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DESCRIPCION

Interferencia de ARN mediante de moléculas de ARN de cadena sencilla

La presente invencion se refiere a caracteristicas de la secuencia y estructurales de moléculas de ARN(ss) de
cadena sencilla necesarias para mediar en modificaciones de acido nucleico especificas para la diana mediante
interferencia del ARN (ARNi) tales como la degradacién del ARNm diana y/o la metilacion del ADN.

La mayoria de los eucariotas poseen un sistema de defensa celular que protege sus genomas contra la invasion de
elementos genéticos extrafos. Se cree que la insercion de elementos extrafios va acompariada generalmente de la
formacion de ARNds que es interpretado por la célula como una sefial para la actividad génica indeseada (p. €j.,
Ahlquist, Science 296 (2002), 1270-1273; Fire et al., Nature 391 (1998), 806-811). Dicer RNasa Ill procesa
rapidamente ARNds a pequefios fragmentos de ARNds de tamafio y estructura distintos (p. €j., Bernstein et al.,
Nature 409 (2001), 363-366), los ARNs pequefios de interferencia (ARNSsi) (Elbashir et al., Genes & Dev. 15 (2001
b), 188-200), que dirigen la degradacion especifica para la secuencia de los ARNms de cadena sencilla de los genes
invasores. ARNSsi duplex tienen extremos colgantes en 3’ de 2 a 3 nt (nucledtidos) y contienen extremos 5’ fosfato y
3' hidroxilo libres (documento WO 02/44321). El proceso de silenciamiento génico pos-transcripcional dependiente
de ARNds se conoce comunmente como interferencia de ARN (ARNi), y en algunos casos también esta ligado al
silenciamiento transcripcional.

La introduccion experimental de ARNsi duplex en células de mamifero se utiliza ahora ampliamente para interrumpir
la actividad de genes celulares homdlogos en secuencia al ARNds introducido. Utilizado como un enfoque genético
inverso, el silenciamiento génico inducido por ARNSsi acelera el enlace de la secuencia del gen a la funcion bioldgica.
ARNSsi duplex son lo suficientemente cortos como para evitar efectos no especificos inducidos por ARNds generales
en células de animales vertebrados y mamiferos. Los ARNsi también se pueden expresar intracelularmente a partir
de plasmidos de expresion introducidas o vectores virales que proporcionan una alternativa a la sintesis quimica de
ARN. Por lo tanto, una comprension de como actuan los ARNsi en sistemas de mamiferos es importante para el
perfeccionamiento de esta tecnologia de silenciamiento génico y para la produccidon de agentes terapéuticos
especificos para genes.

Estudios bioquimicos han comenzado a desvelar los detalles mecanicos de ARNi. Los primeros sistemas libres de
células se desarrollaron utilizando extractos de células o embriones de D. melanogaster, y fueron seguidos por el
desarrollo de sistemas in vitro de células de carcinoma embrionario de C.elegans y embrionario de raton. Mientras
que lisados de D. melanogaster apoyan las etapas de procesamiento de ARNdSs y la fijacion como objetivo de ARNm
especifico para la secuencia, estos dos ultimos sistemas soélo recapitulan la primera etapa.

El ARNi en extractos de D. melanogaster se inicia por el procesamiento dependiente de ATP de ARNds largo a
ARNsi mediante Dicer RNasa Il (p. €j., Bernstein et al., (2001), supra). A partir de entonces, ARNsi duplex se
ensamblan en un complejo multi-componente que guia al reconocimiento especifico para la secuencia del ARNm
diana y cataliza su escision (p. €j., Elbashir (2001 b), supra). A este complejo se le alude como complejo de
silenciamiento inducido por ARN (RISC) (Hammond et al., Nature 404 (2000), 293-296). Los ARNsi en D.
melanogaster son predominantemente de 21 y 22 nt, y cuando se combinan de manera que contengan una
estructura colgante en 3' de 2 nt se introducen de manera efectiva en el RISC (Elbashir et al., EMBO J. 20 (2001 c),
6877-6888). Sistemas de mamiferos tienen ARNsi de un tamario similar, y ARNsi de 21 y 22 nt también representan
los tamafios mas eficaces para silenciar los genes expresados en células de mamifero (p. €j., Elbashir et al., Nature
411 (2001 a), 494-498, Elbashir et al., Methods 26 (2002), 199-213).

El RISC ensamblado en ARNSsi duplex en lisados de embrién de D. melanogaster fija como objetivo ARNs de cadena
sencilla sentido asi como antisentido homadlogos para la degradacion. Los sitios de escision para los ARNs diana
sentido y antisentido estan situados en el centro de la region abarcada por el ARNsi duplex. De manera importante,
el extremo 5', y no el extremo 3', del ARNsi guia establece la regla para la posicion de la escision del ARN diana.
Ademas, se requiere un fosfato 5' en la cadena complementaria de la diana de un ARNSsi duplex para la actividad de
RISC, y el ATP se utiliza para mantener los 5' fosfatos de los ARNsi (Nykanen et al., Cell 107 (2001), 309-321).
ARNSsi duplex sintéticos con colgantes 5' hidroxilo y 3' de 2 nt libres son fosforilados tan facilmente en lisados de
embrion de D. melanogaster que las eficiencias de ARNi de ARNsi 5'-fosforilados y no fosforilados no son
significativamente diferentes (Elbashir et al. (2001 c), supra).

El desenrollamiento del ARNsi duplex debe producirse antes del reconocimiento del ARN diana. Analisis de los
requisitos de ATP revelaron que la formacion de RISC en ARNsi duplex requeria ATP en lisados de D.
melanogaster. Una vez formado, el RSIC escinde el ARN diana en ausencia de ATP. La necesidad de ATP
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probablemente refleja la etapa de desenrollamiento y/u otros reordenamientos conformacionales. Sin embargo,
actualmente se desconoce si las cadenas desenrolladas de un ARNsi duplex permanecen asociadas con RISC o si
RISC sdlo contiene un ARNsi de cadena sencilla.

Un componente asociado con el RISC fue identificado como Argonaute2 a partir de células Schneider 2 (S2) de D.
melanogaster (Hammond et al., Science 293 (2001 a), 1146-1150), y es un miembro de una gran familia de
proteinas. La familia se conoce como familia Argonaute o PPD vy se caracteriza por la presencia de un dominio PAZ
y un dominio Piwi C-terminal, tanto de funcién desconocida (Cerutti et al., Trends Biochem. Sci. (2000), 481-482);
Schwarz y Zamore, Genes & Dev. 16 (2002), 1025-1031). El dominio PAZ también se encuentra en Dicer. Debido a
que Dicer y Argonaute? interactian en células S2, PAZ puede funcionar como un motivo de interaccion proteina-
proteina. Posiblemente, la interaccion entre Dicer y Argonaute2 facilita la incorporacion ARNsi en RISC. En D.
melanogaster, la familia Argonaute tiene cinco miembros, la mayoria de los cuales se demostré que esta implicada
en el silenciamiento y el desarrollo de genes. Los miembros de mamifero de la familia Argonaute estan mal
caracterizados, y algunos de ellos han sido implicados en el control de la traduccién, procesamiento de microARN y
el desarrollo. Queda por establecer la funcion bioquimica de las proteinas Argonaute y el desarrollo de mas sistemas
biogquimicos es crucial.

En esta memoria, los autores de la invencién informan sobre el andlisis de RISC humano en extractos preparados a
partir de células HelLa. La reconstitucion de RISC y la etapa de fijacion como objetivo del ARNm revelaron que RISC
es un complejo de ribonucleoproteina que se compone de un ARNsi de cadena sencilla. Una vez que se forma el
RISC, el ARNsi incorporado ya no puede intercambiarse con ARNSsi libres. Sorprendentemente, RISC puede ser
reconstituido en extractos HeLa S100, proporcionando ARNsi de cadena sencilla. La introduccién de ARNSsi
antisentido de cadena sencilla 5-fosforilados en células Hela silencia potentemente un gen endégeno con una
eficacia similar al ARNsi duplex.

El objeto subyacente de la presente invencidén es proporcionar nuevos agentes capaces de mediar en el ARNi
especifico para la diana.

La solucién de este problema se proporciona mediante el uso de una molécula de ARN de cadena sencilla segun se
define en la reivindicacion 1. Sorprendentemente, se encontré que moléculas de ARN de cadena sencilla son
capaces de inhibir la expresion de transcritos diana mediante la interferencia del ARN (ARNi).

La longitud de las moléculas de ARN de cadena sencilla es preferiblemente de 14-50 nt, en donde al menos del 14
al 20 en 5' la mayoria de los nucledtidos son sustancialmente complementarios al transcrito de ARN diana. Los
oligonucledtidos de ARN estan modificados mediante analogos 5’-monofosfato segun se define en la reivindicacion
1.

La inhibicion de la expresion del transcrito diana puede producirse in vitro, p. €j. en cultivos celulares o extractos de
células eucarioticos, particularmente de mamiferos. Por otro lado, la inhibicién también puede producirse in vivo, es
decir, en organismos eucarioticos, particularmente de mamiferos incluyendo los seres humanos.

Preferiblemente, la molécula de ARN de cadena sencilla tiene una longitud de 15 - 29 nucleétidos. La cadena de
ARN puede tener un grupo 3’-hidroxilo. En algunos casos, sin embargo, puede ser preferible modificar el extremo 3'
para hacerlo resistente contra 3’ a 5' exonucleasas. Modificaciones 3’ toleradas son, por ejemplo, nucleétidos 2'-
desoxi terminales, 3'-fosfato, 2',3'-fosfato ciclico, aminoenlazador C3 (o C6, C7, C12), enlazadores tiol, enlazadores
carboxilo, espaciadores no nucleotidicos (C3, C6, C9, C12 abasicos, trietilenglicol, hexaetilenglicol), biotina,
fluoresceina, etc.

El extremo 5 'comprende un analogo fosfato. Modificaciones 5'-fosfato preferidas son 5-monofosfato ((HO),(O)P-O-
5’), 5-difosfato ((HO)2(O)P-O-P(HO)(O)-0-5’), 5'-trifosfato ((HO)2(O)P-O-(HO)(O)P-OP(HO)(O)-0-5’), remate 5'-
guanosina (7-metilado o no metilado) (7m-G-O-5’-(HO)(O)P-O-(HO)(O)P-OP(HO)(O)-O-5’), remate 5-adenosina
(Appp), y cualquier estructura de remate de nucledtidos modificada o no modificada (N-O-5-(HO)(O)PO-(HO)(O)P-
0O-P(HO)(0)-0-5’), 5-monotiofosfato  (fosforotioato;  (HO)2(S)P-O-5’), 5-monoditiofosfato  (fosforoditioato;
(HO)(HS)(S)P-0-5’), 5-fosforotiolato ((HO)2(O)P-S-5’); cualquier combinacién adicional de monofosfato, difosfato y
trifosfatos reemplazados por oxigeno/azufre (p. ej. 5'-alfa-tiotrifosfato, 5-gamma-tiotrifosfato, etc.), 5'-
fosforoamidatos ((HO)2(O)P-NH-5, (HO)(NH2)(O)P-O-5’), 5’-alquilfosfonatos (R=alquilo=metilo, etilo, isopropilo,
propilo, etc., p. e€j., RP(OH)(0)-O-5-, (OH);(O)P-5'-CHy-), 5’-alquileterfosfonatos (R=alquiléter=metoximetilo
(MeOCHz-), etoximetilo, etc., p. ej. RP(OH)(O)-O-5"-).

La secuencia de la molécula de ARN de la presente invencion tiene que tener una identidad suficiente con una
molécula de acido nucleico diana con el fin de mediar en el ARNi especifico para la diana. Por lo tanto, la molécula
de ARN de cadena sencilla de la presente invencién es sustancialmente complementaria al transcrito diana.

La reaccion de escision del ARN diana guiada por las moléculas de ARN de una sola hebra de la presente invencion
es altamente especifico para la secuencia. Sin embargo, no todas las posiciones de la molécula de ARN contribuyen
igualmente al reconocimiento de la diana. Se toleran emparejamientos erréneos, particularmente en el extremo 3’ de
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la molécula de ARN de cadena sencilla, mas particularmente los residuos 3' con respecto a los primeros 20 nt de la
molécula de ARN de cadena sencilla. Especialmente preferidas son moléculas de ARN de cadena sencilla que
tienen en el extremo 5' al menos 15 y preferiblemente al menos 20 nucledtidos que son completamente
complementarios a un transcrito diana predeterminado o tienen un emparejamiento erréneo soélo y opcionalmente
hasta 35 nucledtidos en el extremo 3' que puede contener 1 o varios, p. €j. 2, 3 0 mas emparejamientos erroneos.

Con el fin de mejorar la estabilidad de las moléculas de ARN de cadena sencilla, los extremos 3' pueden
estabilizarse contra la degradacion, p. €j., pueden seleccionarse de manera que consistan en nucleétidos de purina,
particularmente nucleétidos de adenosina o guanosina. Alternativa o adicionalmente, 3' nucledtidos pueden estar
sustituidos con analogos de nucleétidos modificados, incluyendo modificaciones de la cadena principal de residuos
ribosa y/o fosfato.

En una realizaciéon especialmente preferida de la presente invencion, la molécula de ARN puede contener al menos
un analogo de nucledtido modificado. Los analogos de nucleétidos pueden estar localizados en posiciones en las
que la actividad especifica de la diana, p. €j., la actividad mediadora de ARNi no se ve afectada sustancialmente, p.
€j., en una region en el extremo 5' y/o el extremo 3' de la molécula de ARN. En particular, el extremo 3' puede ser
estabilizado mediante la incorporacién de analogos de nucledtidos modificados tales como derivados quimicos no
nucleotidicos tales como aminoenlazador C3 (o C6, C7, C12), enlazadores tiol, enlazadores carboxilo, espaciadores
no nucledtidicos (C3, C6, C9, C12, abasicos, trietilenglicol, hexaetilenglicol), biotina, fluoresceina, etc. Una
modificacion adicional mediante la cual puede aumentarse la resistencia nucleasa de la molécula de ARN, es
mediante el acoplamiento covalente de nucledtidos invertidos, p. €j., 2-desoxirribonucleétidos o ribonucleétidos al
extremo 3' de la molécula de ARN. Una estructura de molécula de ARN preferida comprende: ARNsi-3'-O-P(O)(OH)-
0-3-N 5’ de cadena sencilla, en donde N es un nucleétido, p. ej., un 2'-desoxirribonucleétido o ribonucleétido,
tipicamente un residuo timidina invertido, o una estructura de oligonucledétido invertida, p. €j., que contiene hasta 5
nucleétidos.

Analogos de nucledtidos preferidos se seleccionan de ribonucledtidos modificados con azicares o en la cadena
principal. Cabe sefialar, sin embargo, que también son adecuados ribonucleétidos modificados con nucleobases, es
decir, ribonucledtidos que contienen una nucleobase de origen no natural en lugar de una nucleobase de origen
natural tales como uridinas o citidinas modificados en la posicién 5, p. €j., 5-(2-amino)propil-uridina, 5-bromo-uridina;
5-metil-citidina; adenosinas y guanosinas modificadas en la posicion 8, p. €j., 8-bromo-guanosina; desaza
nucledtidos, p. €j. 7-deaza-adenosina; nucledtidos O- y N-alquilados, p. ej. N6-metil-adenosina. En ribonucleétidos
modificados con azucares preferidas, el grupo OH 2 se reemplaza por un grupo seleccionado de H, OR, R, halo, SH,
SR, NHz, NHR, NRz o CN, en donde R es alquilo C4-Cs, alquenilo, alquinilo o metoxietoxi, y haloes F, Cl, Bro I. En
ribonucledtidos modificados en la cadena principal preferidos, el grupo fosfoéster que se conecta a ribonucleétidos
adyacentes se reemplaza por un grupo modificado, p. €j., un fosforotioato, fosforoditioato, grupo fosforoamidato N3'-
0O5' y/o N5'-03'. Cabe sefalar que las modificaciones anteriores pueden combinarse. Por ejemplo, nucleétidos
complementarios o no complementarios en el extremo 3', particularmente después de al menos 15, mas
particularmente después de al menos 20 nucledtidos 5'-terminales pueden modificarse sin pérdida significativa de la
actividad.

La molécula de ARN de cadena sencilla de la invencién se puede preparar mediante sintesis quimica. Métodos de
sintesis de moléculas de ARN son conocidos en la técnica.

Los ARNs de cadena sencilla se pueden preparar también mediante transcripcion enzimatica a partir de moldes de
ADN sintéticos o de plasmidos de ADN aislados de bacterias recombinantes y la subsiguiente modificacion 5'-
terminal. Tipicamente, se utilizan las ARN polimerasas de fagos tal como T7, T3 o SP6 ARN polimerasa.

Un aspecto adicional de la presente invencion se refiere a un método segun se define en la reivindicacion 14.

Preferiblemente, la etapa de contacto (a) comprende introducir la molécula de ARN de cadena sencilla en una célula
diana, p. €j., una célula diana aislada, p. €j., en cultivo de células, un microorganismo unicelular o una célula diana o
una pluralidad de células diana dentro de un organismo multicelular. Mas preferiblemente, la etapa de introduccion
comprende un suministro mediado por el soporte, p. gj., mediante soportes de liposomas y/o mediante inyeccion.
Sistemas de suministro adicionales adecuados incluyen Oligofectamine (Invitrogen) y reactivo de transfeccion de
ARNSsi Transit-TKO (Mirus)

El método de la invencién puede ser utilizado para determinar la funciéon de un gen en una célula o un organismo o
incluso para modular la funcién de un gen en una célula o un organismo, que es capaz de mediar en la interferencia
de ARN. La célula es preferiblemente una célula eucaridtica o una linea celular, p. €j., una célula vegetal o una
célula animal, tal como una célula de mamifero, p. €j. una célula embrionaria, una célula madre pluripotente, una
célula tumoral, p. e€j., una célula de teratocarcinoma o una célula infectada con virus. El organismo es
preferiblemente un organismo eucariético, p. €j., un vegetal o un animal tal como un mamifero, particularmente un
ser humano.
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El gen diana al que se dirige la molécula de ARN de la invencién puede estar asociado con un estado patologico.
Por ejemplo, el gen puede ser un gen asociado a patdgenos, p. €j., 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. Al determinar o modular, en particular, inhibir la funcién
de un gen de este tipo se pueden obtener informacion valiosa y beneficios terapéuticos en el campo de la agricultura
0 en el campo de la medicina o la medicina veterinaria.

El ARNss se administra habitualmente en forma de una composicién farmacéutica. La administracion puede llevarse
a cabo por métodos conocidos, en los que un acido nucleico se introduce en una célula diana deseada in vitro o in
vivo. Técnicas de transferencia de genes comunmente utilizadas incluyen fosfato de calcio, DEAE-dextrano,
electroporacion y microinyeccion y métodos virales (Graham, F.L. y van der Eb, A.J. (1973) Virol. 52, 456;
McCutchan, J.H. y 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 acidos nucleicos en células es el uso de liposomas catidnicos
(Felgner, P.L. et al. (1987), Proc. Natl. Acad. Sci USA 84, 7413). Formulaciones de lipidos catidnicos
comercialmente disponibles son, p. ej., Tfx 50 (Promega) o Lipofectamin2000 (Life Technologies). Un método
preferido adicional para la introduccion de ARN en un organismo diana, en particular en un ratén, es el de la
inyeccion en la vena de la cola a alta presion (Lewis, D.L. et al (2002), Nat. Genet. 29, 29; McCaffrey, A.P. et al.
(2002), Nature 418, 38-39). En esta memoria, una disoluciéon tamponada que comprende el ARN de cadena sencilla
(p- €j., aproximadamente 2 ml) se inyecta en la vena de la cola del ratén en el espacio de 10 s.

Por lo tanto, la invencion se refiere también a una composicion farmacéutica que contiene como agente activo al
menos una molécula de ARN de cadena sencilla tal como se describié anteriormente y un soporte farmacéutico. La
composicion puede utilizarse para el diagnostico y para aplicaciones terapéuticas en medicina humana o en
medicina veterinaria.

Para aplicaciones diagndsticas o terapéuticas, la composicion puede estar en forma de una disolucion, p. €j., una
disolucion inyectable, una crema, pomada, comprimido, suspension o similares. La composicion se puede
administrar de cualquier forma adecuada, p. €j., por inyeccién, por aplicacion oral, tépica, nasal, rectal, etc. El
soporte puede ser cualquier soporte farmacéutico adecuado. Preferiblemente, se utiliza un soporte que sea capaz de
aumentar la eficacia de las moléculas de ARN para penetrar en las células diana. Ejemplos adecuados de soportes
de este tipo son liposomas, particularmente liposomas catiénicos. Un método de administracion adicionalmente
preferido es la inyeccion.

Una aplicacion preferida adicional del método de ARNi es un analisis funcional de células eucaridticas, u organismos
eucariéticos no humanos, preferiblemente células u organismos de mamiferos y lo mas preferiblemente células de
seres humanos, p. €j., lineas de células tales como HelLa o 293 o de roedores, p. €j., ratas y ratones. Mediante
transfeccion con moléculas de ARN de cadena sencilla adecuadas, que son homdlogas a un gen diana
predeterminado o a moléculas de ADN que codifican una molécula de ARN de cadena sencilla adecuada, se puede
obtener un fenotipo inactivado especifico en una célula diana, p. €j., en cultivo celular o en un organismo diana. La
presencia de moléculas de ARN de cadena sencilla cortas no da como resultado una respuesta de interferén de la
célula huésped u organismo huésped.

En una realizaciéon especialmente preferida, la molécula de ARN se administra asociada con polimeros
biodegradables, p. €j. polipéptidos, acido poli(d,l-lactico-co-glicélico) (PLGA), polilisina o conjugados de poalilisina, p.
€j., polilisina-injerto-acido imidazol-acético o poli(éster de beta-amino) o microparticulas tales como microesferas,
nanoparticulas o nanoesferas. Mas preferiblemente, la molécula de ARN se acopla covalentemente al polimero o
microparticula, en donde el acoplamiento covalente se efectla particularmente a través del extremo 3' de la
molécula de ARN.

También se describe una composicion farmacéutica para inhibir la expresion de un transcrito diana mediante ARNi
que comprende, como agente activo, una molécula de ARN de cadena sencilla que tiene una longitud de 14-50,
preferiblemente de 15-29 nucleétidos, en donde al menos los 14-20 nucleétidos mas proximos a 5 son
sustancialmente complementarios a dicho transcrito diana.

Ademas, el uso de acuerdo con la reivindicacién 1 es preferiblemente para la prevencion o el tratamiento de una
enfermedad asociada con la sobre-expresion de al menos un gen diana que comprende administrar a un sujeto en
necesidad del mismo, una molécula de ARN de cadena sencilla que tiene una longitud de 14-50, preferiblemente 15-
29 nucledtidos, en donde al menos los 14-20 nucledtidos mas 5 son sustancialmente complementarios a un
transcrito diana en una cantidad que es terapéuticamente eficaz para el ARN..

Se describe, ademas, una célula eucariética o un organismo eucariotico no humano que exhibe un fenotipo
inactivado especifico para el gen diana que comprende una expresion, al menos parcialmente deficiente, de al
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menos un gen diana enddgeno, en donde dicha célula u organismo es transfectado con al menos una molécula de
ARN de cadena sencilla capaz de inhibir la expresion de al menos un gen diana enddgeno. Cabe sefialar que la
presente invencion permite el suministro simultaneo de varios ARNs antisentido de diferentes secuencias, que son
ya sea cognatas a un gen diferente o al mismo gen diana.

Fenotipos inactivados especificos para genes de células u organismos no humanos, en particular de células
humanas o de mamiferos no humanos pueden ser utilizados en procesos analiticos, p. €j., en el analisis funcional
y/o fenotipico de procesos fisioldgicos complejos tales como analisis de perfiles de expresién génica y/o proteomas.
Por ejemplo, se pueden preparar los fenotipos inactivados de genes humanos en células cultivadas que se supone
son los reguladores de los procesos de corte y empalme alternativos. Entre estos genes se encuentran
particularmente los miembros de la familia del factor de corte y empalme SR, p. €j., ASF/SF2, SC35, SRp20, SRp40
o SRp55. Ademas, se puede analizar el efecto de las proteinas SR en los perfles de ARNm de genes
predeterminados cortados y empalmados alternativamente tales como CD44. Preferiblemente, el analisis se lleva a
cabo por métodos de alto rendimiento utilizando chips basados en oligonucledtidos.

Utilizando tecnologias de inactivacion basadas en ARNi, la expresion de un gen diana endégeno puede ser inhibida
en una célula diana o un organismo diana. El gen enddgeno puede ser complementado por un acido nucleico diana
exogeno que codifica la proteina diana o una variante o forma mutada de la proteina diana, p. €j., un gen o un ADNCc,
que puede estar opcionalmente fusionado a una secuencia de acido nucleico adicional que codifica un péptido o
polipéptido detectable, p. €j., una etiqueta de afinidad, en particular una etiqueta de afinidad multiple. Variantes o
formas mutadas del gen diana difieren del gen diana enddgeno en que codifican un producto génico que difiere del
producto del gen endégeno en el nivel de aminoacidos por sustituciones, inserciones y/o deleciones de aminoacidos
individuales o mdltiples. Las variantes o formas mutadas pueden tener la misma actividad bioldgica que el gen diana
enddgeno. Por otro lado, el gen diana variante o mutado también pueden tener una actividad bioldgica que difiere de
la actividad biolégica del gen diana enddgeno, p. €j., una actividad parcialmente suprimida, una actividad
completamente suprimida, una actividad mejorada, etc.

La complementacion puede conseguirse co-expresando el polipéptido codificado por el acido nucleico exdgeno, p.
€j., una proteina de fusién que comprende la proteina diana y la etiqueta de afinidad y la molécula de ARN de doble
cadena para la inactivacion del gen endogeno en la célula diana. Esta co-expresion se puede lograr utilizando un
vector de expresion adecuado que exprese tanto el polipéptido codificado por el acido nucleico exdgeno, p. €j., la
proteina diana modificada con la etiqueta y la molécula de ARN de cadena sencilla o, alternativamente, utilizando
una combinacion de vectores de expresion. Las proteinas y complejos de proteinas que se sintetizan de novo en la
célula diana contendran el producto génico exdgeno, p. €j., la proteina de fusién modificada. Con el fin de evitar la
supresion de la expresion del producto génico exdgeno por parte de la molécula de ARNiI, la secuencia de
nucledtidos que codifica el acido nucleico exdgeno puede ser alterada en el nivel de ADN (con o sin provocar
mutaciones en el nivel de aminoacidos) en la parte de la secuencia que es homdloga a la molécula de ARN de
cadena sencilla. Alternativamente, el gen diana enddgeno puede ser complementado por las correspondientes
secuencias de nucleotidos de otras especies, p. €j., de raton.

Aplicaciones preferidas para la célula u organismo descrito en esta memoria son los analisis de perfiles de expresion
de genes y/o proteomas. En una realizacion especialmente preferida, se lleva a cabo un andlisis de una variante o
forma mutante de una o varias proteinas diana, en donde dicha variante o forma mutante se reintroduce en la célula
u organismo mediante un acido nucleico diana exégeno tal como se describe anteriormente. La combinacion de
inactivacion de un gen endodgeno y el rescate utilizando una diana mutada, p. €j., una diana exégena parcialmente
suprimida tiene ventajas en comparacién con el uso de una célula inactivada. Ademas, este método es
particularmente adecuado para la identificacion de dominios funcionales de la proteina diana. En una realizacién
preferida adicional, se lleva a cabo una comparacion, p. €j., de perfiles de expresion de genes 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 inhibicién del gen diana y

(iii) una célula u organismo con la inhibicién del gen diana mas la complementacion del gen diana por parte
de un acido nucleico diana exdgeno.

El método de la invencion también se puede utilizar en un proceso para identificar y/o caracterizar agentes
farmacologicos, p. €j., identificar nuevos agentes farmacoldgicos a partir de una coleccion de sustancias de ensayo
y/o la caracterizacion de los mecanismos de accioén y/o efectos secundarios de agentes farmacoldgicos conocidos.

También se describe un sistema para la identificacion y/o caracterizacion de agentes farmacolégicos que actuan
sobre al menos una proteina diana, que comprende:
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(a) una célula eucariética o un organismo eucariético no humano capaz de expresar al menos un gen diana
enddgeno que codifica dicha proteina diana,

(b) al menos una molécula de ARN de cadena sencilla, capaz de inhibir la expresion de dicho al menos un
gen diana enddgeno por parte de ARNi y

(c) una sustancia de ensayo o una coleccion de sustancias de ensayo, en donde las propiedades
farmacologicas de dicha sustancia de ensayo o dicho coleccion han de ser identificadas y/o caracterizadas.

Ademas, el sistema, tal como se describe anteriormente, comprende preferiblemente:

(d) al menos un acido nucleico exdgeno diana que codifica la proteina diana o una variante o forma mutada
de la proteina diana, en donde dicho acido nucleico exégeno diana difiere del gen enddégeno diana al nivel
de acido nucleico de tal manera que la expresion del acido nucleico diana exdégeno es sustancialmente
menos inhibida por la molécula de ARN de cadena sencilla que la expresion del gen enddgeno diana.

Ademas, el método de complementacién de ARN inactivado puede utilizarse para fines preparativos, p. €j. para la
purificacion por afinidad de proteinas o complejos de proteinas de células eucaridticas, particularmente células de
mamiferos y células mas particularmente humanas. El acido nucleico exdgeno diana puede codificar una proteina
diana, que se fusiona a una etiqueta de afinidad.

El método preparativo se puede emplear para la purificacion de complejos de proteinas de alto peso molecular que
tienen preferiblemente una masa de = 150 kD y mas preferiblemente de = 500 kD y que, opcionalmente, pueden
contener acidos nucleicos tales como ARN. Ejemplos especificos son el complejo de proteinas heterotrimérico que
consiste en las proteinas de 20 kD, 60 kD y 90 kD de la particula snRNP U4/U6, consistiendo el factor de corte y
empalme SF3b de 17S U2 snRNP en 5 proteinas que tienen pesos moleculares de 14, 49, 120, 145y 155 kD y
conteniendo la particula tri-snRNP 25S U4/U6/U5 las moléculas U4, U5 y U6 ARNsn y aproximadamente 30
proteinas, que tiene un peso molecular de aproximadamente 1,7 MD.

Este método es adecuado para el analisis de proteoma funcional en células de mamifero, particularmente células de
seres humanos.

Se describe un complejo de silenciamiento inducido por ARN de mamifero, particularmente humano (RISC)
purificado y aislado, que tiene un peso molecular aparente de menos de aproximadamente 150-160 kDa, p. €j., de
aproximadamente 120 a 150-160 kDa. El RISC comprende componentes de polipéptido y, opcionalmente, de acido
nucleico, en particular moléculas de ARN de cadena sencilla tal como se ha descrito anteriormente. El RISC se
puede utilizar como una diana para el diagndstico y/o terapia, como un agente de diagndstico y/o terapéutico
propiamente dicho, como un reactivo de biologia molecular o como componente en un proceso de cribado para la
identificacion y/o caracterizacion de agentes farmacéuticos.

Componentes polipeptidicos de RISC pueden comprender miembros de la familia Argonaute de proteinas y
contienen elF2C1 y/o elF2C2, y posiblemente al menos otro miembro de la familia elF2C expresado, en particular
seleccionado de elF2C3, elF2C4, HILI y HIWI.

La expresion o sobre-expresion de una o varias proteinas presentes en el RISC en células huésped adecuadas, p.
€j., células eucaridticas, particularmente células de mamiferos, es util para ayudar a una respuesta de ARNi. Estas
proteinas también se pueden expresar o sobre-expresar en animales transgénicos, p. ej., vertebrados,
particularmente mamiferos, para producir animales particularmente sensibles a ARNsi de cadena sencilla o de doble
cadena inyectados. Ademas, los genes que codifican las proteinas pueden ser administrados con fines terapéuticos,
p. €j., por medio de vectores de suministro de genes virales o no virales.

También es concebible administrar un complejo de ARNsi/elF2C1 6 2 directamente mediante la asistencia de
reactivos de transfeccion de proteina (p. €j., Protein Transfection Reagents, proteina ProVectin (Imgenex), o
productos similares) en lugar de la transfeccion de ARN/ADN. Esto puede tener ventajas técnicas sobre la
transfeccion de ARNsi que se limita a la transfeccion de acido nucleico.

Ademas, la presente invencion se explica con mayor detalle en las siguientes figuras y ejemplos.
Leyendas de las figuras
Figura 1. Extractos citoplasmaticos HeLa S100 muestran una escision de ARN diana dependiente de ARNSsi.

(A) Representacion del ARN diana de 177 nt marcado con remate *?P con el ARNSsi duplex diana. También
se muestra de sitio de escision del ARN diana y la longitud de los productos de escision esperados. La linea
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gruesa en negro colocada debajo del ARNsi antisentido se utiliza en las siguientes figuras como simbolo
para indicar la region del ARN diana, que es complementaria a la secuencia de ARNsi antisentido. (B)
Comparacion del sitio de escision del ARN diana mediada por ARNSsi utilizando el sistema de embrién de D.
melanogaster in vitro previamente establecido y extracto citoplasmatico de células HeLa S100. ARN diana
10 nM marcado en el remate se incubé con ARNsi 100 nM tal como se describe en materiales. Los
productos de reaccion se resolvieron en un gel de secuenciacion al 6%. Marcadores de posicion se
generaron mediante digestion parcial con RNasa T1 (T1) e hidrdlisis alcalina parcial (OH) del RNA diana
marcado en el remate. La flecha indica el producto de escision 5', el fragmento 3’ no esta marcado y, por lo
tanto, es invisible.

Figura 2. La modificacion quimica del extremo 5' del ARNsi antisentido pero no del ARNsi sentido impide la escision
del ARN diana sentido en extractos HeLa S100. (A) llustracion de las posibles modificaciones 5 y 3' del
aminoenlazador y de las cadenas sentido y antisentido de un ARNsi duplex. L5 representa un aminoenlazador de la
cadena de 6 carbonos conectado a través de un enlace 5'-fosfodiéster, L3 representa un aminoenlazador de 7
carbonos conectado a través de un enlace fosfodiéster al 3'-fosfato terminal. s, sentido; as, antisentido. (B) Escision
de ARN diana ensayando diversas combinaciones de ARNsi duplex modificado en el aminoenlazador en 5’y 3'. NC
(control negativo) muestra una reaccion de incubacion del ARN diana en ausencia de ARNsi duplex. T1, escalera de
RNasa T1; OH, escalera de hidrdlisis alcalina parcial.

Figura 3. ARNsi que contiene fosfatos 3'-terminales se someten a reacciones de ligamiento, asi como de
desfosforilacion.

(A) Secuencia del ARNSsi duplex radiomarcado. El nucle6tido marcado se unié al ARNsi sintético de 20 nt,
antisentido, mediante ligamiento con T4 ARN de 32pCp. Las diversas combinaciones de
hidroxilo/fosfato 5’ y 3' se prepararon como se describe en materiales. X e Y indican modificaciones 5'
y 3’ del ARNsi antisentido. (B) Destino del ARNsi antisentido durante la incubacion de los ARNsi
duplex modificados en extracto HeLa S100 en presencia de ARN diana no radiomarcado. Las
diferentes formas fosforiladas del ARNsi antisentido se distinguen sobre la base de su movilidad en
gel. Se obtuvieron resultados idénticos cuando se utiliza ARNSsi sentido 5’ fosforilado o cuando se deja
fuera el ARN diana durante la incubacion. Los productos de ligamiento sélo se observan cuando 3'
fosfatos estaban presentes en el ARNsi antisentido marcado.

Figura 4. RISC es un complejo estable que no intercambia rapidamente ARNsi unido.

Concentraciones crecientes de ARNsi no especifico compiten con la formacién de RISC especifico de la diana
cuando se afade simultaneamente a los extractos HeLa S100 (pistas 4 a 7). Sin embargo, cuando el ARNsi duplex
inespecifico se afiade 15 min después de la pre-incubacién con el ARNsi duplex especifico, no se observé una
mayor competencia (3 pistas a la derecha). T1, escalera de RNasa T1.

Figura 5. Purificacion parcial de RISC humano.

(A) Representacion grafica de la estructura del ARNsi duplex biotinilado utilizado para la purificacién por
afinidad de los factores asociados a ARNsi. L3 indica un aminoenlazador de C7 que se conjugé con un
éster N-hidroxisuccinimidilico de biotina foto-escindible; UV indica la fotoescision del enlace sensible a
UV para liberar complejos seleccionados de afinidad en condiciones nativas. (B) Analisis de filtracion
en gel Superdex-200 de complejos de ARNsi-proteina (siRNPs) recuperados mediante
tratamiento/elucion UV (UV elu) de la columna de afinidad de estreptavidina. Las fracciones se
ensayaron en cuanto a su capacidad para escindir especificamente el ARN diana marcado en el
remate. Se indica el nimero de las fracciones recogidas y las posiciones relativas de los marcadores
de tamafio de aldolasa (158 kDa) y BSA (66 kDa). (C) Sedimentacién con gradiente de glicerol (5%-
20%) de los siRNPs recuperados mediante tratamiento/elucion UV de la columna de afinidad de
estreptavidina. Para la leyenda, véase (B).Al supervisar el tamafio freciso de los fragmentos de
escisién de ARN diana utilizando ARNm marcado internamente con ° P-UTP, rematado, la suma es
igual al transcrito de longitud completa, lo que indica que el ARN diana de hecho soélo se escinde una
vez en el centro de la region abarcada por el ARNSsi.

Figura 6. RISC contiene un ARNSsi de cadena sencilla.

siRNPs fueron sometidos a seleccién por afinidad después de la incubacién utilizando ARNsi duplex con una o las
dos cadenas biotiniladas. El producto eluido recuperado después del tratamiento UV o la fracciéon no unida después
de seleccion por afinidad de estreptavidina (flujo no retenido) se ensayo en cuanto a la degradacion de ARN diana.
Si se biotinilé la cadena antisentido, todo el RSIC de escisién de ARN diana sentido se unié a las perlas de
estreptavidina, mientras que la biotinilacién de ARNsi resulté en la actividad de RISC del flujo no retenido. La
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reaccion de escision en la fraccion de flujo no retenido fue menos eficiente que en el producto eluido de UV, porque
su RISC seleccionado por afinidad era mas concentrado.

Figura 7. ARNsis antisentido de cadena sencilla reconstituyen el RISC en extractos HeLa S100.

Analisis de la reconstitucion de RISC mediante ARNsi de cadena sencilla o duplex que compara extractos HelLa
S100 (A) y el lisado de embrién de D. melanogaster anteriormente descrito (B). Diferentes concentraciones de
ARNSsi de cadena sencilla (s, sentido; as, antisentido) y ARNsi duplex (ds) se sometieron a ensayo en cuanto a la
fijacion especifica como objetivo de ARN sustrato marcado en el remate. Concentraciones 100 nM del ARNSsi
antisentido reconstituyeron RISC en el extracto HeLa S100, aunque a niveles reducidos en comparacion con el
ARNSsi duplex. Reconstitucion con ARNsi de cadena sencilla era casi indetectable en lisado de D. melanogaster,
presumiblemente debido a la mayor actividad de nucleasa en este lisado provocando una rapida degradacion de los
ARN de cadena sencilla no rematados.

Figura 8. ARNsi de cadena sencilla antisentido median en el silenciamiento de genes en células Hela.

(A) Silenciamiento de la proteina lamina A/C de la envoltura nuclear. Tincion de fluorescencia de células
transfectadas con ARNSsi especificos para lamina A/C y GL2 luciferasa (control). Fila superior, tinciéon con
anticuerpo especifico para lamina A/C; fila central, tincion con Hoechst de la cromatina nuclears; fila inferior,
las imagenes de contraste de fase de células fijadas. (B) Cuantificacion del descenso de lamina A/C
después de un analisis de transferencia Western. La mancha fue separada después del sondeo con lamina
A/C y se volvid a sondear con anticuerpo vimentina. La cuantificacion se realizé utilizando un aparato Lumi-
Imager (Roche) y el software LumiAnalyst para cuantificar las sefiales ECL (Amersham Biosciences), las
diferencias en la carga de gel fueron corregidas respecto a los niveles de proteina vimentina no fijada como
objetivo. Los niveles de la proteina lamina A/C se normalizaron al duplex de ARNsi GL2 no especifico.

Figura 9. ARNsi antisentido de diferente longitud dirigen la escision directa de ARN diana en extractos HeLa S100.

(A) Representacion grafica del experimento. ARNsi antisentido se extendieron hacia el lado 5' (serie 1, 20
a 25 nt) o el lado 3' (serie 2, 20 a 23 nt). (B) Escision de ARN diana utilizando los ARNSsi antisentido
descritos en (A). Extracto HeLa S100 se incubd con ARN diana marcado en el remate 10 nM y ARNSsi
antisentido 100 nM a 30°C durante 2,5 h. Los productos de reaccion se resolvieron en un gel de
secuenciacion al 6%. Marcadores de posicion se generaron por digestion parcial con RNasa T1 (T1) e
hidrdlisis alcalina parcial (OH) del ARN diana marcado en el remate. Las flechas indican la posicion de
los productos de escision 5' generados mediante los diferentes ARNsi antisentido. Las lineas negras
gruesas a la izquierda (serie 1) y a la derecha (serie 2) indican la region del ARN diana, que es
complementaria a las secuencias de ARNsi antisentido.

Figura 10. Dependencia de la longitud de ARNsi antisentido y efecto de las modificaciones terminales para fijar como
objetivo la escision del ARN en extractos HeLa S100.

Extracto HeLa S100 se incub6 con ARN diana marcado en el remate 10 nM y ARNsi antisentido a 30°C durante 2,5
h. Los productos de reaccion se resolvieron en un gel de secuenciacion al 6%. Marcadores de posicion se generaron
por digestion parcial con RNasa T1 (T1) del ARN diana marcado en el remate. La linea negra gruesa a la izquierda
indica la region del ARN diana, que es complementaria a la secuencia de ARNsi antisentido de 21 nt. Las
secuencias de ARNSsi utilizadas en cada uno de los experimentos se enumeran a continuacion (los ARNsi sentido y
antisentido se enumeran juntos, fueron pre-reasociados para formar ARNsi duplex). p, fosfato; t, 2'-desoxitimidina, c,
2'-desoxicitidina, g, 2'-desoxicitidina, g, 2'-desoxiguanosina; L, aminoenlazador, B, biotina fotoescindible; A, C, G, U,
ribonucledtidos.
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Pista

ARMsi sentido (5'-3")

© ARNMsi antisentido
(5-3")

pUCGAAGUAUUCCG
CG

pUCGAAGUAUUCCG
CGUACGUG

pUCGAAGUAUUCCG
CGUACGUGAUGU

pUCGAAGUAUUCCG
CGUACGUGAUGUUC

PUCGAAGUAUUCCG
CGUACGUGAUGUUC
AC

pUCGAAGUAUUCCG
CG

pUCGAAGUAUUCCG
CGUACGUG

pUCGAAGUAUUCCG
CGUACGUGAUGU

pUCGAAGUAUUCCG
CGUACGUGAUGUUC

10

pUCGAAGUAUUCCG
CGUACGUGAUGUUC
AC

pUCGAAGUAUUCCG |
CGUACGUG

pUCGAAGUAUUCCG

(continua)
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CGUACGtg

13

pUCGAAGUAUUCCG
CGUACGUU

14

pUCGAAGUAUUCCG
CGUACGtt

15

pUCGAAGUAUUCCG
CGUACGUG

16

pUCGAAGUAUUCCG
CGUACGtg

17

pUCGAAGUAUUCCG
CGUACGUU

18

pUCGAAGUAUUCCG
CGUACGtt

19

CGUACGCGGAAUACUUCG
AAA

pUCGAAGUAUUCCG
CGUACGUG

20

CGUACGCGGAAUACUUCG
AAA

pUCGAAGUAUUCCG
CGUACGtg

21

CGUACGCGGAAUACUUCG
AAA

pUCGAAGUAUUCCG
CGUACGUU

22

CGUACGCGGAAUACUUCG
AAA

pUCGAAGUAUUCCG
CGUACGtt

23

tCGAAGUAUUCCGC
GUACGUULB

24

cGUACGCGGAAUACUUCG
AUULB

tCGAAGUAUUCCGC
GUACGUULB

25

ptCGAAGUAUUCCGC
GUACGtLB

26

cGUACGCGGAAUACUUCG

ptCGAAGUAUUCCGC

(continua)
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AttLB GUACGttLB

27 ' ptCGAAGUAUUCCGC
GUACGHL

Figura 11: ARNsi antisentido de cadena sencilla median en el silenciamiento de genes en células Hela.

Cuantificaciéon del descenso de lamina A/C después de analisis de transferencia Western. La mancha fue retirada
después del sondeo con lamina A/C y se volvié a sondear con anticuerpo vimentina. La cuantificacion se realizd con
un aparato Lumi-Imager (Roche) y el software LumiAnalyst para cuantificar las sefiales ECL (Amersham
Biosciences), las diferencias en la carga de gel fueron corregidas con respecto a los niveles de proteina vimentina
no fijados como objetivo. Los niveles de la proteina lamina A/C se normalizaron al ARNsi duplex GL2 no especifico.

Figura 12. Composicion de proteinas del RISC purificado por afinidad.

(A) Gel de SDS-PAGE tefiido con plata de complejos de ribonucleoproteina seleccionados por afinidad
después de sedimentacion con gradiente de glicerol (5% -20%). La flecha indica la banda que
contiene elF2C1 y elF2C2. A la izquierda se indican los marcadores de tamafio molecular. El
asterisco indica una fraccién para la cual el sedimento de proteina se perdid después de la
precipitacion. (B) Ensayo de escision de ARN diana de las fracciones recogidas. La actividad del
RISC alcanzé su punto maximo en la fracciéon 7 y 8; bu, tampon.

Figura 13. Caracterizacion por espectroscopia de masas de elF2C1 y elF2C2. La banda de 100 kDa se analizé
mediante espectrometria de masas. Espectro de masas que indica los picos de péptidos correspondientes a elF2C2
(A) y elF2C1 (B). (C) Alineacion de las secuencias de aminoacidos elF2C2 y elF2C1 que indican la posicion de los
péptidos identificados. Las diferencias de secuencia se indican mediante recuadros amarillos.

Figura 14. Prediccion de las secuencias de aminoacidos de los seis miembros de la familia de proteinas Argonaute
humanas.

Figura 15. Alineamiento de las secuencias de los seis miembros de la familia de proteinas Argonaute humanas.
Secuencias predichas de elF2C1-4 humana, HILI y HIWI han sido alineados utilizando el programa ClustalX.

Figura 16. Secuencias de ADNc previstas de los seis miembros de la familia de proteinas Argonaute humanas.

Figura 17. Todos los miembros de la familia Argonaute, a excepcion de HIWI se expresan en células Hela.

Andlisis RT-PCR en ARN poliA de células HelLa. Los cebadores (A) (directo e inverso) utilizados para la
amplificacion por PCR anidada y semi-anidada de los diferentes Argonautes y la longitud esperada de los productos
de PCR. (B) Electroforesis en gel de agarosa de los productos de PCR obtenidos, confirmando la longitud esperada.
Pistas de la izquierda, escalera de ADN de 100 pb.

Ejemplo
1. Material y métodos
1.1 Sintesis de ARNsi y conjugacion de biotina

ARNSsi se sintetizaron quimicamente utilizando fosforoamiditas de ARN (Proligo, Hamburg, Alemania) y se
desprotegieron y se purificaron en gel tal como se describid anteriormente. Aminoenlazadores 5’ se introdujeron
mediante acoplamiento de MMT-aminoenlazador C6 fosforoamidita (Proligo, Hamburg). Aminoenlazadores C7 3’ se
introdujeron mediante el ensamblaje de la cadena de oligorribonucleétidos en aminomodificador 3’ de soporte de
vidrio de poro de control (TFA) C7 ICAA (Chemgenes, MA, EE.UU). Las secuencias de ARNsi de luciferasa GL2
eran como se ha descrito (Elbashir et al., 2001 a, supra). Si 5'-fosfatos hubieran de ser introducidos, 50 a 100 nmol
de ARNSsi sintéticos fueron tratados con polinucleétido T4 quinasa (reaccion de 300 pl, ATP 2,5 mM, Tris-HCI 70 mM,
pH 7,6, MgCl, 10 mM, DTT 5 mM, 30 U T4 PNK, New England Biolabs, 45 min, 37°C), seguido de precipitacion con
etanol.
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El marcaje con 32pCp 3’-terminal (Figura 3) se realizé en una reaccion de 30 pl (ARNsi 17 pM, 32pCp 0,5 uM (110
TBg/mmol), DMSO al 15%, 20 U de T4 ARN ligasa, NEB y tampodn de reaccién suministrado por 1x NEB) durante
1,5 h a 37°C, y se purificé en gel. La mitad del ARN marcado con pCp se desfosforild (reaccion de 25 pl, 500 U de
fosfatasa alcalina, Roche, tampon suministrado por Roche, 30 min, 50°C), seguido por extraccion con
fenol/cloroformo y precipitacion con etanol. La mitad de esta reaccion se fosforilé en 5' (reaccién de 20 pl, 2 unidades
de T4 polinucledtido quinasa, NEB, ATP 10 mM, tampdn suministrado por NEB, 60 min, 37°C). Una cuarta parte del
ARNsi marcado con pCp inicial fue también fosforilado en 5’ (reaccion de 10 pl, 10 unidades de T4 polinucleétido
quinasa 3’ libre de fosfatasa, Roche, ATP 10 mM, tampdén suministrado por Roche, 3 min, 37°C).

Para la conjugacion de biotina, 20 a 65 nmol de ARNsi modificado con aminoenlazador totalmente desprotegido se
disolvieron en 100 pl de tampdn borato de sodio 100 mM (pH 8,5) y se mezclaron con una disolucion de 1 mg de EZ-
Link NHS-LC-PC-Biotina (Pierce, IL, EE.UU.) en 100 ul de dimetilformamida anhidra. La disolucion se incub6 durante
17 h a 25°C en la oscuridad. Subsiguientemente, ARNsi se precipitaron mediante la adicion de 60 ul de acetato de
sodio 2 M (pH 6,0) y 1 ml de etanol. El sedimento de ARN se recogié mediante centrifugacion y ARNsi conjugado
con biotina fue separado de ARNsi que no habia reaccionado en un gel de acrilamida al 18% desnaturalizante
preparativo (40 cm de longitud) en la oscuridad. Las bandas de ARN se visualizaron mediante sombreado a UV de
254 nm y se minimiz6 el tiempo de exposicion. Las bandas fueron cortadas y el ARN se eluyd durante la noche en
NaCl 0,3 M a 4°C y se recuperaron mediante precipitacion en etanol. ARNsi diplex se formaron tal como se
describié previamente (Elbashir et al., Methods 26 (2002), 199-213).

1.2 Preparacion de extractos S100 de células HelLa

El citoplasma de células HelLa adaptado para crecer a alta densidad se preparé siguiendo el protocolo de Dignam
para el aislamiento de nucleos de células HelLa (Dignam et al., Nucleic Acids Res. 11 (1983), 1475-1489). La
fraccion citoplasmica se suplement6 con KCI, MgCl» y glicerol a concentraciones finales de 100 mM, 2 mM y 10%,
respectivamente. En esta fase, los extractos se pueden almacenar congelados a -70°C después de una congelacion
rapida en nitrégeno liquido sin pérdida de actividad. Extractos S100 se prepararon mediante ultracentrifugacion a
31.500 rpm durante 60 minutos a 4°C utilizando un rotor Sorvall T-865. La concentracion de proteinas de extracto
HelLa S100 varié entre 4 y 5 mg/ml tal como se determina mediante el ensayo de Bradford.

1.3 Purificacion por afinidad de RISC con ARNSsi duplex 3' biotinilados

Para la purificacion por afinidad complejos de proteinas asociados a ARNsi a partir de extractos HeLa S100, 10 nM
de un ARNsi duplex 3' doble biotinilado se incubaron en ATP 0,2 mM, GTP 0,04 mM, 10 U/ml de RNasin, 6 ug/ml de
creatina quinasa y fosfato de creatina 5 mM en 60% de extracto S100 a 30°C durante 30 a 60 min y una rotacion
suave. Después de esto, se afiadié 1 ml de suspensiéon de Proteina de Unién a Biotina Neutravidina Inmovilizada
(Pierce, IL, EE.UU.) por cada 50 ml de disolucién de reaccién y se continué la incubacion durante otros 60 a 120 min
a 30 C con rotacion suave. Las perlas de Neutravidina se recogieron después a 2000 rpm durante 2 minutos a 4°C
en una centrifuga Heraeus Megafuge 1.0 R utilizando un rotor de cubeta oscilante tipo 2704. La captura eficaz de los
componentes del RISC después de la seleccion por afinidad se confirmé ensayando el sobrenadante en cuanto a la
actividad de RISC residual con y sin suplementar ARNsi duplex recientes. Las perlas de Neutravidina recogidas se
lavaron con 10 volimenes de tampdn A con relacion al volumen de las perlas (HEPES 30 mM, pH 7,4, KCI 100 mM,
MgClz2 2 mM, DTT 0,5 mM, glicerol al 10%) seguido de lavado con 5 volimenes de tampdn B (igual que el tampén A
con solo el 3% de contenido de glicerol). Las perlas se transfirieron a una columna de cromatografia Poly-Prep de
0,8 x 4 cm (BioRad; CA, EE.UU.) mediante resuspension en 3 volimenes de tampon B a 4°C, seguido por 10
volumenes de lavado con tampdén B. El lavado de las perlas se continué mediante 10 volumenes de tampoén B,
aumentados a KCI 300 mM. La columna se volviéd a equilibrar después con tampén B regular. Para recuperar
complejos asociados con ARNSsi nativos, la columna se irradié en el cuarto frio, colocandola a una distancia de 2 cm
rodeada por cuatro lamparas UV de 312 nm (tubo UV-B, 8 W, Herolab, Alemania) durante 30 minutos. Para
recuperar la disoluciéon siRNP foto-escindida, la columna se colocé en un tubo Falcon de 50 ml y se centrifugd a
2000 rpm durante 1 minuto a 4°C, utilizando de nuevo el rotor 2704. Para la recuperacion completa de los siRNPs,
las perlas se resuspendieron de nuevo en tampoén B seguido de una segunda ronda de tratamiento UV durante 15
minutos. Los dos productos eluidos se reunieron y se ensayaron en cuanto a la degradacién del ARN diana.

1.4 Ensayos de escision de ARN diana

ARN diana de 177 nt, marcado en el remate, se generé como se ha descrito (Elbashir et al., EMBO J. 20 (2001 c),
6877-6888), excepto que su guanilil transferasa etiquetada con his se expresdé en E. coli de un plasmido
generosamente proporcionado por J. Wilusz y se purificéd hasta la homogeneidad. Si no se indica lo contrario, ARNSsi
5'-fosforilado o ARNSsi duplex fue pre-incubado en extracto HeLa S100 suplementado a 30°C durante 15 min antes
de la adicién de ARN diana marcado en el remate. Después de la adicion de todos los componentes, las
concentraciones finales fueron ARNsi 100 nM, ARN diana10 nM, ATP 1 mM, GTP 0,2 mM, 10 U/ml de RNasin, 30
pg/ml de creatina quinasa, fosfato de creatina 25 mM, 50% de extracto S100. La incubacién se continud durante 2,5
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h. La escision de ARN diana mediada por ARNSsi en lisado de embrién de D. melanogaster se realizé tal como se ha
descrito (Zamore et al., Cell 101 (2000), 25-33). Se ensay¢ el RISC purificado por afinidad en tampén B en cuanto a
la escision del ARN diana sin preincubacion ni adicion de ARNsi extra (ARN diana 10 nM, ATP 1 mM, GTP 0,2 mM,
10 U/ml de RNasin, 30 ug/ml de creatina quinasa, fosfato de creatina 25 mM, 50% de RISC en tampén B). Las
reacciones de escision fueron detenidas mediante la adicion de 8 vol. de tampon proteinasa K (Tris-HCI 200 mM, pH
7,5, EDTA 25 mM, NaCl 300 mM, SDS al 2% p/v). Proteinasa K, disuelta en Tris-HCI 50 mM pH 8,0, CaCl, 5 mM,
glicerol al 50%, se afiadio a una concentracion final de 0,6 mg/ml y se procesé como se ha descrito (Zamore et al.
(2000), supra). Las muestras se separaron en geles de secuenciacion al 6%.

1.5 Filtracion en Gel Analitico

Los productos eluidos UV en tampdn B se fraccionaron mediante filtracion en gel utilizando una columna Superdex
200 PC 3.2/30 (Amersham Biosciences) equilibrada con tampén A en un sistema SMART (Amersham Biosciences).
El fraccionamiento se realiz6 utilizando un caudal de 40 pl/minuto y recogiendo fracciones de 100 pl. Las fracciones
se ensayaron para determinar la escision especifica de ARN diana. La calibracion del tamafio se realiz6 utilizando
los marcadores de tamafio molecular tiroglobulina (669 kDa), ferritina (440 kDa), catalasa (232 kDa), aldolasa (158
kDa) y BSA (66 kDa) (Amersham Biosciences).

1.6 Sedimentacion en gradiente de glicerol

Los productos eluidos UV se dispusieron en capas en la parte superior de 4 ml de un gradiente lineal de glicerol de
5% a 20% (p/p) ajustado a HEPES 30 mM, pH 7,4, KCI 100 mM, MgCl, 2 mM, DTT 0,5 mM. La centrifugacion se
realizé a 35000 rpm durante 14,5 h a 4°C utilizando un rotor Sorvall SW 60. Veinte fracciones de un volumen de 0,2
ml fueron separadas secuencialmente de la parte superior y se utilizaron partes alicuotas de 15 pl para el ensayo de
escision de ARN diana.

2. Resultados
2.1 Un sistema bioquimico humano para el analisis funcional de ARNsi

Los autores de la invencion estaban interesados en ensayar la degradacion del ARN diana mediada por ARNsi en
extractos de células humanas, porque los ARNsi son reactivos de gran alcance para hacer descender la expresion
de genes en células humanas, pero la accion de ARNSsi en células humanas era incierto. Para investigar si los ARNSsi
guian la degradacion de ARN diana en células humanas con un mecanismo similar al observado en D. melanogaster
(p- €j., Elbashir et al. (2001 b), supra), prepararon sustratos para la degradacion de ARNm fijado como objetivo tal
como se ha descrito previamente (Elbashir et al. (2001 c), supra). Un transcrito de ARN de 177 nt, marcado en el
remate con 5'-*?P, derivada de un segmento del gen de luciferasa de luciérnaga, se incubo en células HeLa S100 o
extractos de embriones de D. melanogaster con un ARNsi duplex de 21 nt en presencia de una sistema de
regeneracion de ATP (Figura 1A, B). Ensayos de escision de ARNsi se realizaron a 25°C en lisado de D.
melanogaster y a 30°C en extractos HeLa S100 durante 2,5 h. Después de la desproteinizacion utilizando proteinasa
K, los productos de reaccion se separaron en un gel de secuenciacion al 6%.

De manera similar a la observacion anterior en lisado de D. melanogaster, los autores de la invencién observaron la
apariciéon de un producto de escisién en el extracto HeLa S100 exactamente en la misma posicion, lo que indica que
el ARNsi duplex guia la escision de ARN diana en el sistema humano con la misma especificidad y mecanismo. La
reaccion de escision aparecid menos eficiente cuando se compara con el sistema de D. melanogaster, pero esto
podria explicarse por la concentraciéon 5 veces menor de proteina total de los extractos HeLa S100 (25 mg/ml frente
a 5 mg/ml). De manera similar a lisados de D. melanogaster, ARNsi duplex sin 5 fosfato fueron rapidamente 5’
fosforilados en extractos HelLa S100 (véase mas adelante) y la capacidad de escindir el ARN diana fue
independiente de la presencia de un 5’ fosfato en los ARNsi duplex sintéticos.

Anadlisis comparativos de la eficiencia de los ARNsi duplex de diferente longitud en lisado de D. melanogaster y en
células de mamifero transfectadas indicé que las diferencias en las eficiencias de silenciamiento entre ARNsi duplex
de 20 a 25 nt eran menos pronunciadas en células de mamifero que en D. melanogaster (Elbashir et al. (2002),
supra).

Duplex de ARNsi de 24 y 25 nt eran inactivos en lisados de D. melanogaster, mientras que los mismos duplex eran
bastante eficaces para silenciar cuando se introducian por transfeccioén en células HelLa. Por lo tanto, los autores de
la invencion se preguntaron si ARNsi duplex de 20 a 25 nt son capaces de reconstituir RISC también con
aproximadamente la misma eficiencia. De hecho, no se observaron grandes diferencias en el ensayo bioquimico, y
la posicion de la escision del ARN diana era como se predijo de acuerdo con la escision de reglas de guia
establecidas en el lisado de D. melanogaster (datos no mostrados). Por lo tanto, los resultados bioquimicos
respaldan las observaciones in vivo.
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2.2 La modificacion 5 del ARNsi guia inhibe la actividad del RISC

Modificacién de ARNSsi en sus extremos es importante para el desarrollo de esquemas de purificacién de afinidad
basados en ARNsi o para conjugar etiquetas de informador para mediciones biofisicas. El método mas comun para
la introduccion de cadenas laterales reactivas en los acidos nucleicos es mediante sintesis utilizando derivados de
aminoenlazador (Eckstein (1991), Oligonucleotides and analogues, 22 Ed., Oxford Reino Unido, Oxford University
Press). Después de la desproteccion completa del oligonucleétido, la amina primaria se hace reaccionar tipicamente
con el éster de N-hidroxisuccinimidilo del compuesto deseado. Los autores de la invencién han introducido
aminoenlazadores 5 'y 3' con seis y siete grupos metileno como separadores, respectivamente. Los ARNsi duplex
modificados con enlazador se ensayaron para mediar la degradacion del ARN diana en el extracto HeLa S100
(Figura 2A, B). La modificacion del extremo 5' del ARNsi guia antisentido aboli6 la escision de ARN, mientras que la
modificacion de sentido ni el extremo 5' ni de ambos extremos 3 'mostré efecto inhibidor alguno. En un experimento
idéntico utilizando lisado de embrién de D. melanogaster, observaron un patron similar de actividad de RISC aunque
el duplex que porta el ARNsi antisentido modificado en el aminoenlazador 5' mostré alguna actividad residual (datos
no mostrados). Presumiblemente, la introduccién de atomos adicionales o el cambio en el fosfato terminal de carga
eléctrica en el extremo 5 'de la ARNsi antisentido interfieren con su capacidad de funcionar como ARN guia. La
funcion critica del extremo 5' del ARNsi guia fue previamente documentada (Elbashir et al. (2001 c), supra).

La capacidad de modificar ARNSsi en su extremo 3' sugiere que los ARNsi no juegan un papel importante para cebar
la sintesis de ARNds y no actuan como cebadores para la PCR degenerativa. El destino de un ARNsi en extractos
HelLa S100 era seguido directamente por la incubacion de un ARNSsi duplex radiomarcados internamente con 32pCp.
La cadena de ARNSsi antisentido radiomarcada se preparé también con diferentes modificaciones 5' y 3' fosfato
(Figura 3A). Todas las combinaciones descritas de ARNSsi duplex eran plenamente competentes para la degradacion
de ARN diana RISC-dependiente (datos no mostrados). Como se observd previamente para lisados de D.
melanogaster (Nykanen et al. (2001), supra), era evidente la rapida 5'-fosforilacion de ARNsi duplex con terminales
5' hidroxilo libres. Para sorpresa de los autores de la invencion, observaron que una pequefia fraccion del ARNsi
antisentido 3'-fosforilada podria ser ligada al 5'-hidroxilo opuesto del ARNsi sentido, produciendo una banda de
menor movilidad. El ligamiento entre cadenas fue confirmado al cambiar la longitud del ARNsi sentido no marcado,
lo que resulté en cambios de movilidad esperados del producto de ligamiento (datos no mostrados). La actividad de
ARN ligasa se observo previamente en los extractos HeLa S100 y esta mediada por dos actividades enzimaticas (p.
€j., Vicente y Filipowicz, Eur. J. Biochem., 176 (1988), 431- 439). El fosfato 3' terminal se convierte primero en un
fosfato 2’,3'-ciclico que requiere ATP y adenilato fosfato 3' terminal. A continuacion, el hidroxilo 5' opuesto se liga al
extremo de fosfato ciclico mediante una ligasa de ARN todavia no caracterizada. Los autores de la invencion
sintetizaron quimicamente el producto de ligamiento de 42 nt 5’-fosforilado predicho y encontraron que es incapaz de
mediar en la escision del ARN diana, presumiblemente debido a que no puede formar RISC activado. La mayoria de
los ARNsi duplex 3'-fosforilados se desfosforilaron gradualmente en su extremo 3' y emergieron de una forma
quimicamente similar a ARNsi generado de forma natural. En conjunto, estas observaciones indican que la célula
tiene un mecanismo para preservar la integridad de ARNSsi. Los autores de la invencioén fueron incapaces de detectar
un producto de polimerizacion cebado con ARNSsi propuesto (Figura 3B), lo que sugiere que los ARNSsi no funcionan
como cebadores para la sintesis de ARNds dependiente del molde en su sistema. Sin embargo, reconocieron que
una actividad polimerasa dependiente de ARN propuesta puede haber sido inactivada durante la preparacion de sus
extractos.

2.3 ARNSis incorporados en RISC no compiten con una agrupacion de ARNSi libres

Con el fin de analizar el ensamblaje y la estabilidad del RISC, los autores de la invencién sometieron a ensayo si
ARNSsi duplex inespecificos para la diana fueron capaces de competir con ARNsi duplex especificos para la diana.
Cuando ARNSsi duplex especificos y no especificos se co-incubaron en extractos HelLa S100, concentraciones
crecientes de ARNSsi duplex inespecifico compitieron con la formacion de RISC especificos para la diana (Figura 4,
pistas de la izquierda). Sin embargo, cuando ARNSsis especificos para la diana se pre-incubaron en extracto HelLa
S100 durante 15 min en ausencia de ARNSsi duplex competidor, el ARNsi ensamblado en el RISC especifico para la
diana ya no podia competir con el ARNSsi duplex no especifico para la diana (Figura 4, pistas de la derecha). Este
resultado sugiere que RISC se forma durante los primeros 15 minutos de incubacién y que ARNsis se asocian
irreversiblemente con los componentes proteicos del RISC durante la ventana de tiempo de 2,5 h del experimento.

2.4 Purificacion del RISC humano

Después de tener los extremos 3' de ARNsi definidos como la posicién mas adecuada para la modificaciéon quimica,
un derivado de biotina foto-escindible se conjugé a los ARNsis modificados con 3'-aminoenlazador. Un derivado de
biotina foto-escindible se selecciond debido a la ventaja de recuperar RISC bajo condiciones no desnaturalizantes
después de capturar complejos en soportes de afinidad revestidos con estreptavidina. La conjugacion 3’ de biotina a
las cadenas sentido, antisentido o ambas no afecté de escision del ARN diana en comparacién con ARNsi no
biotinilados (datos no mostrados). Por lo tanto, se utilizaron ARNsi duplex con residuos de biotina en ambos
extremos 3' para la purificacion por afinidad (Figura 5A). EI ARNsi duplex biotinilado se incub6 en extractos Hela
S100 en presencia de ATP, GTP, fosfato de creatina y creatina quinasa para la regeneracion de ATP. Después de
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ello, se afadieron perlas de agarosa conjugadas con estreptavidina para capturar los complejos de
ribonucleoproteina ARNsi biotinilados (siRNPs) incluyendo RISC. Después de un prolongado lavado de las perlas
recogidas, los siRNPs se liberaron mediante irradiacion UV a 312 nm. El producto eluido escindié el ARN diana de
forma especifica para la secuencia, lo que indica que RISC se recuperd en su estado nativo de la resina (Figura 5B,
C, pista UV elu). El flujo a través de la seleccion por afinidad no mostré actividad detectable alguna, indicando una
union completa del RISC por parte de las perlas (Figura 6). El producto eluido por afinidad se analizé adicionalmente
aplicandolo a una columna de filtracion en gel Superdex 200 (Figura 5B), asi como una ultra-centrifugacion con un
gradiente de glicerol de 5%-20% (Figura 5C). Las fracciones individuales se recogieron y se ensayaron en cuanto a
la escision de ARN diana sin la adicion de ARNSsi adicional. Actividad del RISC aparecié entre la marcadores de
tamafio molecular aldolasa (158 kDa) y BSA (66 kDa) después de la filtracion en gel o centrifugacion en gradiente de
glicerol (Figura 5B, C). Por lo tanto, el tamafio molecular del RISC humano se estima entre 90 y 160 kDa,
significativamente menor que el complejo previamente analizado en lisados de D. melanogaster (Hammond et al
(2000), supra; Nykanen et al (2001), supra). El pequefio tamafio del RISC sugiere que Dicer (210 kDa) no esta
contenida en RISC y que la formacion de RISC a partir de ARNSsi sintéticos puede producirse independientemente
de Dicer. Si bien estos resultados no descartan un papel para Dicer durante el ensamblaje del RISC, destacan la
ausencia de Dicer en RISC.

2.5 RISC contiene un ARNsi de cadena sencilla y puede ser reconstituido mediante ARNsi de cadena sencilla

Se discuten actualmente dos modelos sobre la composicion de la cadena de ARNsi de RISC. El primer modelo
sugiere que las dos cadenas del ARNSsi duplex afiadido inicialmente estan presentes fisicamente en el RISC, pero en
una conformacioén desenrollada. El segundo modelo propone que RISC porta solamente una sola cadena de ARNSi,
lo que implica la pérdida de una de las cadenas de ARNsi durante el ensamblaje. Este Ultimo modelo ha sido
favorecido basado en la analogia con el procesamiento del precursor de ARNmi, en donde sélo se acumul6é una
cadena de 21 nt de un precursor de horquilla ARNds. La base molecular para la asimetria de la reaccién de
procesamiento del precursor de ARNmi todavia no se entiende. Debido a que ARNsi tiene colgantes 3’ de 2 nt
simétricos, se supone que ARNSsi duplex penetra en el RISC con igual probabilidad para ambas orientaciones, dando
asi origen a los distintos RSICs sentido y antisentido de fijacion como objetivo.

Para hacer frente a la constitucién de ARNSsi en el RISC, los autores de la invencion seleccionaron por afinidad los
complejos ensamblados con ARNSsi duplex que se biotinilaron en sélo una de las dos cadenas constituyentes o en
ambas (Figura 6). Si las dos cadenas estaban presentes juntas en el RISC, la actividad de escision se debe
seleccionar por afinidad en Neutravidina independientemente de la posicion del residuo biotina. En contraposicion,
los autores de la invencidon observaron una escision del ARN diana de productos eluidos de UV después de la
seleccion de estreptavidina soélo para duplex de ARNsi con biotina conjugado a la cadena antisentido, pero no a la
cadena sentido (Figura 6). La actividad de RISC, ensamblado en ARNsi duplex con soélo el ARNsi sentido biotinilado,
permanecié en el flujo no detenido. Estos datos sugieren que el RISC contiene sdlo una molécula de ARN de
cadena sencilla.

Para evaluar si ARNsi de cadena sencilla pueden ser capaces de reconstituir RISC, ARNsi de cadena sencilla 5'-
fosforilados asi como el ARNsi duplex se incubaron a concentraciones entre 1y 100 nm con ARN diana marcado en
el remate en extracto HeLa S100 (Figura 7A). A ARNsi antisentido de cadena sencilla 100 nM, los autores de la
invencion detectaron una escisiéon de ARN diana especifica para RISC, lo que confirma que los ARNsi de cadena
sencilla estan presentes en el RISC. A concentraciones mas bajas de ARNsi de cadena sencilla, la formacién de
RISC permanecié indetectable mientras que ARNSsi duplex estaban formando efectivamente el RISC incluso a una
concentracion de 1 nM. Por lo tanto, existe una via especifica que convierte ARNsi de doble cadena en ARNsi de
cadena sencilla que contiene RISC. Utilizando lisado de embridon de D. melanogaster, los autores de la invenciéon no
han podido detectar la actividad de RISC de ARNsi antisentido (Figura 7B), presumiblemente debido a la alta carga
de ribonucleasas especificas de cadena sencilla (Elbashir et al. (2001 b), supra). Ademas, si ARNsi antisentido de
20 a 25 nt 5’-fosforilado eran capaces de mediar en la degradacién de ARN diana especifico para RISC en extracto
HelLa S100, produciendo los mismos sitios de escision de ARN diana que los ARNSsi duplex de esta longitud (datos
no mostrados).

Finalmente, los autores de la invencion sometieron a ensayo ARNsi de cadena sencilla y duplex para fijar como
objetivo un gen enddgeno en células Hela siguiendo su protocolo estandar previamente establecido para el
silenciamiento de lamina A/C. Concentraciones 200 nM de ARNsi de cadena sencilla con y sin 5-fosfato y
concentraciones 100 nM de ARNSsi duplex se transfectaron a células HelLa. Los niveles de lamina A/C fueron
monitorizados 48 h mas tarde utilizando inmunofluorescencia (Figura 8A) y andlisis de transferencia Western
cuantitativo basado en la luminiscencia (Figura 8B). ARNsi antisentido no fosforilado provocé un descenso sustancial
de lamina A/C a aproximadamente al 25% de su nivel normal, mientras que ARNsi 5'-fosforilado redujo el contenido
de lamina A/C a menos de 5%, similar a la reduccion observada con la lamina A/C 5'-fosforilada (datos no
mostrados) o ARNsi duplex no fosforilado (Figura 8). ARNsi sentido y ARNsi inespecifico para GL2 no afectaron a
los niveles de lamina A/C. Los niveles de proteina vimentina no especifica se monitorizaron y se utilizaron para la
normalizacion de la carga de las pistas de transferencia Western de lamina A/C.
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El silenciamiento génico también se observé con ARNsi antisentido fosforilados asi como no fosforilados que varian
en tamano entre 19 y 29 nt. Los ARNSsis antisentido fosforilados se comportaban consistentemente mejor que los
antisentido no fosforilados, y sus eficiencias de silenciamiento eran equiparables a la del ARNsi duplex convencional
(Figura 11).

2.6 Composicion de proteinas del RISC

Con el fin de identificar los componentes de las proteinas del complejo de silenciamiento inducido por ARN (RISC)
en el extracto HeLa S100, se utilizé la seleccién por afinidad especifica previamente descrita. Productos eluidos de
UV se fraccionaron en un gradiente de de glicerol de 5-20%, las fracciones se recuperaron del gradiente y se
analizaron en cuanto a la composicion de proteinas y la actividad endonucleolitica del ARN diana.

Dos proteinas de aproximadamente 100 kDa se identificaron por espectrometria de masas en la fraccién pico de la
actividad endonucleolitica (Figura 12, fracciones 7 y 8), correspondiente a elF2C1 y elF2C2/GERp95 (Figura 13A y
B). Estas proteinas son un 82% similares y son miembros de la familia Argonaute (Figura 13C). La primera evidencia
de que las proteinas Argonaute son parte del RISC fue proporcionada por los estudios de fraccionamiento
bioquimicos clasicos utilizando células S2 de D. melanogaster transfectadas con ARNds (Hammond et al., 2001,
supra). Se demostrd recientemente que el pariente mas cercano a D. melanogaster Argonaute2, D. melanogaster
Argonaute, era necesarios para el ARNi (Williams y Rubin, PNAS USA 99 (2002), 6889-6894).

El andlisis por espectrometria de masas también reveld la presencia de tres péptidos que pertenecen
exclusivamente al miembro HILI de la familia Argonaute de proteinas. Las secuencias de esos péptidos son:
NKQDFMDLSICTR, correspondiente a las posiciones 17-29 de la proteina; TEYVAESFLNCLRR, correspondiente a
las posiciones 436-449 de la proteina, y; YNHDLPARIIVYR, correspondiente a las posiciones 591-603 de la
proteina. Este hallazgo sugiere que la proteina HILI también puede ser parte de RISC.

En seres humanos, la familia Argonaute esta compuesta por 6 miembros, elF2C1, elF2C2, elF2C3, elF2C4, HILI y
HIWI (Figura 14). El alineamiento de las seis secuencias de aminoacidos predichas muestra una alta conservacion,
en particular entre los miembros elF2C y HILI y HIWI (Figura 15). También se muestran secuencias de ADNc
predichas que codifican las proteinas Argonaute (Figura 16).

La expresion de las proteinas Argonaute humanas también se investigd en células HeLa mediante analisis de RT-
PCR utilizando (A) ARN total y poli seleccionado. Se detectaron todos los miembros de la familia, excepto HIWI
(Figura 17).

3. Discusion

El desarrollo de un sistema bioquimico humano para el analisis del mecanismo de ARNi es importante dado el
reciente éxito de ARNSsi duplex para silenciar genes expresados en células cultivadas humanas y el potencial de
convertirse en un agente terapéutico especifico para la secuencia. Sistemas bioquimicos son utiles para definir las
etapas individuales del proceso de ARNi y para evaluar los requisitos de constitucién y moleculares de los complejos
macromoleculares que participan. Para el analisis de ARNi, se han desarrollado varios sistemas, siendo los sistemas
de D. melanogaster los mas completos, ya que permiten reconstituir el procesamiento de ARNds, asi como la
fijaciéon como objetivo del ARNm. Para los sistemas de mamiferos, todavia no se ha logrado la reconstitucion de la
reaccion de fijacion como objetico del ARNm. Aqui, se describe el desarrollo y la aplicacion de un sistema
bioguimico preparado a partir de la fraccion citoplasmatica de células HeLa humanas, que es capaz de reconstituir el
complejo de silenciamiento inducido por ARN (RISC) que fija como objetivo ARNm humano. La formacion de RISC
se logré utilizando ARNSsi duplex 5'-fosforilados o no fosforilados; asi como ARNSsi antisentido de cadena sencilla;
ARNSsi duplex no fosforilados y presumiblemente también ARNSsi antisentido de cadena sencilla son rapidamente 5'-
fosforilados en extractos de células HelLa (Figura 3).

Caracterizacion bioquimica de la funciéon de ARNsi

La reconstitucion de la actividad de RISC sélo se observo utilizando extractos citoplasmaticos HelLa. Extractos
nucleares HelLa ensayados bajo las mismas condiciones no sustentaron la escision de ARN diana especifica para
ARNSsi, lo que sugiere que los componentes de RISC se encuentran predominantemente en el citoplasma (datos no
mostrados).

Las modificaciones de los extremos 5' y 3' de ARNSsi se sometieron a ensayo con el fin de evaluar la importancia de
los extremos de ARNSsi para la etapa de fijacion de objetivo. Se encontré que la modificaciéon en el extremo 5' del
ARNSsi guia era mas inhibidora de la escision de ARN diana que la modificacion en el extremo 3'. La introduccion por
afinidad de la etiqueta tag de biotina 3' en el ARNsi permiti6 a los autores de la invencion seleccionar por afinidad el
RISC que fija como objetico ARN sentido, mientras la biotinilacién 3' de la cadena de ARNSsi sentido dio como
resultado la actividad RISC en el flujo retenido. Ademas, la composicion de la cadena de ARN sencilla de RISC se
confirmé mediante la reconstitucion del complejo de endonucleasa especifica para la secuencia utilizando ARNSsi
guia de cadena sencilla 5'-fosforilado. La reconstitucion de RISC a partir de ARNsi de cadena sencilla era, sin
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embargo, menos eficaz y requeria concentraciones 10 a 100 veces mayores en comparacion con ARNsi de doble
cadena. La Reconstitucion de RISC a partir de ARNsi de cadena sencilla era indetectable utilizando lisado de
embrion de D. melanogaster, lo que se explica mas probablemente por el alto contenido de 5 'a 3' exonucleasas en
el lisado de embrién.

El tamarfio de RISC en el lisado HelLa se determind por filtraciéon en gel, asi como ultracentrifugacion en gradiente de
glicerol después de purificacion por afinidad con estreptavidina con ARNsi duplex 3' biotinilado. Tamafios de RISC
en sistemas de D. melanogaster han sido resefiados dentro de un intervalo de menos de 230 a 500 kDa, sin
embargo se llevaron a cabo determinaciones de tamario sin tener un RISC purificado por afinidad. Los sedimentos
de RISC purificados por afinidad de los autores de la invencién en un intervalo estrecho entre los marcadores de
tamafio de 66 y 158 kDa. Las diferencias a los tamarios resefiados para RISC no son especificas para la especie, ya
que los autores de la invencion observaron un tamafo similar para RISC en extractos citoplasmaticos de células S2
después de la purificacion por afinidad (datos no mostrados).

Previamente se ha propuesto que los ARNsi actian como cebadores para la sintesis de ARNds con molde de ARN
diana (Lipardi et al., Cell 107 (2001), 297-307), aunque los homdlogos para tales ARN polimerasas dependientes de
ARN conocidos por participar en el silenciamiento de genes en otra sistemas no se identifican en genomas de D.
melanogaster o de mamiferos. El analisis del destino de ARNsi duplex en el sistema de células HelLa no proporciond
evidencia de una actividad cebada de ARNsi de este tipo (Figura 3), pero indica que la via predominante para el
silenciamiento de los genes mediado por ARNSsi es la degradacion del ARN diana endonucleolitico especifico para la
secuencia.

ARNSsi antisentido 5'-fosforilado de cadena sencilla como desencadenantes del silenciamiento de genes de
mamiferos

Previamente se sefiald que la introduccion de ARNs sentido y antisentido de varios cientos de nucleétidos de
longitud en C. elegans fue capaz de silenciar de forma especifica para la secuencia genes homologos (Guo y
Kemphues, Celular 81 (1995), 611-620). Mas tarde, se sugirié que la preparacién de ARN sentido y antisentido
estaba contaminada con una pequefia cantidad de ARNds, que era responsable del efecto de silenciamiento y es un
inductor mucho mas potente del silenciamiento de genes (Fire et al. (1998), supra). Sin embargo, es concebible que
el ARN antisentido contribuya directamente en el inicio del silenciamiento. De hecho, recientemente se demostré que
ARNSs antisentido entre 22 y 40 nt, pero no ARNs sentido eran capaces de activar el silenciamiento de genes en C.
elegans (Tijsterman et al., Science 295 (2002), 694-697). Los autores, sin embargo, estan a favor de la hipotesis de
la sintesis de ARNds cebada con ARNSsi.

Los autores de la invencién han demostrado que la modificacién de los extremos 3' de ARNsi antisentido no
interferia en la reconstitucion de RISC en el sistema humano. En conjunto, estas observaciones sugieren que las
fuerzas motrices para el silenciamiento de genes en C. elegans pueden ser predominantemente la sintesis de
ARNds, seguida por la escision de Dicer, mientras que en el ser humano y, posiblemente, también en D.
melanogaster predomina la degradacion de ARNm diana especifica para RISC.

La fijacion como objetivo de lamina A/C expresada de forma enddgena por transfeccion de ARNSsi duplex en células
Hela fue el primer ejemplo resefiado del silenciamiento de genes inducido por ARNsi. La proteina lamina A/C se
redujo drasticamente mediante ARNSsi duplex especifico para lamina A/C en el espacio de dos dias después de la
transfeccion, mientras que el ARNsi duplex inespecifico no mostréd efecto alguno. En el momento, la transfeccion de
ARNSsi sentido o antisentido no fosforilado no revelé un efecto sustancial sobre los niveles de lamina A/C, aunque
mas recientemente se observd una pequeia reduccion tras la transfecciéon de ARNSsi antisentido cuando se
suministraron concentraciones de ARNSsi antisentido similares tal como se describe en este estudio. Sin embargo, el
efecto no se interpreté como un efecto especifico de RSIC. El ensayo de ARNsi antisentido 5'-fosforilado reveld un
incremento sustancial en el silenciamiento de lamina A/C. Probablemente los ARNsi 5'-fosforilados son mas estables
o penetran mas rapidamente en el RISC. Alternativamente, el extremo 5’ de ARNsi de cadena sencilla transfectado
puede ser fosforilado menos rapidamente en la célula en comparacién con ARNsi duplex.

Finalmente, debe sefalarse que las células HelLa son generalmente deficientes en nucleasas y representan uno de
los sistemas preferidos de mamiferos para estudiar el procesamiento de ARN o reacciones de transcripcién in vivo e
in vitro. Sin embargo, se puede esperar que los ARNsi antisentido de cadena sencilla 5’-fosforilados sean adecuados
para hacer descender la expresion de los genes en otros tipos de células o tejidos con un contenido diferente de
nucleasas, ya que estan disponibles estrategias quimicas para mejorar la resistencia a las nucleasas de ARN de
cadena sencilla. La facilidad de silenciamiento general de diversos tipos de células también puede depender de los
niveles relativos de proteinas elF2C1 e elF2C2 libres de ARNsi/ARNmi, capaces de asociarse con ARNSsi
suministrado de forma exégena.

En resumen, los ARNsi antisentido 5’-fosforilados de cadena sencilla de un tamafio de 19 a 29 nt amplian el uso de
moléculas de ARN para el silenciamiento de los genes, ya que pueden penetrar en la via del ARNi de mamiferos in
vitro asi como in vivo a través de la reconstitucion de RISC. elF2C1 y/o elF2C2 humanos parecen jugar un papel
critico en el proceso. Considerando la posibilidad de modular la estabilidad y las propiedades de captacion del ARN
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de cadena sencilla, ARNsi antisentido de cadena sencilla, 5’-fosforilados, pueden expandir adicionalmente la utilidad
de la tecnologia del silenciamiento de genes basada en ARNi como herramienta para la genémica funcional asi
como aplicaciones terapéuticas.

Proteinas Argonaute son una clase distinta de proteinas que contiene un dominio PAZ y Piwi (Cerutti et al., 2000,
supra) y han estado implicadas en muchos procesos previamente ligados al silenciamiento post-transcripcional, pero
so6lo hay disponible una informacién bioquimica limitada.

elF2C2 humana es el ortdlogo de GERp95 de rata, que se identific6 como un componente del complejo de Golgi o
del reticulo endoplasmico y se co-purific6 con membranas intracelulares (Cikaluk et al., Mol. Biol. Cell 10 (1999),
3357-3722). Mas recientemente, elF2C2 de células HeLa demostrd estar asociada con microARNs y componentes
del complejo SMN, un regulador del ensamblaje de ribonucleoproteinas, sugiriendo que elF2C2 juega un papel en el
procesamiento del precursor ARNmi o en la funcion de ARNmi (Mourelatos et al., Genes & Dev. 16 (2002), 720-728).
Una hipotesis mas provocativa es que los ARNmi estan también en un complejo de tipo RISC, que potencialmente
podria mediar en la degradaciéon de ARN diana, si solo existieran ARNm diana de ARNmi perfectamente
emparejados. Sin embargo, el analisis de la secuencia utilizando seres humanos y ratones clonados, no reveld la
presencia de secuencias perfectamente complementarias entre los genomas (Lagos-Quintana et al., Science 294
(2001), 853-858). Por lo tanto, miRNPs pueden sdlo funcionar como reguladores de la traduccion del ARNm diana
parcialmente emparejados de forma errénea, probablemente al reclutar factores adicionales que evitan la disociacion
de ARNm diana erroneamente emparejados.

elF2C1 humana no ha sido ligada previamente al silenciamiento de genes, pero es mas de un 80% similar en la
secuencia a elF2C2. (Koesters et al., Genomics 61 (1999), 210-218). Esta similitud puede indicar una redundancia
funcional pero también es concebible que el RISC funcional pueda contener heterodimeros de elF2C1y elF2C2. El
peso molecular predicho de este complejo heterodimérico seria ligeramente mayor que el tamafio observado de 90-
160 kDa, pero dado que el fraccionamiento del tamafio se basa en una forma globular, los autores de la invencién no
pueden desechar esta posibilidad en este momento.

Debido a la elevada conservacion entre los miembros de la familia Argonaute, es posible que péptidos que se
derivan de regiones 100% conservadas en las 6 proteinas predichas pueden pertenecer a miembros distintos de
elF2C1 y elF2C2. A este respecto, se identificaron tres péptidos con masas que corresponden a HILI, lo que significa
que esta proteina también podria ser un componente de RISC.

Para evaluar con precisioén la composicion de la proteina de RISC, se debe conseguir una reconstitucion de la
escision de ARN diana mediada por ARNSsi utilizando proteinas recombinantes que pueden obtenerse mediante la
clonacion y expresion en sistemas bacterianos o eucarioticos adecuados.

Los autores de la invencidn esperan que la caracterizacion bioquimica o el proceso de degradacion de ARN diana
mediada por ARNSsi tendran aplicaciones inmediatas tales como el desarrollo de lineas celulares o animales
transgénicos que sobre-expresan componentes del RISC. La eficacia en fijar como objetivo genes enddgenos en
esas lineas u organismos sera potenciada. Ademas de ello, un sistema in vitro reconstituido para el ARNi permitira el
disefio de ARNsi mas potente y especifico para conseguir el silenciamiento de genes.
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REIVINDICACIONES

1. Una molécula de ARN de cadena sencilla que tiene una longitud de 14-50 nucleétidos, en donde al menos los 14-
20 nucledtidos mas préximos a 5 son sustancialmente complementarios a un transcrito diana para uso en terapia,
en donde la molécula de ARN tiene un analogo de fosfato en el extremo 5’ que se selecciona del 5-difosfato, 5-
trifosfato, remate de 5’-guanosina 7-metilado o no metilado, remate de 5’-adenosina, cualquier estructura de remate
de nucledtidos no modificado N-O-5’-(HO)(O)P-O-(HO)(O)P-OP(HO)(0)-0O-5’, 5-monotiofosfato, 5’-monoditiofosfato,
5'-fésforotiolato, cualquier combinacion adicional de monofosfato, difosfato y trifosfatos reemplazados con
oxigeno/azufre, 5'-fésforoamidatos, 5’-alquilfosfonatos y 5’-alquiléterfosfonatos, en donde la molécula del ARN de
cadena sencilla es capaz de inhibir la expresién de transcritos diana mediante ARN-interferencia.

2. La molécula de ARN de cadena sencilla para uso de la reivindicacion 1, en donde dicha molécula de ARN tiene
una longitud de 15-29 nucleétidos.

3. La molécula de ARN de cadena sencilla para uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 2, en donde dicha
molécula de ARN es completamente complementaria a dicho transcrito diana opcionalmente con excepcién de
nucledtidos que se extienden mas alla de la posicion 20 contada desde el extremo 5.

4. La molécula de ARN de cadena sencilla para uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en donde dicha
molécula de ARN comprende al menos un analogo de nucleotidos modificado.

5. La molécula de ARN de cadena sencilla para uso de la reivindicacion 4, en donde los analogos de nucledtidos
modificados se seleccionan de ribonucledtidos modificados en la cadena principal de azicares y modificados en
nucleobases y combinaciones de los mismos.

6. La molécula de ARN de cadena sencilla para uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en donde la
inhibicion de la expresion del gen diana es in vitro.

7. La molécula de ARN de cadena sencilla para uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en donde la
inhibicion de la expresion del gen diana es in vivo.

8. La molécula de ARN de cadena sencilla para uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en donde dicha
molécula de ARN esta formulada como una composicién farmacéutica que contiene un soporte farmacéuticamente
aceptable.

9. La molécula de ARN de cadena sencilla para uso de la reivindicacion 8, en donde dicho soporte se selecciona de
liposomas cationicos y formulaciones de lipidos catidnicas.

10. La molécula de ARN de cadena sencilla para uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en donde
dicha molécula de ARN esta asociada con polimeros o microparticulas biodegradables.

11. La molécula de ARN de cadena sencilla para uso de la reivindicacion 10, en donde dicha asociacidon comprende
un acoplamiento covalente.

12. La molécula de ARN de cadena sencilla para uso de la reivindicacion 11, en donde dicho acoplamiento covalente
se produce a través del extremo 3’ de la molécula de ARN.

13. La molécula de ARN de cadena sencilla para uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, en donde las
enfermedades se seleccionan de enfermedades tumorales, enfermedades inflamatorias, enfermedades infecciosas,
enfermedades degenerativas y enfermedades autoinmunes.

14. Un método in vitro para inhibir la expresiéon de un transcrito diana en células de mamifero mediante ARN-
interferencia, que comprende las etapas de:

(a) poner en contacto dichas células con una molécula de ARN de cadena sencilla que tiene una longitud de
14-50 nucledtidos, en donde al menos los 14-20 nucledtidos mas préoximos a 5 son sustancialmente
complementarios a dicho transcrito diana, en donde la molécula de ARN tiene un analogo de fosfato en el
extremo 5’ que se selecciona del 5'-difosfato, 5'-trifosfato, remate de 5’-guanosina 7-metilado o no metilado,
remate de 5’-adenosina, cualquier estructura de remate de nucleétidos modificado o no modificado N-O-5'-
(HO)(O)P-O-(HO)(O)P-OP(HO)(0)-0-5', 5-monotiofosfato, 5-monoditiofosfato, 5'-fosforotiolato, cualquier
combinacion adicional de monofosfato, difosfato y trifosfatos reemplazados con oxigeno/azufre, 5'-
fosforoamidatos, 5’-alquilfosfonatos y 5’-alquieterfosfonatos, y

(b) inhibir la expresidon de un transcrito diana mediante ARN-interferencia efectuado por el ARN de cadena
sencilla hacia un acido nucleico diana que tiene una porcién de secuencia sustancialmente complementaria
al ARN de cadena sencilla.
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Figura 1
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Figura 4
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Figura 7
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Figura 8
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Figura 10
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Figura 12
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Figura 14
=2IF2C1, secuencia de proteinas predicha
MEAGPSGARAGAYLEPPLOQVFQAPRRPGIGTVGEPIKLLANYFEVDIPKIDVYHYEVDIKPD
KCPREVNREVVEYMVOHFEPQI FGDREPVYDGKENIYTVTALPIGNERVDFEVTIPGEGKEDR
IFKVSIKWLATVSWEMLHEALVSGQIPVPLESVOALDYAMRHLASMRY TPVGRSFFSPPEGY
YHPLEGGREVWEGFHQSVE PAMWKMMLN I DVSATAFYKAQPVIEFMCEVLOIRNIDEQFKPL
TDSQRVRFTKEIKGLKVEUTHCGQHKRKYRVCNVTRRPASHQTFFLQLEEGQT?ECTVﬁQYF
KOKYNLOLEY PHLEPCLOVGOEQKHTYLPLEVCN IVAGQRC IKKLTDNQTSTMIEATARSARPD
RQEEISRLMKNASYNLDPYIQEFGIKVKDDMTEVTGRVLPAPILQYGGRNRAIATPNQGVWD
MRGED)FYNGIEIKVWAIACFAPOKQCREEVLENF TOOLRKI SKDAGMP IQGQPCFCEY AQGA
DSVEPMFRHLENTY SGLOLI IVILPGETEVY AEVERVGDTLLGMATQCVOVEITWVVETSPOTL
SNLCLEINVELGCINMNILVPHORSAVFOOPVIFLGADVTHPPAGDGKKPSITAVVGSMDAHE
SRYCATVRVORPRQEIIEDLSYMVRELLIQFYKSTRFEPTRIIFYRDGVPEGOLPQILHYEL
LATRDACIKLEKDYQPGITY IVVOKRHHTRLFCADENERIGKESGNI PAGTTVDTNITHFFER
DFYLOSHAGIQGTSRESHY YVLWDDNREFTADELQILTYQLCHTYVRCTRSVSI PAPAYYARL
YAFRARYHLVDEEHDSGEGSHI SCOSHNGRDPOALAKAVOVHQDTLRTMY FA

>eIF2C2, secuencia de proteinas predicha
MOVLSAIPALAPPAPPPPIQGYAFKPPPRPDFGTSGRTIKLOANFFEMDIPKIDIYHYELDT
EPEKCPREVNREIVEHMVOHFEKTQIFGDREK PVFDGRENLY TAMPLPIGRDEVELEVTLPGEG
KORIFEVSIKWVSCVSLOALHDALSGRLESVPFETIQALDVVMEHLPSMRYTPVGRSFFTAS
EGCSHNPLGGGREVWFGFHOSVEPSLWEMMLNI DVSATAFY KAQPYVIEFVCEVLDFKSIEEQQD
EPLTDSORVKFTKEIKGLEKVEI THCGOMEREY RVCNVTRRPASHOTFPLOQESGOTVECTVA
OYFKDRHELVLREYPHLPCLOVGOEQKHTY LELEVCNIVAGORCIKELTDNOTSTMIRATARS
hPDRQEEISKLMRSASFNTDEYVREFGIMVKDEMTDVTGRULQPPSILYGGRNKAIETPVQG
VIWDMANKQFHTGIETKVWAT ACFAPQROCTEVHLE SFTEQLREI SRDAGMP LOGOPCFCEYA
CEADSYEPMFRHLENTY AGLQLY VY ILPGETPVY AEVKRVG D TVLGMATQUVOMENVORTTE
QTLSNLCLKINVKLGGUNNILLPQGRPPUFQQPVI?LGADUTHPPAGDGKKPSI&A?VGSHD
AHPNRYCATVRVOOHROEIIQDLAAMVRELLIQFYKSTRFEKPTRIIFYRRGVSEGQFQOVLH
HELLAIREACIKLEKDYQPGITFIVVQKRHETRLFCTDENERVGKSGNI PAGTTVDTKITHE
TEFDFYLCSHAGIQGTSRPSHYHVLWDDNRFSSDELQILTYQLCHTYVRCTRSVSIPAPAYY
AHLVAFRARYHLVDKEHDSAEGSHTSGOSHNGRDHOALAKAVOVHODTLRTIMYFA

=eIF2C3, secuencia de proteinas predicha
SRSRVPVFGPGAAAAPCPAPASPRRHPSANIPEIKRYAARARAAAAGPGAGGAGDRGERAPAR
AMEALGPGEPASLFOPPRRPGLGTVGKPIRLLANHFQVQI PKIDVYHYDVDIKPEKRPRRVN
REVVDTMVRHFKMO T FGDRQPGYDGKRNMY TAH PLP IGRDRVDMEVTLPGEGKDQTFEVSVQ
WYSVVSLOLLLEALAGHLNEVPDDSVQALDVITRHLPSMRY TPVGRSFFSPPEGYYHPLGGG
REVWFGFHQSVREPAMWNMMLNT DVSATAFYRAQPI IEFMCEVLDIQNINEQTKPLTDSQRVK
FTKEIRGLEVEVTHCGOMKREY RVCNVTRR PASHOTFPLOLENGOAMEC TVAQYFEQKYSLY
LEYPHLECLOVGIEQKHTY LPLEVCNIVAGQRCIKKLTDNQTSTMI KATARSAPDRQEEISR
LVESNSMVGGPDPY LKEFGIVVHNEMTELTGRVL PAPMLOYGERNETVAT PNQGVIWDMRGKD
FYAGIEIKVWAVACFAPQKOCREDLLESFTDOLRE ISKDAGMPIQGQPCFCKY AQGADSVER
MEKHLKMTYVGLOLIVVILEGKT PVYAEVERVGDTLLGMATOCVOVENVVETSPOTLSNLCL
KINAKLGGINNVLY PHORESVFQQPVIFLGADVTHEPAGDGKK PSIARVVGSMDGHPSRYCA
TVRVOTSROEISQELLYSOEVIODLTHMYRELLIQFYKSTRFKPTRI LY YRGGYSEGOMKQY
AWPELIAIRKACISLEEDYREPGITY IVVOKRHHTRLFCADKTERVGKSGNVEPAGTTVDSTIT
HPSEFDFYLCSHAGIOGTSRPSHYOVLWDDNC FTADELQLLTYQLCHTYVRCTRSVSIPAPA
YYARLVAFRARYHLVDKDHDSAEGSHYVSGOSNGRDPQALAKAVOIHHDTOHTMYFA
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Figura 14

=eIF2C4, secuencia de proteinas predicha
AGPAGAQPLLMVPRREPGYCTMGKPIKLLANCFOVEIFKIDVY LYEVDIKPDECFREVNREVV
DSMWVOHFKVTIFGDRRPVYDGKRSLY TANPLPVATTGVDLDVTLPGEGGHDRPFKVSIKFVE
RVSWHLLHEVLTGRTLPEPLELDKPISTNPVHAVDVVLRHLPSMKY TPVCGREFFSAPECYDH
PLGGGREVWFGFHOSVRPAMWEMMLNIDVSATAFYKAQPVIQFMCEVLDIHNIDEQPRPLTD
SHREVKFTKEIKCLEKVEVTHCGTHMRREKYRVCIVTRRPASHQTFPLOLENGOTVERTVAQYFRE
KYTLOLKYPHLPCLOVGQEQKHTYLFLEVCNIVAGQRCIKELTDNQTSTMIKATARSAFDRO
EEISRLVRSANYETDEFVOEFQFEVREDEMAHVTGRYVLPAPMLOY GGRNRT VAT PSHEVWDME
GKQPHTGVEIKMWEIACF&TQRQCREEILKGFTDQLRKISKDAGMPIQGQPCFCKYAQGHDS
VEPMFRHLENTY SGLOLI IVILPGHTPVYAEVERVGDTLLGMATQUVOVINVIKTSPOTLSN
LCLKINVKLGGINNILVPHORPSVFQUPVIFLGADYVTHP PAGDGKEPSTAAVVGSMDAHFSR
YCATVRVORPROEIIODLASMVEELLIQFYKSTRFKPTRIIFYRDGVSEGQFROVLYYELLA
IREACISLEKDYQPCITY IVVQERHHTRLFCADRTERVGRSGNI PAGTTVDTDITHEY EFDF
YLOSHAGIQGTSRPSHYHYLWDDNCFTADELQLLTYQLCHTYVRCTRSVSIPAPAYYAHLVA
FRARVHLYVDKEHDSAEGSHVSGOSNGRDPQALAKAVOTHODTLRTMYFA

»HILI, secuencia de proteinas predicha

ISSCEDAGSTFMERGVENEQDFMDLS ICTREKLAHVRNCKTGSSGIPVELVTNLFNLDE FQDW
OLYOYHVTY IPDLASRRLRIALLYSHSELSNKAKAFDGAILFLEQKLEEKWTELSSETQRGE
TIFMTITLERELPSSSPVCIQVFNIIFRKILKKLSMYQIGRNFYNPSEPMEIPQHKLSLWPG
FAISVSYFERELLFSADVEY KVLRNETVLEFMTALCORTGLECFTOTCEKQLIGLIVLTRYN
MRTYSIDDIDWSVEPTHTFQKRDGTEITY VDY YKOQYDI TV SDLNQPMLVSLLEKERNDNSE
AQLAHLI PELCFLTGLTDOATSDFQLMKAVAEKTRLS PSGROQRLARLVDN IORNTNARFEL
ETWCLHFGSOI SLTGRIVPSEKILMODHICQPVSAADWSKDIRTCKILNAQSLNTWLILCSD
RTEYVAESFLNCLERVAGSMGFNVMC ILEPSNQETYYDEIKKYLESDCPVPSQUVLART LNKQ
GMMMSIATKLAMOMTCKLGGELWAVEI PLEKSLMVVG I DVCKDAL SKDVMVWVGCVASEVNERIT
RWFSRCILORTMTDVADCLEKVEFMTGALNKWY KYNHDLPARI IVYRAGVGDGOLKTLIEYEVPE
QLLSEVAESSSNTSSRLSVIVVRKKCMPRFFTEMNRTVQNPPLGTVVDSEATRNEWQYﬁFYL
ISQVACRGTVSPT?YN?IYDDNGLKPDHMQRLTFKLCHLYYNWPGIVSVPAPCQY&HKLTFL
VAOQSIHKEPSLELANHLEYL

=>HIWI, secuenciade proteinas predicha

MTGRARARARGRARGOETAQLVGS TASYUPLY LUPRPOPPPAEGELFGRGRORGTAGGTAKS
QGLOISAGFQELSLAERGGRRROFHDLGVNTRONLDHVKESKTGESSGI IVRLSTNHFRLTSR
PQWALquHIDYNELMEARRLRSELLFQHEDLIGKCHAFDGTILFLPKRLQQKVTEVFSKTR
NGEDVREITITLTNELPPTSPTCLOFYNITIFRALLKIMNLOGOIGRNY YNPNDPIDIPSHELVI
WEGFTTSILOYEMNSIMLCTDVSHEVLRSETVLDFMFNFYHOQTEEHEFQEQVSKELIGLVVLT
EYNNKTYRVDDIDWDONPESTFKKADGSEVSFLEYYREQYNQEITDLEQPVLYSQPKRRRGE
GGTLPGPAMLI PELCYLTGLTDEMANDFNVMEDLAVHTRLT PEQROREVGRL IDY THEKNDNY
QRELRDWGLSFDSNLLSFSGRILQTEKIHQGGKTFDYNPQFADWSKETRGHPLISVKPLUNW
LLIYTRRNY EAANSLIQNLFEVTPAMGMOMRKATMIEVDDRTEAY LRVLQQEVTADTQIVVC
LLSSNRKDKYDATKKYLCTDC ETESQCVVARTLGKOOTVMATATKIALQMNCEMGGELWRVD
I PLKLVMIVGIDC YHDMTAGRREIAGFVAS INEGMTRWF SRCIFQDRGOELVDGLKYVCLOAR
LEAWNSCNEYMPSRI IVYRDGVGDGQLKTLVNY EVPQFLDCLESIGRGYNPRLTVIVVKKRY
MTRFFAQSGGRLONPLPGTV IDVEVTRPEWY DFF IVSQAVRSGESVEPTHYNVIYDNSGLEKRPD
HIQRLTYELCHIYYNWPGVIRVPAPCOYAHKLAFLVGOSIHREPNLSLENRLYYL
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Figura 15
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Figura 16

=eIF2C1, secuencia de ADMNC de ORF predicha

ATGGAAGCCGEACCC T GEEAGCAGCTECEEECECTTACCTGCCCCOCCCTECACCAGGTETT
CCAGGCACC TCGCCGGUCTGGCATTEGC AC TG TGEEGARARCCAATCAAGC TCCTGECCAATT
ACTTTGAGGTGGACATCCCTARGATCGACGTGTACCACTACGAGGTGGACATCAAGCCGGAT
ARG TG TCCCCCTAGAC T CAACCEEEAACTECTECAAT ACATECTCCAGCATTTC AAGCC T A
GATCTTTGETGATCGCAAGCCTGTGTATGATGGAAAGAAGAACATTTACACTETCACAGC AT
TGO CAT TGECAM A A GGG TOGAC T TTGAGE TGACAATCCC TEEGGEAAGGGAAGGATCGA
AT T ARG T T C AT ARG TG TAGCC AT T T ARG TEECGCAATGC TECATGAGECCCT
GOTCAGCGGUCAGAT CCTETTCCCTTGGACTC TETCCAAGCCCTOCATOTGOCCATGAGGT
ACCTGGCATCCATGAGGTACACCCCTETEECCCGCTCCTTCTTC TCACCGCCTEAGGGOTAC
A A GO T GG eE G TG LG GAGE T TEETTC GO T T T AC CAGTOCTETGOGCOO TG
CATCTCEAAGA T AT T ARCATTCATETCTCAGCCACTECCTTTTAT ARGGCACAGCCAG
TGATTCACGTTCATETGTGAGETGCTGEGACATCAGEAACATAGATGAGCAGCCCAAGCCCOCTC
A GGACT T AT TG T T ACCARGGAGATC A A CCECCTCAAGCCTEGARAGTCACCCR
CTETEEACAGATEAAGAGEALSTACCECETETGTAATGTTACCCOTCGCCCTECTAGCCATC
AGACATTCCCCTTACAGC TEGAGAETEEAC AGACT GTGGAGTGCACAGTGGCACAGTATTTC
AAGOAGARATATARCCTTCAGC TCAAGTATCCCCATC TGCCCTECC TAC ARG TTGGLCAGGA
ACRAMAGCATACCTACCTTCCCCTAGACCTCTETAN ATTGTEGCTEEGCAGCECTETATTA
AAAAGCTCACCGACAMCCAGACCTCCACCATGATAAAGGCCACAGC TAGATCCGCTCCAGRAD
AGACAGGAGGAGATCAGTCGCC TGATGAAGAATGC CAGC TACAAC TTAGATCOCTACATICA
GGAATTTGGGATCAARMGTGAAGGATGAC AT GACGGAGGTCACAGGGCGAG T TGCCGECGEC
CCATC T T GCAGTACGECEECCCEAACCEEECCATTCCCACACCCAATCAGGETGTCTGGEAT
ATECGEEEEAAACAGTTCTACAATGEEATTGAGATCARAGTCTGGECCATCGOC TGS TTCGT
ACCCCAR AR A ACTGTCGAGAAGAGG TGO TCAAGAACTTCACAGAC CAGCTGOGGAAGATTT
CCARGGATGOGGCEATECCTATCCAGGETCARCCTTCTTTC TEC ARATATCCAC ACGEGECA
GACAGCOTGEGAGCCTATCTTCCGOCATCTCAAGAACACC TACTCAGGGCTGCAGCTCATTAT
TG AT TGO CAGGGARGACGC GG TG TATGC T AGG TEARAC CTETCGGAGATACACTCT
TEEGAA TG TACGCACTCTETGCACCTCAMCAACCTEETCAMAGACCTCACCTC ACACTCTE
TCCAM CTCTGCCTCAAGATCAATETCAAACTTGGETGGCATTAACAACATCCTAGTCCCACA
CCAGC G T TG G T T T T T o AACAGL L AGTGATAT TCC TEEGAGC AGATETTACACACCCCC
CAGCAGGGEATGGGAMMRARRCCTTOTATCACAGCACTGETACGCAGTATCEATECCCACCOC
ACCCGATACTGTGCTACTCTECGGETACAGCGACCACGGCAMGAGATCATTGARGRACTTGTC
CTACATGGTGCEGTGAGC TCCTCATCCAATTCTACARGTCCACCCGT TTCARGCC TACCCGTA
ToATCTTC AL CGAGATGCEETGCCTGAAGCCCAGC TACCCCAGATACTCCACTATEAGCTA
CTGGCCATTCGTGATGCCTGCATCAARC TOGAARAGGAC TACCAGC CTGGGATCACTTATAT
TeTGETECAGARACGC CATCACACCCGUC T TT T TG TGO TEAC AAGCAATGAGCGAATTGGEA
ACGAGTGCTRACATCCCACCTEEEACCACAGTEGACACCAACATCACCCACCCATTTGAGTTT
GACTTCTATCTGTGCAGC CACGCAGGCATCCAGGGCACCAGCCGACCATCCCATTACTATET
TCTTTGEGATGACARACCGTTTCAC ARG AGATCAGC TCCAGATCCTEACGETACCAGCTETGCC
ACACTTACCTACCATCCACACCCTCTETCTCTATCCCAGCACCTEGCCTACTATGCCCGCCTG
GTEECTTTCCOGECACGATACCACCTGETGGACARAGGAGCATGACAGTGGAGAGGGGAGCCA
CATATCGGEGGAGAGL AATGGGCGGGACCCCCACGUCCTEECCAARGCCETLGCAGGTTCACC
AGCATACTCTGOGCACCATGTACTTOGOT

Figura 1 de 6
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Figura 16
=aIF2C2, secuencia ADMc de ORF predichao
ATGEETETTCTCTCTGCCATTCCCGCACTTGCACC TCOTGCGCCGCCECCCOCCATCCAAGG
ATATGCCTTCAAGCCTCCACCTAGACCCGACTTTEGGACCTCCGOGAGAACAATCAAATTAC
AGGCCAATTTCTTCGAAATGGACATCCCCAAAATTGACATCTATCATTATGAATTGGATATC
AMGCCAGAGAAGTECCCOAGCAGAGTTAACAGCGAAATCGTGGAACACATGETCCAGCACTT
TAAARCACAGATCTTTCGGGATCGGAAGCCCGTGTTTGACGGCAGGAAGAATCTATACACAG
CCATGCCCCTTCCEGATTOGGAGEGACAAGETGEAGCTGGAGGCTCACGCTGCCACGAGRARGEC
AACGCATCGCATCTTCAAGGTCTCCATCARGTGEETCTCCTGCGTEGAGC TTGCAGGCGTTACA
CGATGCACTTTCAGGGCEGCTGCCCAGCGTCCCTTTTGAGACGATCCAGGCCCTGGACGTGEE
TCATGAGGCACTTGCCATCCATGAGGTACACCCCCGTGEECOGUTCCTTCTTCACCGCGTCC
GAAGGCTGCTC TAACCCTCTTGGCGGEGGCCCAGAAGTCTGGTTTGGC TTCCATCAGTCCGT
CrGGCCTTCTC IO TGGAAAATGATGCTGAATATTGATGTGTCAGC AACAGCGTTTTACAAGE
CACAGCCAGTAATCGAGTTTGTTTGTGAAGTTTTGGATTTTAAAAGTATTGARAGAACAACAA
ARACCTCTGACAGATTCCCAAAGGGTAAAGTTTACCAAAGAARTTAMGETCTAAAGETGGA
GATAACGCACTGTGGGCAGATGAAGAGGAAGTACCGTGTCTGCAATGTGACCCGECGECCCE
CCAGTCACCARACATTCCCGCTGCAGCAGGAGAGCGEECAGACGETEGAGTGCACGGTGGCC
CACTATTTCAAGCGACAGGCACAAGTTGGTTCTGCGCTACCCCCACCTCCCATGTTTACAAGT
CoCACAGGAGCAGRAACACACCTACCTTCCCCTGGAGETCTGTAACATTGTGGCAGGACARR
GATGTATTAAAAARTTAACGGACAATCAGACCTCAACCATGATCAGAGCARCTGCTAGGTCG
GrGCCCGATCGGCAAGAAGAGATTAGC ARATTGATGCGARGTEC AAGTTTCAACACAGATCC
ATACGTCCGTGAATTTGGAATCATGGTCAAAGATCAGATGACAGACGTGACTEGGCGEETGT
TECAGCCGCCUTCCATCCTC TACGGGEGLAGGAATAMMGCTATTGCGACCCCTGTCCAGEGT
GTCTGGGACATGUGGARCAAGCAGTTCCACACGGECATCGAGATCAAGGTGTGGGCCATTGE
GTGCTTCGCCCCCCAGCGCCAGTGCACGEARACTCCATCTGAAGTCCTTCACAGAGCAGCTCA
GAAAGATCTCGAGAGACGCTGGCATGCCCATCCAGGECCAGCCE TGO TTCTGCAAATACGCG
CAGGGGGCGEACAGCSTGCAGCCCATGTTCCGGCACCTEGAAGAACACGTATGCGGGCCTGCA
GCTGGTGETEETCATCCTOCCCEECAAGACGCCCETETACGCCGAGGTCAAGCGCEGTGGGAG
ACACGETGCTEGEEEATGECCACGCAGTGCG TECACGATCARGAACSTGCAGAGGACCACGCCA
CAGACCCTGTCCAACCTTTECC TEAAGATC AACGTCAAGC TGEGACCGCETEAACALCATCCT
GCTGCCCCAGGGCACGGCCGCCGETGTTCCAGCAGCCCGTCATCTTTCTGGGAGCAGACGTCA
CTCACCCCCCCGUCGEEGATGEGAAGAAGCCCTCCATTGCCGCCETGETEEGCAGCATGGAC
GCCCACCCCARATCGCTACTGCGCCACCGTGCECETGCACGCAGCACCGGCAGGAGATCATACA
AGACCTGGECCGCCATGGTCCGCGAGCTCCTCATCCAGTTCTACAAGTCCACGCGCTTCAAGT
CCACCCGCATCATCTTC TACCGUGACGETGTCTCTGAAGGCCAGTTCCAGCAGGTTCTCCAC
CACGAGTTGCTGECCATCCGTGAGGCCTGCTATCAAGCTAGAAMM ACGACTACCAGCCCGGGAT
CACCTTCATCGTGGTGCAGAAGAGGCACCACACCCGGCTCTTCTGCACTGACAAGAACGAGT
GOGTTGGEAARAGTGEAMCATTCCAGCAGGCACGACTGTGGACACGAAAATCACCCACCCC
ACCGAGTTCGACTTCTACCTGTGTBGTCACGCTGGCATCCHGGGGACEAGCAGGCCTTCGCA
CTATCACGTCCTCTCGGACGACAATCEGTTTCTCCTCTCATGAGCTEGCAGATCCTAACCTACC
ACGCTGTGTCACACCTACCTGCGCTGCACACGCTCCETGTCCATCCCAGCGCCAGCATACTAC
GCTCACCTGETGGCCTTCCGEGECCAGGTACCACCTGGTEGATAAGGAM ATCACAGTECTGA
AGGARGCCATACCTCTGGECAGAGTAACGEECGAGACCACCAMGCACTGECCAAGGCGGETCC
AGGTTCACCAAGACACTCTGCGCACCATGTACTTTGECT
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AGCCGGAGCCEGE T TE T CGEGECCGGECECCECCECCEUCCCCTECCCAGCGIUCCGEC
GTCTCOSCGECGCCACCCCAGCGCCAATATTCCECAGATCAAGCGTTACGCGEGCEECGECGEGE
CEGCEECGEELGEEECCCEGAGDEEEAGCCGLCGECEACCEEELELGAGECGECCCCCGLCGCC
GOCATGGAGGUGCTEEEACCCGEACCTCCGGCTAGCCTGTTTCAGCCACCTUGTOGTUOTGG
COTTGEAACTGTICGAAMACCAATTCGACTGTTAGCCAATCATTTTCAGGTTCAGATTCCTA
AARATAGATGTGTATCACTATGATCTGEATATTAAGCCTGAARAACGGUCTCGTAGAGTCARC
AGGCACCTACTAGATACAATECTGCGGCACTTCARGATGCARATATTTGETGATCGECAGCT
TGGGTATGATECCAARAGAAACATGTACACAGI AN AT CACTACCAATTGERACEEEATARESE
TTGATATCGAGGTGAC T T T CAGGLGAGEGTAAAGACCAAACATTTAALAGTETCTETTCAG
TGGGETETCAGT TETGAGCCTTCAGTTGCTTTTAGARGCTTTGGC TGEGCACTTGAATGAAGT
COCAGATGACTCAGTACAAGLACTTGATGTTATCACAAGACACCTTCCCTCCATGAGGTACHA
CCCCAGTGGECCETTCCT T T T T T ACCCCCGEAAGETTACTACCACCCTCTGLGAGGGGGE
AGGGAGGTC TG TTTGET T T TCATCAGTC TG TGAGACC TGOCATGTGGARTATGATGO TCAR
CATTGATCTATCTGCAA TGO TTTC TACCGGGC TCAGCC TATCATTGAGTTCATGTETGRAGS
TTTTAGACATTCAGRACATCAATGAACAGACCARACCTCTAACAGACTCCCAGCGTETCANAN
TTTACCAAMGAAATCAGAGGTCTCARAGTTGAGGTGACCCACTGTEGACAGATGAARC GAAR
ATACCGASTTTGTAATCTCACTACACGECCACSCCAGTCATCAAACTTTTCCTTTGCAGCTAG
AARMCGETCAAGC TATGGAATEGTACAGTRACSCTCAATATTTTAAGCARRAGTATAGTCTGOAR
CTGARATACCCCCATCTTCCC TG TC TCCARGTEEGACAAGRACAAAAGC ATACATACTTGCC
ACTCGAGCTCTGTAATATAGTGOCAGGACAGCGATGTATCAAGAAGCTCACAGACAATCAGA
CTTCCACALTGATCARAGCTACAGC AAGATC TGO TCCTGACAGACAGGARGACKTCAGTAGA
CTEETGAASAGCAACAGTATCGTGEGTGGACC TEATCCATACCT TARAACGARTTTGETATTET
TGETCCACARTGAM TEACAGAGC TCACAGGCAGEGTACTTCCAGCACCARTGC TECARATATG
GAGGCCOCAATAAMACAGTAGCCACACCCAACCAGGETGTCTGEEACATOCGAGGARAGCAG
TTTTATGCTGGCATTGARATTARAGTTTGGECAGTTGCTTGTTTTGCACCTCAGARACAATG
TACOCAAGATTTAC TALAGAGTTTCACTGACCAGC TGCGTAARATC TC TRAAGGATGCAGGAR
TG AT AGCETCAGCC AT T T T TGCAAGTATGCACAAGGTGCAGACAGTGTGEAGCCT
ATGTTTAARCATCTGAARATGACTTATGTGGGCCTACAGC TARTAGTEGTTATCCTGCCTGEG
AARGACKRCCAGTATATCCCGAGGTGAAACGTGTTCGACATACCCTTCTAGGTATGGCCACALC
AGTETGTCC AGGTAAAARATGTAGTGAAGACC TCACCTCAAACCCTTTCCAATCTTTGCCTG
AAGATAAATCCARAACTTCGAGGAATTALCAATGTGCTTGTGCC TCATCARARGGCCCTCGET
T T CCAGCAGCCTETCATC TTCCTECGAGCEGATCTCACACACCCCCCAGCAGGGGATGEGA
AGARACCTTCCATTGC TCC TG TGETTGECAGTATGGATGECCACCOCAGOCGETACTGETECC
ACCGTTCGGETGCAGACTTCCOGGCAGGAGATC TCCCAAGAGC TCCTCTACAGTCARGAGET
CATCCAGGACC TGACTAACATGGTTCGAGAGC TGU TGATTCAGTTC TACAANTCCACACGCT
T AR AC T COGATCATC TAT TACCGTGEAGGEETATCTCAGGGAC AMAMTEAANCRGETA
GoTTGOCCAGAACTAATAGCAATTCGARAGGCATETAT TAGCTTGEARGAACATTACCGECC
AGGARATAACTTATATTGTGGTGCAAAAAACSACATCACACACGACTCTTCTGTGCAGRAT ARMA
CACARAGGETAGGGARAAGTGECAATGTACCAGCACGCACTACAGTGGATAGTACCATCACA
CATCCATCTGAGTTTCACTTTTACC TCTCTAGTCATGCAGGAATTCAGGGARCCAGCCETCC
CTCACATTACC ACGGTC TTGTGOGATGACAAC TGO TTCAC TGO AGATEAACTCCACCTACTGA
CTTACCAGCTCTGTCACACC TATGTGAGGTGCACTCCCTCAGTCTCTATTCCAGCCCCTGCA
TATTATCCCCGGC T TG TAGCATTTAGGECAAGGTATCATCTEETGEATARNLGATCATGACAG
TECGEGARGGCAGTCATCGTGTCAGGACAGAGCARCGGECCEEGATCCTCAGGCCTTGGCTARGG
CTETGCARATC CACCATCGATACCCAGCACACGATGTATTTTGCC
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GO A ACCC OO TEGEGOCCAGCCCC TACTCATGGTGCCCAGAACGACCTGECTATGGCACCAT
SeCCAMACCCATTAARCTGCTGEC TAACTEGTTTTCARGTTGAAARTCCCAMGATTGATGTCT
ACCTCTATCACCTAGATAT TARACCAGACAASTGTCC TAGCAGAGTGRACAGGGAGETGETT
AT AATGE T ACCATTT TAARG TALCTATATTTGEAGACCGTAGRCCAGTTTATGATGES
AAAAACALGTCTT TACACCEECAATCCACT OO TG TGECAACTACAGGGGTAGATTTAGACG
TTACTTTACCTEEECAAGETEGALA ACATCGACC TTTCAAGGTGTCAATCARATTTGTCTCT
CGGOTCAGTTOGCACC TACTECATGAAGTACTGACASGACGEACCTTEGCCTGAGCCACTGEA
ATTAGACAACGCCAATC AGCACTAACCO TG TCCATCCCETTGATGTGG TGO TACGACATCTEE
COTCCATGARATACACACCTETGGOGCETTCATTTTTCTCCGCTCCAGAAGGATATGACCAC
COTCTOEGAGECCECAGGGAAS TG TEETTTGEAT TCCATCAGTC TG TTCEGGCCTGCCATSTS
CAAAATCATCC TTAAT ATCRATGT T TO TGO CAC TGO T TC TACARAAGCACAACCTETAATTC
ACTTCATCTETGAAGTTC TTGATATTCATAATATTGATGAGCAACCAAGACCTCTGACTGAT
TeTCATCEEETARAATTCACC AAAGACATARAAGGTTTGAMGGTTGAAGTGAC TCATTGTGE
AACAATCACACGEARATACCETET T TETAATGTAACAACGAGGCCTGCCAGTCATCARARCCT
T TCCTTTACAGTTAGALANCGECCAAACTGTESAGAGARACAGTAGCGCAGTATTTCAGAGAM
AAGTATACTCTTCAGC TGAAGTACCCGCACCTTCCCTETCTELAAGTCGGECAGCAACAGAR
ACACACCTACC TGO CAC TAGAMETC TG TAATAT TG TEGCAGGECAACGATGTATCAAGAAGC
TRACAGACAATCACAC TTCCACTATGATCAACGCAACAGCAAGATC TGCACCAGATAGACRR
CAGCARATTAGCAGAT TG TAAGARGCTGCAAATTATGARACAGATCCATTTGTTCAGGAGTT
TCAATTTANAGTTCGECATCAAATGCC TCATETAACTGGACCCSTACTTCCAGCACCTATGE
T AR TATGEAGGACCEAATCEGACACSTACCAACACCGAGCCATGEAGTATGGGACATGUGA
GeCAAACEATTCCACACAGCSASTTCARATCAARATGTGEGCTATCGCTTGT T T TGCCACACA
GEGGCAGTGCAGﬂGhAGAﬁATATTGAAGGGTTTCHC&GACCAGCTGCGTHHGHTTTCTAAGG
ATCECAGGGATGCCCATCCAGGECCAGECATPECTTCTGCARATATGCACAGGEEGCAGACAGT
ST ARACCCCATO T T GoC AT TCAAGARCACATATTCTGGCC TACAGCTTATTATCGTCAT
COTGCCGOaGMAGACACCAS TG TATECCGAACSTGAAAC TG TAGGAGACACACTTTTGGETA
TGEECTACAC AL TE T T TCAAGTCAAGAATG TART A AAPACATC TCCTCAAMC TCTGTCAAAC
T TOCC TAAAGATAAATETTARAC TCGOGAGGEATCAATAATATTCTTGTACCTCATCARAG
ACCTTCTGTET T CCAGCAACCACTGATC TTTTTGGGAGCCGATGTCACTCATCCACCTGCTG
OTeATGGAARCAASCCT IO TAT TGO T T T T TAGS TAGTATSGATGCACACCCARGCAGA
TACTGTGCCAC&GTRAGAGTTCAGEG&CCCCGACAGGRGATCATCEAGGACTTGGCCTCCHT
GOTCCEGEAACTTC T TATTCAAT T TTATALAGTCARCTCSETTCAAGCC TACTCGTATCATCT
TTTATCGOGATEE TG T T TCAGAGGOGCACSTTTAGGCAGS TATTATATTATGAACTACTRAGCA
AT TCGAGAAGCC TECATC AG T T TEGAGARAGAC TATCAACCTGGAATAACCTACATTGTAGT
T AGARGRGAC AT ACACTCGAT TATTTTETGC TGATAGGACAGAAAGGETTGGAAGARGTC
GCAATATCCCAGCTGGAACAACACTTGATACAGACATTACACACCCATATGAGTTCCGATTTT
TACCTOTOTACCCATEOTGGAATAC ACEE TACCAGTCGTCCTTCACACTATCATGTTTTATG
CoATCATAL IO T T T ACTGCAGATCAAC TTCAGC TGC TAACTTACCAGCTCTGCCACACTT
ACGTACGC TG TAC ACGATC TETTTC TATACCTGCACCAGCGTATTATGC TCACCTGETAGCA
TTTAGACCCACATATCATC T TOTCCACAAAGAACATGACAGTGC TGARGGAAGTCACGTTTC
AGGACARAGCLATEEECEAGATCCACAAGC TCTTGCCARGGCTETACAGATTCACCAAGATA
CCTTACGCACARATGTACTTCGCTTAR
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ATATCTTCTCaTeA TGO T EGAACTACC T TCATGGAAAGAGE TG TGALA R MCAARCAGGACTT
TATGEATTTGAGSTATC TG TACCASAGAAAAATTGGCACATGTGAGRART TG TAAARCAGGTT
AT AT ACCTETGAAAC TOG T TACAAACCTC TTTAAC TTAGATTT TCCCCARGACTGG
CAGCTATACCAGTACCATGTGACATATATTCCAGATT TAGCATC TAGAAGGC TGAGAATTGC
POPACTTTATAGTCATASTGAA TTTCC ARCAAAGC AR AGCATTCGACCGTGCCATCCTTT
TrCTETCACARMACCTAGARGARAAGGTCACAGAGTTGTCAAGTGAAAC TCAMAGAGETGAG
ACTATAAAGATGACTATCACCCTGAAGAGGCAGC TECCATCAAGTTCTCCCGTGETGCATCCA
T e T AATATCATC TTCAGAAACATCCTCAAAAAGT TG TCCATCTACCAMATTGEAC G
ACTTC T ATART SO T T ACGAGCCAATCCAMATTCCCCAGCACARATTATCCCTTTECCCTGEEE
T TGCCATTTC TETGTCATATTTTCAAAGGAAGCTCCTGTTTAGTGCTGATGTGAGTTACRA
ACTCCTCOaGAATGAGACGS TTC T EGAATTCATCAC TGO TC TC TG TC AARGARCTGECTTGT
COTETT I A CC ACAC ST TCAGARCCAGC TAMTAGEGC TCATTGTCCTTACALGATACART
AACAGARACCTACTCCATTEATGACATTGACTGGTCAGTGAAGCCCACACACACCTTTCAGRAR
GOeEEATEGCACCGASATCACC TATGTGEATTACTACAAGCACGCAGTATGATATTACTGTAT
CEGACCTEAATCAGCCCATGCTTETTACTC TETTAAAGARAGAAGAGAALTEACARCAETGRAG
COTCAGCTCSCCCACC TeATACCTEAGC TC TGCTTTC TAACAGGEC TEACTGACCAGGCAAC
ATCTGATTTCCAGC TEATGAAGGCTETEGC TEAARAGACACGTCTCAGTCCTTCAGGCOGGT
ACCACCCCCTERCCARGCTTETEEACAAC ATCCAGAGGAATACCAATGCTCGC TTTGAMSTA
CACRACCTEGGGACTGC AT T T TREAAGCCAGATATC TC TGACTGECCEGGATTGTGLCTTCAGA
ARAAATATTAATGCAAGACCACATATETCAMC CTGTGTOCTGCTECTGACTEETCCAAGGATA
TTCGAACTTECALCATTTTAAATGCACAGTCTTTGAATACC TGS TTGATTTTATGTAGCGAC
ACAACTGAATATGTTGCCCAGAGC TTTCTGARACTGC T TGAGRACGACTTGCAGETTCCATGEE
ATTTAATGTARATCTGCATTC TECC T TCTAATCAGARGACCTATTATGATTCCATTARARAALT
ATTTSAGCTCAGACTCCCCAGTCCCAMGCCAATGTGTGCTTCC TCGGACCTTGAATARACAG
GECATGATGATGAGTATCGCCACCAMGATCGCTATGCAGATGACTTGCARGCTCGGAGGUGA
COTOTEGECTETEEAARATACO TTTARAGTCCOTGATEGTGETC GG TATTGATETCTETARAG
ATGCACTCAGC AAGCACGTEGATESTTCTTGGATGCGTGECCAGTGTTAACCOCAGAATCACC
AGOTEETTTTCCCGCTGTATCC TTCAGAGAACAATGACTCGATCTTGCAGATTGCTTGAARGT
TTTCATGAC TEEAGCAC T AACARATGGTACAAGTACAATCATGATTTGCCAGCACGGATAR
TTGTETACCGTECTEETETAGEEEATEETCACCTGARAACACTTATTGAATATGAACETCCCE
CRAGCTGCTGAGCASTG TEGC AGAATCCAGC TCAAATACCAGCTCAAGACTGTCGGTGATTET
COTCACGAMGAAGTECATGCCACGATTC TTTACCGARATGAACCGCACTGTACAGARCCOCC
CACTTGEGCACTETTETEEAT TCAGARGCARC ACCTARCGAATGECAGTATGACTTTTATCTG
AT ARG AGG T O GGEEEAAC TG TTAGTCC TACC TACTATAATGTCATC TATGATGA
CAACCECTPEAAGCCCGACCATATCCACARGACTTACATTCARATTETCGCCACCTGTAC TACA
AT CEEGCATAETCAGTCTCCCAGCACCATETCAGTATGC TCACAAGCTGACCTTTCTG
GTGGECACAARGCAT T ATAAAGAACCCAGTC TGCAATTAGCCAMCCATCTCTTCTACCTG
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ATGACTGEGAGAGCCCGAGC CAGCAGCCAGAGGAAGEGCCCECGETCAGGAGACAGCECAGTT
GETGEGCTOCAC TGO AGTCAGCAACC TGETTATATTCAGCCTAGGCCTCAGCCGCCACCAG
CAGAGGCOGAATTATTTGECCGTECACGECACACACGAACAGCAGGAGGAACAGCCAMGTCA
CARCCACTCCAGATAT TGO TGEAT I TCACGAGTTATCETTAGC AGAGAGRGGAGCETCGETCG
TAGAGATTTTCATGATCTTEGTETEAATACAAGGCAGAACCTAGACCATCTTAAAGARTCAN
AAACAGETTCTTCAGECATTATAGTAAGETTAAGCACTAACCATTTCCGECTGACATCCCGET
CCCCAGTGOGCCTTATATCAGTATCACATTGACTATAACCCACTGATGGAAGCCAGRARGACT
CCETTCACGCTCTTCTT T I CAACAC GARGATC TAATTGGAAAGTGLCATGC TTTTGATGGAR
CGATATTATTTTTACC TAAAAGACTACAGCARAAGGT TACTGARGTTTTTAGTAAGACCC G
AATGGAGAGGATGTGAGGATAACGATCACTTTARCAAATCAACTTCCACC TACATCACCARNC
TTETTTECAGTTCTATAATATTATT T TCAGGAGGC TTTTFAAAATCATGAATTTGCARCALD,
TTEEACGAAARTTATTATAACCCAAATGACCCAATTGATATTCCAAGTCACAGGT GG TGATT
TGGCCTGGC T TCACTAC TTCCATCCTTCASTATGAARMCAGCATCATGCTCTGCACTGACGET
TAGCCATAAAGTCCTTOGAAGTGAGACTETTTTGGATTTCATGTTCARCTTTTATCATCAGA
CAGAAGAACATARATTTCARGAACAAGTTTCCAAAGEAC TAATAGETTTAGTTGTTCTTACC
AAGTATAMCAATAMGACATACAGACTEGATGATATTGACTGEGACCAGAATCCCAAGAGC AT
CTTTALCAMACCCCACGECTCTCAACTCAGC TTCTTAGAATACTACAGGARGCARTACAACT
AAGAGATCACCGACTTGAAGCAGDCTGTCTTGGTCRGCCAGCCCFﬂE%GﬂHGGCGGGGCCCT!yf
GO GG AC A TECC A O TGCCATGC TCATTCC TGAGC TC TGO TATC TTACAGSTCTAAD
TEATAALATCCGTALNT AT T T TAACGTGATGAAAGAC TTAGCCGTTCATACAAGACTARACTC
CAGAGCAAMGGCAGCGTEGAAGTGEGACGACTCATTGAT TACATTCATAAAA ACGATAATETT
CARARGGGAGCTTCGAGACTGEGGTTTGAGCTTTGATTCCAACTTACTGTCOTTCTCAGGANG
AATTTTECAARACAGARAMGATTCACC AAGETGGAAAAACATTTGATTACAATCCACAATTTG
CAGATTGETCCARRGAAMCAMGAGGTGCACCATTAATTAGTCTTAAGCCACTAGATAACTGE
CTETTEATCTATACGCGAAGAAATTATGAAGCAGLCAATTCATTCGATACARAMTCTATTTAA
ASTTACACCAGCCATGGGCATGCARATGAGAARAGCAMATAMATGATTGAAGTEGGATGRCAGAM
CTGAAGCCTACTTAAGAGTC TTACAGCAAMAGGTC ACAGCAGACACCCAGATAGTTGTCTGT
CTGTTGETCAACTAATC GGARGGACAALTACGATCC TATTAMRAAAATACCTGTGTACAGATTG
CoCTACCCC ARG T A TCTETGETEECCCEGALCC T TAGGCARAC AGCAAN TETCATGGLCA
TTGOTACAAAGATTCCCCTACAGATGAACTGCARGATCOGAGGAGAGU TCTGGRAGGEET AL
ATCCCCCTGARGC TG TGATGATCGT TGGCATCGATTGTTACCATGACATGACAGCTEGCCG
GCACCTCAATCCCACCATTTETTGCCAGCATCAATGAAGGGATGACCCGCTEETTCTCACGET
GCATATTTCAGGATAGASGACAGGAGC GG TAGATCEGCTCARAGCTCTECCTGCAMGCGECT
CTGAGGGC T T EGAATAGC T CAATGAG TACATGCCCACCCEGATCATCGTGTACCECGATGG
CETAGGAGACEGCCAGC TGARAACACTGETGAACTACGAAGTGCCACASTTTTTGCGATTGTC
TAAAATCCATTGGTAGAGGT TACAACCCTAGACTAACGETAATTCTCETGARGARAAGAGTG
AACACCAGATT T TT TGO T AG T TGGACGAMGAC T TCAGAATCCACTTCCTGGARCAGTTAT
TEATGTAGACGTTACC AGACCAGAATCETATGACTTTT T TATCGTGAGOCAGGL TGTGAGAR
GTEGTAGTET T TCTCCCACACATTACAA TG TCATC TATGAC AACAGCGECCTGARGCCAGAT
CACATACAGCGCTTGACCTACAAGC TG TGCCACATCTATTACAAC TGGCCAGGTETCATTCG
TETTCCTGCTCCTTGCCAGTACGCCCACAAGCTEGEUTTTTC T TGT TGGCCAGAGTATTCACA
GAGAGCCAMTCTGTCACTETCAAACCGCCTTTACTACCTE
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Nombre 1% par de cebadores 2° par de cebadores longitud
del gen (57-37) (5'-3") ezperada
{bp)
GAGGTCTETARACATTCTGGE GAGGTCTGTAACATTGTCSGC 287
aIFIO1 CGGTAGMGHIGHI\GCGGG_T___ AASTTCTTGAGCAMCCTCTTCTCGA
GAGGTCTGTAACATTGTEE CORCACCAGCGCTCTGOC 207
CGGTAGAAGATGATGOGEET CTCACGCACCATETAGGA
GAGGTCTETAACATTETGGEC ATCCTGCTGCCCCANGGS 186
eIFIC2 COGTAGAAGATGATGLGEET GATCTCCTGCCOGETECTS
GAGGTCTGTAACATTETGEEE™ GAGGTCTGTAACATTGTGEGC ol
CGETAGAMGATCATGCGGEET GATCTCCTGCCGGTGCTG
AGAGCAACACTATCETGGEGETEGAT COTCTACAGTCAAGREET 444
e1E2C EGATGTG'I‘GR‘I‘GGTACI“ TGEATGTETGATGETACT >
CACTTGAATGAMITCOCA AGARGCAMCAGTATEETGEETEEAT BO8
TCOTGGATGEACCTCTTEACTG TG TCCTGGATGACCTCTTGACTETAG™
e1F2C4 "1'CCGGCATC‘TCMGMCAEAT.&TTCT ATCCACGACTTGGECCTCC 124
B CAACTCATATCOECTGTETARTETCTG | GAACTCATATGEETGTGTAATGTCTG
CAGCACAAATTATCCCTT CAGCACAAATTATOCOTT * ™
HILI COGOCTEAMGACTGAGACGTET CTCTGTGEECTTCACTGA
TCTCTGTCARLGAAC TGGC TTGTCOT | TCTCTETCAARGAACTGGCTTGTCCT 184
CTETACAGTGCEGTTCAT CEGCCTGAMGGACTCAGACCTET
« cebadores utiizados en las dos reacciones (PCR semi-anidada
Nombre del gen eIF2C1 eIF2C2 eIF2C3 eIF2C4 HILTI
longitud
esperada 287 207 188 891 BoA 334 324 264 393
[bo)
Productos
de PCR
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