La cantidad de RNA diana sentido escindida esta correlacionada con la eficiencia de los
duplex de siRNA determinada en el ensayo basado en traduccion, y los duplex de siRNA 1, 2 y 4 (Figura 15B y 11H,
G, E) escinden el RNA diana mas rapidamente que los duplex 3 y 5 (Figura 15B y 11F, D). Es notable que la suma
de radiactividad del producto con escision 5' y el RNA diana de entrada no se mantenia constante a lo largo del
tiempo, y los productos de escision 5' no se acumulaban. Presumiblemente, los productos de escision, una vez libe-
rados del complejo siRNA—endonucleasa, se degradan rapidamente, debido a la falta de la cola poli(A) del casquete
5"

Los sitios de escisiéon para los RNAs diana tanto sentido como antisentido estaban localizados en el centro
de la regiéon abarcada por los duplex de siRNA. Los sitios de escision para cada diana producida por los 5 duplex
diferentes variaban en 1 nt de acuerdo con el desplazamiento de 1 nt de los duplex a lo largo de las secuencias
diana. Las dianas se escindian con precision 11 nt aguas abajo de la posicién de la diana complementaria al nucleo-
tido mas proximo a 3' del siRNA guia complementario de la secuencia (Figura 15A, B).

A fin de determinar si el extremo 5' o el 3' del siRNA guia fija la pauta para la escision del RNA diana, se
ided la estrategia experimental resefiada en la Figura 16A y B. Un siRNA antisentido de 21 nt, que se mantenia
invariable para este estudio, se apared con si-RNAs sentido que se modificaron en cualquiera de sus extremos 5' o
3'. La posicion de la escision del RNA diana sentido y antisentido se determiné como se ha descrito arriba. Los
cambios en el extremo 3' del siRNA sentido, monitorizados para el saliente 5' de 1 nt hasta el saliente 3' de 6 nt, no
afectaban a la posicién de la escision del RNA diana sentido ni del RNA antisentido (Figura 16C). Los cambios en el
extremo 5' del siRNA sentido no afectaban a la escision del RNA diana sentido (Figura 16D, panel superior), lo cual
era de esperar, debido a que el siRNA antisentido se mantenia inalterado. Sin embargo, la escision del RNA diana
antisentido se veia afectada y era fuertemente dependiente del extremo 5' del siRNA sentido (Figura 16D, panel
inferior). La diana antisentido se escindia unicamente cuando el siRNA sentido tenia un tamafo de 20 6 21 nt, y la
posicion de escision se diferenciaba en 1 nt, lo que sugeria que el extremo 5' del siRNA reconocedor de la diana fija
la pauta para la escision del RNA diana. La posicion esta localizada entre los nucleétidos 10 y 11 cuando se cuenta
en direccion aguas arriba desde el nucleétido diana apareado al nucleétido mas préximo a 5' del siRNA guia (véase
también la Figura 15A).

3.2.6 Efectos de la secuencia y sustituciones con 2'-desoxi en el saliente 3'

Se prefiere un saliente 3' de 2 nt para la funcién del siRNA. Los inventores deseaban saber si la secuencia
de los nucledtidos salientes contribuye al reconocimiento de la diana, o si es Unicamente una caracteristica requeri-
da para reconstitucion del complejo con endonucleasas (RSIC o siRNP). Se sintetizaron siRNAs sentido y antisenti-
do con salientes 3' AA, CC, GG, UU, y UG, y que incluian las modificaciones con 2'-desoxi TdG y TT. Los siRNAs
de tipo salvaje contenian AA en el saliente 3' sentido y UG en el saliente 3' antisentido (AA/UG). Todos los duplex de
siRNA eran funcionales en el ensayo de interferencia y reducian la expresion de la diana al menos 5 veces (Figura
17). Los duplex siRNA mas eficientes que reducian la expresion de la diana mas de 10 veces, eran del tipo de se-
cuencia NN/UG, NN/UU, NN/TdG, y NN/TT (donde N es cualquier nucleétido). Los duplex de siRNA con un saliente
3' de siRNA antisentido de AA, CC o GG eran menos activos por un factor de 2 a 4 cuando se comparaban con la
secuencia de tipo salvaje UG o el mutante UU. Esta reduccion en la eficiencia de la RNAi se debe probablemente a
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la contribucién del penultimo nucleétido 3' al reconocimiento de la diana especifica de la secuencia, dado que el
nucleétido 3'-terminal se cambié de G a U sin efecto alguno.

Los cambios en la secuencia del saliente 3' del siRNA sentido no revelaban efecto alguno dependiente de
la secuencia, lo que era de esperar, dado que el siRNA sentido no tiene que contribuir al reconocimiento del mRNA
diana sentido.

3.2.7. Especificidad de la secuencia de reconocimiento de diana

Con objeto de examinar la especificidad de la secuencia de reconocimiento de diana, se introdujeron cam-
bios de secuencia en los segmentos apareados de duplex de siRNA y se determind la eficiencia de silenciacion. Los
cambios de secuencia se introdujeron invirtiendo segmentos cortos de 3 ¢ 4 nt de longitud o como mutaciones pun-
tuales (Figura 18). Los cambios de secuencia en una cadena de siRNA se compensaban en la cadena de siRNA
complementaria a fin de evitar perturbar la estructura de bases apareadas del duplex de siRNA. La secuencia de
todos los salientes 3' de 2 nt era TT (T, 2'—desoxitimidina) para reducir los costes de sintesis. El duplex de siRNA
TT/TT de referencia era comparable en RNAi al duplex de siRNA de tipo salvaje AA/UG (Figura 17). La capacidad
para mediar la destruccion del mMRNA informador se cuantificé utilizando el ensayo de luminiscencia basado en tra-
duccion. Los duplex de siRNAs con segmentos de secuencia invertidos exhibian una capacidad espectacularmente
reducida para direccionamiento del informador luciferasa de luciérnaga (Figura 18). Los cambios de secuencia loca-
lizados entre el extremo 3' y el centro del siRNA antisentido anulaban por completo el reconocimiento del RNA di-
ana, pero las mutaciones proximas al extremo 5' del siRNA antisentido exhibian un pequefio grado de silenciacion.
La transversion del par de bases A/U localizado directamente frente al sitio de escision predicho del RNA diana, o un
solo nucleétido mas alla del sitio, evitaba la escisién del RNA diana, indicando con ello que una sola mutacién dentro
del centro del duplex de siRNA discrimina entre dianas con apareamiento erréneo.

3.3 Discusion

Los siRNAs son reactivos valiosos para silenciacion de la expresion génica, no so6lo en células de insecto,
sino también en células de mamifero, con un gran potencial para aplicacion terapéutica. Se han analizado sistemati-
camente los determinantes estructurales de los duplex de siRNA requeridos para promover una degradacion eficien-
te del RNA diana en lisado de embridon de D. melanogaster, proporcionando asi pautas para el disefio de duplex de
siRNA muy potentes. Un duplex de siRNA perfecto es capaz de silenciar la expresion génica con una eficiencia
comparable a un dsRNA de 500 pb, dado que se utilizan cantidades comparables de RNA total.

3.4 La guia del usuario de siRNA

Los duplex siRNA de silenciacion eficiente se componen preferiblemente de siRNAs antisentido de 21 nt, y
deberian seleccionarse para formar una doble hélice de 19 pb con extremos salientes 3' de 2 nt. Las sustituciones
con 2'-desoxi de los ribonucledtidos salientes 3' de 2 nt no afectan a la RNAI, pero contribuyen a reducir los costes
de la sintesis de RNA y pueden mejorar la resistencia a las RNasas de los duplex de siRNA. Sin embargo, modifica-
ciones mas extensas 2'-desoxi y 2'-O—metilo, reducen la capacidad de los siRNAs para mediar la RNAI, probable-
mente por interferir con la asociacion de las proteinas para el ensamblaje de siRNAP.

El reconocimiento de la diana es un proceso altamente especifico de secuencia, mediado por la comple-
mentariedad del siRNA a la diana. El nucleétido mas préximo al extremo 3' del siRNA guia no contribuye a la especi-
ficidad del reconocimiento de la diana, mientras que el penultimo nucleétido del saliente 3' afecta a la escision del
RNA diana, y un desapareamiento reduce la RNAi 2 a 4 veces. El extremo 5' de un siRNA guia parece ser también
mas permisivo para el reconocimiento del RNA diana desapareado cuando se compara con el extremo 3'. Los nu-
cledtidos situados en el centro del siRNA, localizados frente al sitio de escision del RNA diana, son determinantes
importantes de la especificidad, e incluso cambios de un solo nucleétido reducen la RNAi a nivel indetectable. Esto
sugiere que los duplex de siRNA pueden ser capaces de discriminar alelos mutantes o polimérficos en experimentos
de direccionamiento de genes, lo que puede llegar a ser una caracteristica importante para desarrollos terapéuticos
futuros.

Se ha sugerido que los siRNAs sentido y antisentido, cuando se asocian con los componentes proteinicos
del complejo de endonucleasas o su complejo de compromiso, juegan papeles distintos; la orientacion relativa del
duplex de siRNA en este complejo define qué cadena puede utilizarse para reconocimiento de la diana. Los duplex
de siRNA sintéticos tienen simetria de diada con respecto a la estructura de la doble hélice, pero no con respecto a
la secuencia. La asociacion de duplex de siRNA con las proteinas de RNAI en el lisado de D. melanogaster conduci-
ra a la formacion de dos complejos asimétricos. En tales complejos hipotéticos, el entorno quiral es distinto para el
siRNA sentido y antisentido, de lo que se deriva su funcion. Evidentemente, la prediccion no es aplicable a secuen-
cias de siRNA palindromicas, o a proteinas de RNAI que podrian asociarse como homodimeros. Para minimizar los
efectos de la secuencia, que pueden afectar a la ratio de los siRNPs de direccionamiento sentido y antisentido, los
autores de la invencion sugieren utilizar secuencias de siRNA con secuencias salientes 3' idénticas. Se recomienda
ajustar la secuencia del saliente del siRNA sentido a la del saliente 3' antisentido, dado que el siRNA sentido no
tiene una diana en experimentos de silenciacion ("knock—down") tipicos. La asimetria en la reconstitucion de siRNPs
con escision sentido y antisentido podria ser (parcialmente) responsable de la variacion en la eficiencia de la RNAI
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observada para diversos duplex de siRNA de 21 nt con salientes 3' de 2 nt utilizados en este estudio (Figura 14).
Alternativamente, la secuencia de nucleétidos en el sitio diana y/o la accesibilidad de la estructura del RNA diana
puede ser responsable de la variacion en la eficiencia para estos duplex de siRNA.
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REIVINDICACIONES

1. Molécula de RNA bicatenario capaz de inhibir la expresion de un gen diana que tiene una cadena sentido y una
cadena antisentido, en donde la cadena sentido o la cadena antisentido esta bloqueada en el extremo 3' por un
extremo 3' saliente largo, dirigiendo con ello el procesamiento del dsRNA para originarse en el extremo 3' opuesto
de la molécula de RNA bicatenario.

2. La molécula de RNA de la reivindicacion 1, que contiene al menos un analogo de nucleétido modificado.

3. La molécula de RNA de la reivindicacion 2, en donde el andlogo de nucleétido modificado se selecciona de ribo-
nucleétidos modificados en el azicar o en la cadena principal.

4. La molécula de RNA de la reivindicacion 2 6 3, en donde el analogo de nucleétido es un ribonucleétido modificado
en el azucar, en donde el grupo 2'-OH esta reemplazado por un grupo seleccionado de H, OR, R, halo, SH, SR, NH_,
NHR, NR2 o CN, en donde R es alquilo, alquilo, alquenilo o alquinilo C+-Cs y halo es F, Cl. Bro I.

5. La molécula de RNA de la reivindicacion 2 ¢ 3, en donde el analogo de nucledtido es un ribonucleétido modificado
en la cadena principal que contiene un grupo fosfotioato.

6. La molécula de RNA de una cualquiera de las reivindicaciones 1-5, que tiene una secuencia que tiene una identi-
dad de al menos 50 por ciento respecto a una molécula diana de mRNA predeterminada.

7. La molécula de RNA de la reivindicacion 6, en donde la identidad es al menos 70 por ciento.

8. Un método de preparacion de una molécula de RNA bicatenario de una cualquiera de las reivindicaciones 1-7 que
comprende los pasos:

(a) sintetizar dos cadenas de RNA, en donde dichas cadenas de RNA son capaces de formar una molécula de RNA
bicatenario capaz de inhibir la expresion de un gen diana endégeno que tiene una cadena sentido y una cadena
antisentido, en donde la cadena sentido o la cadena antisentido esta bloqueada en el extremo 3' por un extremo 3'
largo saliente, dirigiendo con ello el procesamiento del dsRNA para originarse en el extremo 3' opuesto de la molécu-
la de RNA bicatenario, en donde dicha molécula de RNA es susceptible de interferencia de RNA especifico de la
diana;

(b) combinar las cadenas de RNA sintetizadas en condiciones en las cuales se forma una molécula de RNA bicate-
nario, que es capaz de inhibir la expresion de un gen diana enddgeno.

9. El método de la reivindicacion 8, en donde las cadenas de RNA se sintetizan quimicamente.
10. El método de la reivindicacién 8, en donde las cadenas de RNA se sintetizan enzimaticamente.

11. Un método in vitro de mediacion de la interferencia de RNA especifico de la diana en una célula eucariota que
comprende los pasos:

(a) poner en contacto dicha célula con la molécula de RNA bicatenario de una cualquiera de las reivindicaciones 1-7
en condiciones en las cuales puede ocurrir interferencia de RNA especifico de la diana, y

(b) mediar una interferencia de RNA especifico de la diana efectuada por el RNA bicatenario frente a un acido nu-
cleico diana que tiene una porcién de secuencia que corresponde sustancialmente al RNA bicatenario.

12. Uso del método de la reivindicacion 11 para determinacion de la funciéon de un gen en una célula.
13. Uso del método de la reivindicacion 11 para modulacién de la funcién de un gen en una célula.

14. El uso de la reivindicaciéon 12 6 13, en donde el gen esta asociado con una condicion patoldgica.
15. El uso del método de la reivindicacion 14, en donde el gen es un gen asociado a un patdgeno.

16. El uso de la reivindicacion 15, en donde el gen es un gen viral.

17. El uso de la reivindicacion 14, en donde el gen es un gen asociado a un tumor.

18. El uso de la reivindicacion 14, en donde el gen es un gen asociado a una enfermedad autoinmune.

19. Composicion farmacéutica que contiene como agente activo al menos una molécula de RNA bicatenario de una
cualquiera de las reivindicaciones 1-7 y un portador farmacéutico.

20. La composicion de la reivindicacion 19 para aplicaciones diagnosticas.

21. La composicion de la reivindicacion 19 para aplicaciones terapéuticas.
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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 5B

diana antisentido

diana sentido

N

1234567,61"&“ ¢§u§l1234557,§¢

, qdzs

bt b

2 WH M w9

-as

b

A

LT O L ES 11 P

LR E M PR MRS - SRRk

-4

i

TR

EEYrrTr

37



ES 2380171 T3

52nt

FIGURA 6A

1

T 1omt 1on
ot —

®
ds52 N NN NN

e >
ds52-s3' s o i s si o0 ke uaaiiaanNNil

l

d552'333’ s a sl RrRO R AR AR
! 20nt )
ds52-s/as3’ | ——————

38



ES 2380171 T3

FIGURE 6B

diana antisentido

diana sentido

A WS VAR W W
qd zg

* #*l}'ﬁ_ ‘ W

39



ES 2380171 T3

S TTTTTTTTTTTITTTTTIITT - sentide
dsRNA
SR TITTTITITITATITTITTR—

reconocimiento de dsRNA por
los extremos del dsRNA

I | I

|
escision del RNA / escision del RNA
diana sentido . diana antisentido
rd

5.I.LLLLIJ.LA1.LU.LLLL eee LI

A
RNA diana RNA diana

sentido ' i I I i antisentido

FIGURA 7

40



ES 2380171 T3

d

Prom. SV40 AS"UTR intens.

7/

NN

—» Pp-luc (GL2-SV40)

iy

Prom. SV40 intens. poli(A)

Prom. TK poli(A)

| = Rr-luc (RL-TK)

duplex de

SiRNA

uGL2 5/ CQUACGCGGARUACTUCGAUT
UUGCAUGCGCCUTAUGAAGCT 57

GL?2 57 cc;:rncec AUACUUCGATT

CAUGCGCCUUAUGAAGCU 57

r

GL3 5 cuuacecqlsmnmceam

TTGAAUGCGACU‘GLUGMCU 5

invGL2 5/ AGCUUCAUAAGGCGCAUGCTT
TTUCGAAGUAUUCCGCGUACG 57

RL 5¢ AAACAUGCAGAAAAUGCUGTT
TTUUUGUACGUCUUUUACGAC 5’

FIGURA 8

41



ES 2380171 T3

7 Rr-luc/Pp-luc norm.

O Rr-luc/Pp-luc norm.

$2, pGL3-Control/pRL-TK

bu uGL2 GL2 GLI InwGL2 RL siRNA

NIH/3T3

t4r

L
b
-

R T . S = ,.a..,_1a.s.4zo
- o o o o - ﬂ-. o o o
‘wiouon-yon-dd B O ‘wiou onj-ryon-dd B
o
O Rr-luc/Pp-luc norm. m O Rr-luc/Pp-luc norm.
"
o
G :
g H
=
5 3
8 3
3
&

“WIou onj~Iy/on-dd

(&

E._0c m:‘_u_m_\‘om_‘ua‘n_

uGl2 GL2 GL3I IvGL2 RL sRNA

uGl2 GL2 GL3 InvGL2 RL siRNA

bu

bu

L=

O Rr=luc/Pp-luc 3.23.

a .

Rr-luc/Pp-luc norm.

T T T T

cos-7

bu uwGL2 GL2 GL3I IwGl2 RL siRNA

- @ W O
T -8323zx4-e

‘wJou onj-dd/on—1y El

{3 Rr-luc/Pp-luc norm.

uGl2 GL2 GL3 invGL2 RL siRNA

Hela

“wiou oz_u_.m_\%_uan_ B

o

L
@
=

L
]
-

,
o @ W oy
- " occe°

“wiou oz_u_m_\%_uan_ B

GL2 GL3 InvGL2 RL siRNA

uGL2

bu

uGL2 GL2 GL3 invGL2 RL siRNA

o —

O Rr-luc/Pp-luc norm.

293

—_—

f
N
-

- - -

Rl

o o o o

 “wiou on-1yg/oni-dd

0 Rr-luc/Pp-uc norm.

“Wiou onj-ryg/oni-dg &

uGL2 GL2 GL3 InwGL2 RL SiRNA

bu

uGl2 GL2 GL3 invGL2 RL siRNA

bu

FIGURA 9

42



Pp-luc (u.a.)

Rr-luc (u.a.)

()]

E  Pp-luc/Rr-luc norm.

108

107

108

10%

104

10, . .
bu GL2GL3 RL hG GL2GL3 RL hG GL2GL3 AL

107

108

108

104

108

i pGL2-

ES 2380171 T3

. 108
Control/pRL-TK

d 107
. ;: 108

=
1 S e

&
T‘-I A4 o ﬂﬂ 102

siRNAs S0

43 49 50 501 484 484 501

Rr-luc (u.a.)

bu GL2GL3 RL hG GL2GL3 AL hG GL2GL3 RL

siANAs 50

|
|
|
|
|

siRNAs 50

FIGURA 10

bu GL2GL3 RL hG GL2GL3 RL hG GL2GL3 RL

49 49 50 501 484 484 501

43 48 50 S01 484 484 501

108
108 f

103

pGL3-Control/pRL-TK T

-.'.'I w

bu GL2GL3 RL hG GL2GL3 AL hG GL2GL3 RL
siANAs 50 49 49 50 501 484 484 501

bu GL2GL3 RL hG GL2GL3 RL hG GL2GL3 RL
siRNAs 50 49 49 50 501 484 484 501

bu GL2GL3 RL hG GL2GL3 RL hG GL2GL3 RL
siRNAs 50 49 49 50 501 484 484'501 |

43

“wiou an-dg/on-1y O



ES 2380171 T3

0
A
AV

180
1}
- 1¢'l

1S ¥ONHANI90DNNIDNINNGN
YYYI00NIYINYD090WD 1S

5 YONVANDI9090VIINIYNIN

TOONNDYONYIIINNNNY 1§

'S ¥9NYNNDI9I90IONOYNSN
YONNDYNYYO0INANT ,§

€ IDIHINTIONOYAN
¥¥99908090EI0 S

NI23090¥I9N9%N9N
NOVNVYIIOIINNNOWINY S

d

90

() ¢ swsales

soseq ap soJed

L 96 ¢t ¢ 0 6€ 25 L1 0S Nnq 0
G H o % r._ idzo .
. 170 I l{ro 2
: 190 90 2
- 180 180 w
r L i 1 °
i _ 1zl FINU 121
WU 001 Wis _ q
15 9N%0NIIDINYIONIYNSAN

WHONINNYIN0NNI) 15 w0 -
1S DYANIINIANNIINYAINN Wi
YYOINNIYNTYDIINIUNINY |6 Jg- ST,
'S SOYNID9NINYINTKINN WE- i,
.qwu:bu.mbﬂdmuuwumnwuﬁ 05 - H”..:. ST
1§ 90¥AN09090¥IINNNDNN ' e
9 INVI0MNN 1§ ?m S
T T TR
039990%909¥N0N T
o IWV99D90NITINY 6 s
IR waa T
o) coweles WE _  .;wacowmes
opnussijue syNy!s .
Joved 11 By YYYYYYYY Swy

opnuss euelp

opluss SYNY!S

e eet—
——

v

44



ES 2380171 T3

€ 2 L 0 Ik
B e T TR | 0
- 2L SHISHL AV
i e
_ ”M“ 190
_ _ 180
1l
..N..v.
 J9KYONYNNIIIII0YION0Y

MNOINADENYYIOINNADD 4§

00 090N0900
NOOD JOONAN S

S 0%y D090Y)ONOY
¥9900 DO0NA9IYD 1§

& T ONYANII200TI0NY
RLULLBRNDNL L

O DNYNIIIINYIONOY

LN ERANRRL RN AT

S

E 2 1L 0 0
A58 FELLES 35| e e
I
(5 e L
- a 28 180
] |
b {21

6 O A209090YI90940
YRYOOLL  ¥99090%N9D S

'S 0¥V ND909NYIINOYN
WO ¥99000¥09Y S

1§ NYONYANII900¥IONINN
¥OONNIYOVYDIIDNNIIND (S

1§ SYVODNANIDS000¥IINNN
o007 H9DI0IYNIYIN LS

'S O 000920NY0009YN
JI0 WIBIDVNAININY .S

- =

[l 8ued L Bi4

=17 0
[l 1¢0
70
9°0
80
il
121

P
T
.
*
8
1

e owow

P e oE s s omomow

igoe e
¥ R
Lan e an an mm an o

LB .

A

R R

'c.a.r
"-_",,.,...........
L

'S YYONYNNII0I9NYINNYNY
YRY9NNONAYYOII0IMN0D S

'S ROAYANII9I90YI0N9%N9
YOONDYAYYIIIINAIY ¢

(8 TNOAYNNI29I9AYI9N9YND
YOORNDYNYYIIINYNID 1S

5 TYONYNNII9090¥I9N9%NT
- DINNDYAYYIIIINAIININ

S YYDNMANDI00AYINItNY -

JMOVNYYDIINNNINILY | §

=

45



ES 2380171 T3

0
120
14v0
9'0
80
{1
¢l

i

A

+§ DORINNAIINOND
 YYYODNMEDRYO%090YN) 1S

'S MOMOTOOVININGD
YH0MANRID00EN (S

S MAAXIEYONNANIIIINNKI
YANIVAYYHIMIND S

'S DAAIOWONYANIININE)
S0NNVARYININNONDN 1§

'S MANDDYYNYANIIII00YID
- J0JEAYYININNAITINY .S

“J

AN
¥0
90
80
b
¢t

1S DOOYYONNAAINN90NI0N

FEYO00NIRARNDII0INN) (S

1§ ANJ9EVINYANDININNYIN
DONNIYAYYDIIIONNOY .S

19 MIYVINYONIID0DNIN
YONNIVAYYIOIOENIND §

1§ DADOYYINNANIIN9NYIN

NNMITAYYINIINNDG 1§
R UINALLRNLTTNNGNR AR

DUNDVORYINOINNININY 1§

[l eed L1 Bi4

— 0
1420
.t 1970
{90
180
11
{21

1§ NDIWONYANDI9290Y0909
WYONAIYNTYI9I904N9D 5§

'S NIDRVONYANII09NEOND

~ YYIONAYNYYIOIINNIIY 4§

1§ (DOYYDNYANIINI0NYIONY
Y0NYNTYINITNAIYED S

15 020¥¥INYANIIN9NTIIND
JONNYNEIINNAYIN S

'S MODYYONYANDI000NWD0ND -
JMNWNYYININTNSITINY 1§

H

46



ES 2380171 T3

Fig. 12 Parte |
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Fig. 12 Parte 1l
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FIGURA 13
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FIGURA 14
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FIGURA 15
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FIGURA 16
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FIGURA 17
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