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RESUMO

"MEDIADORES DE INTERFERENCIA POR RNA ESPECIFICOS DE

SEQUENCIA DE RNA"

O presente invento estd relacionado com um sis-
tema in vitro de rosophila, o qual foi wusado para
demonstrar que o dsRNA é processado em segmentos de RNA de
21-23 nucledtidos (nt) de comprimento., Ainda, gquando estes
fragmentos de 21-23 nt foram purificados e adicionados
novamente a extractos de Drosophnila, mediaram a
interferéncia por RNA na auséncia de dsRNA longo. Assim,
estes fragmentos de 21-23 nt sdo mediadores da degradacgédo
de RNA especificos de sequéncia. Um sinal molecular, que
pode ser o seu comprimento especifico, deve estar presente
nestes fragmentos de 21-23 nt para recrutar factores
celulares envolvidos em RNAi1I. O presente invento incluil
estes fragmentos de 21-23 nt e a sua utilizacdo para
especificamente inactivar a fungao de genes. A utilizacao
destes fragmentos (ou oligonucledtidos sintetizados quimi-
camente da mesma natureza ou similar) permite dirigir mRNAs
especificos para degradacdo em células de mamifero, onde a
utilizacdo de dsRNAs longos para induzir RNAi1I geralmente
ndc ¢é realizdvel, presumivelmente devido aos efeitos
adversos da resposta ao interferdo. 0O facto de se poder
atingir especificamente a fung¢do de um gene particular ¢

Util em aplicagbes funcionais gendémicas e terapéuticas.
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DESCRICAO

"MEDIADORES DE INTERFERENCIA POR RNA ESPECIFICOS DE

SEQUENCIA DE RNA"

FUNDAMENTO DO INVENTO

A interferéncia por RNA ou "RNAi" é um termo
usado pela primeira vez por Fire e c¢olaboradores para
descrever a observacdo de que o RNA de cadeia dupla (dsRNA)
pode bloguear a expressdc de genes quando é introduzido em
vermes (Fire et al., (1998) Nature 391, 806-811). dsRNA
dirige o silenciamento pods-transcricido especifico de genes
em muitos organismos, incluindo vertebrados, e proporcionou
uma nova ferramenta para o estudo da fung¢do dos genes. RNAL
envolve a degradagdo de mRNA, mas muitos dos mecanismos
bioquimicos subjacentes a esta interferéncia sdo desconhe-
cidos. A reconstituicdao das caracteristicas essenciais de
RNAL1 in vitro é necessdria para uma andlise bioguimica do

fendémeno.

Tuschl T et al. (Genes Dev., 13, 3191-97, 1999)
descrevem um extracto acelular, derivado de embrides de
Drosophila na fase de blastoderme sincicial, que medeia a
interferéncia por RNA. E descrita a utilizacdo do extracto
para estudar RNAi. A referéncia conclui que ¢ necessidrio um

comprimento minimo do dsRNA superior a 49 pares de bases.
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Hammond SM et al. (Nature, 404, 293-96, 2000)
descrevem o silenciamento da expressac de genes em células
de Drosophila em cultura, através da transfecgao com RNA de
cadeia dupla especifico de sequéncia. Observou-se que 0s
extractos de células transfectadas possuem uma actividade
de nuclease que cofracciona com fragmentos de DNA de

aproximadamente 25 pb.

SUMARIO DO INVENTO

O presente invento, que é definido pelas rei-
vindicag¢bes apensas, proporciona um método para a produgdo
de RNA de cadeia dupla entre 21 e 23 nucledétidos de

comprimento compreendendo:

(a) combinacdo de RNA de cadeia dupla com um extracto
soluvel que medeia a interferéncia por RNA, produzindo

assim uma combinac¢ao; e

(b) manutencao da combinacdo de (a) em condig¢des tais
que O RNA de cadeia dupla seja processado em RNA de

cadeia dupla de 21 a 23 nucledtidos de comprimento.

S4aoc igualmente descritos métodos relacionados
usando interferéncia por RNA, incluindo métodos de mediacgao
da interferéncia por RNA, de avaliag¢dao da fung¢ao de genes,
de produgdc de células "knock-down" e de identificacdo de

RNAs de 21-23 nt que medeiam a interferéncia por RNA.
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Os métodos do presente invento foram identifi-
cados wusando interferéncia por RNA, mediada por dsRNA
especifico de genes, num sistema acelular derivade de
embrides de Drosophila na fase de blastoderme sincicial., O
sistema in vitro complementa abordagens genéticas para
dissecar a base molecular de RNAi. Como aqui descrito, os
mecanismos moleculares subjacentes foram examinados usando
0 sistema in vitro de Drosophila. Os resultados mostraram
que RNA1 é dependente de ATP, ainda que ndoc acoplade a
tradugdo de mRNA. Ou seja, a sintese proteica ndo ¢
necessaria para RNAi in vitro. Na reacgdo de RNAi, ambas as
cadeias (codificadora e complementar da codificadora) do
dsRNA foram processadas em pequenos RNAs, fragmentos ou
segmentos entre cerca de 21 e cerca de 23 nucledtidos (nt)
de comprimento (RNAs com mobilidade nos géis de sequen-
clagdo gque correspondem a marcadores que tém 21-23 nt de
comprimento, facultativamente referidos como RNAs de 21-23
nt). O processamento do dsRNA em pequenos fragmentos de RNA
nac requer o mRNA alvo, o que demonstra que as espécies de
peguenos RNAs saoc geradas por processamento do dsRNA e ndo
como produto da degradag¢do do mRNA alvo com dsRNA. O RNA é
clivado apenas dentro da regido de identidade com dsRNA. A
clivagem ocorre em locals fora dos 21-23 nucledtidos, o
mesmo intervalo observado para o proprio dsRNA sugerindo
que os fragmentos de 21-23 nucledtidos do dsRNA conduzem a
clivagem do mRNA. Esses RNAs de 21-23 nt modificados

confirmam que estes fragmentos conduzem a clivagem de mRNA.
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Assim, sao agui descritas moléculas de RNA
isoladas (cadeia dupla; cadeia simples) entre cerca 21 e
cerca de 23 nucledtidos que medeiam RNAi, Ou seja, o0s RNAs
isolados medeiam a degradacao do mRNA de um gene ac qual o
RNA corresponde (degradagao mediada do mRNA gue & o produto
da transcrigdo do gene, o qual também ¢é referido como um
gene alvo). Por conveniéncia, tal mRNA ¢ igualmente aqui
referido como mRNA a ser degradado. Como aqui é usado, o0s
termos RNA, molécula(s) de RNA, segmento(s) de RNA e
fragmento(s) de RNA sdo usados indiferentemente para refe-
rir RNA que medeia interferéncia por RNA. Estes termos
incluem RNA de cadeia dupla, RNA de cadeia simples, RNA
isolado (RNA parcialmente purificado, RNA essencialmente
puro, RNA sintético, RNA produzido por via recombinante),
assim como RNA alterado que difere do RNA natural pela
adicdo, delecdo, substituicdo e/ou alteracdo de um ou mais
nucledtidos. Tais alteragdes podem incluir adigédo de
material nao nucleotidico, como seja aos extremos do RNA de
21-23 nt ou internamente (num ou mais nucledtidos do RNA).
Os nucledtidos nas moléculas de RNA podem também compre-
ender nucledtidos nao convencionais, incluindo nucledtidos
ou desoxirribonucledtidos nao naturais. Colectivamente,
todos esses RNAs alterados sdo referideocs como andlogos ou
andlogos de RNA natural. O RNA de 21-31 nucledtidos
necessita apenas de ser suficientemente similar ao RNA
natural para ter capacidade para mediar (medeia) RNALI. Como
aqui usada a frase "medeia RNAiLI" refere-se a (indica) a
capacidade para distinguir quais 0s RNAs a serem degradados

pela maquinaria ou processo de RNAi1i. O RNA que medeia RNA1
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interage com a maquinaria de RNAL1I de forma a dirigir a
maguinaria para degradar um mRNA particular. Numa
realizacgao, sdo aqui descritas moléculas de RNA entre cerca
de 21 e cerca de 23 nucledtidos que dirigem a clivagem de
mRNA especifico ao qual a sua sequéncia corresponde. Ndo é
necessadrio que exista uma correspondéncia perfeita entre as
sequéncias, mas a correspondéncia deve ser suficiente para
permitir que o RNA dirija a clivagem por RNAL1 do mRNA alvo.
Numa realizag¢do particular, as moléculas de RNA de 21-23 nt

compreendem um grupo hidroxilo 3°'.

O presente invento também estd relacionado com
métodos para a produgdao de moléculas de RNA de 21 a 23
nucledtidos com capacidade para mediar a clivagem por RNAi.
Numa realizag¢do, é usado o sistema in vitro de Drosophila.
Nesta realizacdo, dsRNA é combinado com um extracto soluvel
derivado de embrido de Drosophila, produzindo assim uma
combinagdo. A combinagdo é mantida em condig¢Bes nas quais o
dsRNA ¢ processado em moléculas de RNA de 21 a 23
nucledtidos. Numa outra realizacdo, © sistema in vitro de
Drosophila é usado para obter sequéncias de RNA de 21 a 23
nucledtidos que medeiam a interferéncia por RNA do mRNA de
um gene particular (e.g., oncogene, gene viral). Nesta
realizag¢do, o0 RNA de cadeia dupla que corresponde a uma
sequéncia do gene a ser atingido ¢é combinado com um
extracto soluvel derivado de embrido de Drosophila,
produzindo assim uma combinagdo. A combinacdoc é mantida em
condig¢des nas quals o RNA de cadeia dupla €& processado em

RNA de aproximadamenre 21 a cerca de 23 nucledtidos de
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comprimento. Comc aquli mostrado, o RNA de 21-23 nt medeia
RNA1 do mRNA do gene alvo (o gene cujo mRNA se pretende
degradar). O método de obtencao de RNAs de 21-23 nt usando
O sistema in vitro de Drosophila pode, ainda, compreender o

isclamento da sequéncia de RNA a partir da combinacgao.

Também ¢ aqui descrito um DNA de 21-23 nt produ-
zido pelos métodos do presente invento, assim como RNAs de
21-23 nt, produzidos por outros métodos, tais como sintese
gquimica ou técnicas de DNA recombinante, que possuem as
mesmas sequéncias ou substancialmente as mesmas sequéncias
dos RNAs naturais que medeiam RNAi, como os produzidos
pelos métodos do presente invento. Todos estes sao refe-
ridos como RNAs de 21-23 nt gque medeiam & interferéncia por
RNA. Como aqui usado, o termo RNA isolado inclui RNA obtido
por quaisquer métodos, incluindo processamento ou clivagem
de dsRNA como aqui descrito; produgdo por métodos de
sintese quimica; e produgdo por  técnicas de  DNA
recombinante. Também sdo descritas utilizagbes de RNAs de
21-23 nt, tais como tratamento terapéutico ou profildctico
e composigbes compreendendo RNAs de 21-23 nt que medeiam
RNAi1, tais como composig¢fes compreendendo RNAs de 21-23 nt

e um veiculo adequado (e.g., um tampdo ou agua).

O presente invento também estd relacionado com um
método para mediar a interferéncia por RNA do mRNA de um
gene numa célula ou organismo (e.g., mamiferc como seja um
murganho ou um ser humano). Numa realizacdo, RNA de 21 a 23

nt que tem como alvo o mMRNA a ser degradado é introduzido
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na célula ou organismo. A célula ou organismo é mantido em
condig¢bes nas gquails ocorre a degradagdao do mRNA do gene na
célula ou organismo. A célula ou organismo pode ser um em
gque ocorre RNAi1 naturalmente na célula ou organismo ou uma
célula ou organismo pode ser um que tenha sido modificado
de forma a ocorrer RNAiI (e.g., através da adigcaoc de
componentes obtidos a partir de uma célula ou extracto
celular que medeia RNALI ou activagcao de componentes
enddégenos). Como aqui usado, o termo "célula ou organismo
em gue ocorre RNAiI"™ inclui uma célula ou organismo em que
ocorre RNALI naturalmente na celula ou organismo ou uma
célula ou organismo que fol modificado de forma a ocorrer
RNAi. Numa outra realizacdo, o método de mediacao da
interferéncia por RNA de um gene numa célula compreende a
combinagcdo do RNA de cadeia dupla, que corresponde a uma
sequéncia do gene, com um extracto soluvel derivado do
embrido de Drosophila, produzindo assim uma combinagado. A
combinacao ¢ mantida em condig¢des tais que o RNA de cadeia
dupla seja processado em RNAs com aproximadamente 21 a
cerca de 23 nucledétidos. O RNA de 21 a 23 nt € entdo
isclado e introduzido na célula ou organismo. A célula ou
organismo ¢é mantido em condigdes tais que ocorra a
degradacdo de mRNA do gene, mediando assim a interferéncia
por RNA do gene na célula ou organismo. Como descrito para
a realizacdo anterior, a célula ou organismo é uma em que
ocorra RNAi naturalmente (na célula ou organismo conforme
adequado) ou que tenha sido modificada de forma que ocorra
RNAi. Os RNAs de 21 a 23 nt podem também ser produzidom por
outros métodos, tais como métodos de sintese quimica ou

técnicas de DNA recombinante.
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Sao igualmente descritos componentes bioquimicos
de uma célula, como seja uma célula de Drosophila, que
processam dsRNA em RNA de aproximadamente 21 a 23 nucle-
6tidos. Ainda, sdo descritos os componentes bioquimicos de
uma célula que estao envolvidos na degradagac do mRNA por
RNA de aproximadamente 21 a aproximadamente 23 nucledétidos.
Em ambas as realizag¢des, os componentes bioquimicos podem
ser obtidos a partir de uma célula em que surjam ou podem
ser produzidos por outros métodos, tais como sintese
gquimica ou métodos de DNA recombinante. Como aqui usado, o
termo "isolado" inclui materiais (e.g., componentes bio-
quimicos, RNA) obtidos a partir de uma fonte em gue ocorrem
e materiais produzidos por métodos tais como sintese
guimica ou métodos de acido nucleico (DNA, RNA)

recombinante.

O presente invento também estad relacionado com um
método para inactivar (parcialmente ou totalmente) o© gene
alvo, proporcionando assim uma alternativa para os métodos
presentemente disponiveis de inactivacao ("knocking down"
ou "knocking out") de um gene ou genes. Este método de
eliminagcao da expressao de um gene pode ser usado para fins
terapéuticos ou para pesguisa (e.g., para gerar modelos de
estado de doenga, para examinar a fun¢do de um gene, para
avaliar se um agente actua sobre um gene, para validar
alvos para a descoberta de fdrmacos). Este ultimo apenas se
aplica a organismos nao humanos. Nos casos em que a func¢do

do gene ¢ eliminada, a célula ou organismo resultante nao
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humano podem também ser referido como "knockout". Uma
realizacao do método de produgdo de c¢élulas "knockdown"
compreende a introdugdo numa célula, em gue um gene
(referido como gene alvo) deve ser inactivado, de RNA de 21
a 23 nt que se pretende atinja o gene e mantenha a célula
ou organismo resultante em condig¢des tais que ocorra RNAi,
resultando na degradacdo do mRNA do gene alvo, produzindo
assim células "knockdown". As c¢élulas "knockdown" e o0s
organismos nado humanos produzidos pelo presente método sao

igualmente descritos.

O presente invento também estd relacionado com um
método de examinacdo ou avaliacdo da fungdo de um gene numa
célula ou organismo. Numa realizacgdo, RNA de 21 a 23 nt que
tem como alvo mRNA do gene para a degradacdo é introduzido
numa célula ou organismo ndo humano em que ocorre RNAi. A
célula ou organismo nao humano é referido como uma célula
ou organismo a testar. A célula ou organismo nao humano a
testar é mantido em condig¢bes nas quals ocorre degradagao
do mRNA do gene. O fendtipo da célula ou organismo a testar
¢ entao observado e comparado com o de uma célula ou orga-
nismo controlo adequado, como seja uma célula ou organismo
nac humanc correspondente, que ¢ tratado da mesma forma
excepto o gene alvo (especifico) nao ser atingido. Um RNA
de 21 a 23 nt que ndo tem como alvo o mRNA para degradagdo
pode ser introduzido uma célula ou organismo ndo humano
controlo em vez do RNA introduzido na célula ou organismo
ndc humano a testar, ainda que ndo seja necessario fazé-lo.

Uma diferenca entre os fendétipos das células ou organismos
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a testar e controlo proporciona informagao acerca da funcgao
do mRNA degradado. Numa outra realizagao, RNA de cadeia
dupla que corresponde a uma sequéncia do gene ¢ combinado
com um extractc soluvel que medeia RNAi, como seja o
extracto soluvel derivado de embrido de Drosophila aqui
descrito, em condigdes nas quais o RNA de cadeia dupla ¢é
processado para gerar RNA de aproximadamente 21 a
aproximadamente 23 nucledtidos. O RNA de aproximadamente 21
a aproximadamente 23 nucledtidos é isclado e depois
introduzido numa c¢élula ou organismo nao humano em que
ocorre RNAi1 (célula ou organismo a testar). A célula ou
organismo a testar é mantido em condig¢des nas quals ocorre
degradacdo do mRNA. O fendtipo da célula ou organismo a
testar é entdo observado e comparado com a de um controlo
adequado, como seja uma célula ou organismo correspondente,
que ¢é tratado da mesma forma gque célula ou organismo a
testar excepto o gene alvo ndo ser atingido. Uma diferencga
entre os fendtipos das células ou organismos a testar ou
controlo proporciona informagdo acerca da fungdo do gene
alvo. A informa¢do proporcionada pode ser suficiente para
identificar (definir) a fun¢ao do gene ou pode ser usada
conjuntamente com a informag¢do obtida noutros ensaios ou

andlises para o fazer.

Igualmente o objectivo do presente invento é um
método para validar se um agente actua num gene. Neste
método, o RNA de 21 a 23 nucledtidos que tem como alvo o
mRNA a ser degradado ¢ introduzido numa célula ou organismo

ndc humano em que ocorre RNAi. A célula ou organismo (que
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contem o RNA introduzido) € mantido em condig¢des nas quais
ocorre a degradacao do mRNA e o agente ¢ introduzido na
célula ou organismo. Se o agente possuir um efeito na
célula ou organismo ele ¢é determinado; se © agente nao
tiver efeito na c¢élula ou organismo, entdo o agente actua

no gene.

O presente invento também estd relacionado com um
método de validagdo se um produto de um gene ¢ um alvo para
a descoberta ou desenvolvimento de fdrmacos. RNA de 21 a 23
nucledtidos que dirige o mRNA, que corresponde ao gene,
para degradagdo é introduzido numa célula ou organismo nao
humano. A célula ou organismo é mantida em condigdes nas
quais a degradac¢do do RNA ocorre, resultando no decréscimo
da expressdo do gene. E determinado se o decréscimo na
expressdo do gene tem um efeito na c¢élula ou organismo,
pelo que se o decréscimo da expressdo do gene tiver efeito,
entdoc o produto do gene é um alvo para a descoberta ou

desenvolvimento de farmacocs.

E igualmente aqui descrito um método de tra-
tamento de uma doenga ou condigdo, associada a presenga de
uma proteina num individuo, compreendendo a administracao
do RNA individual de cerca de 21 e cerca de 23 nucleodtidos
gque tem como alvo o mRNA da proteina (o mRNA que codifica a
proteina) para degradagao. Como resultado, a proteina nao é
produzida ou naoc ¢ produzida no grau em Jque seria na

auséncia do tratamento.
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E igualmente descrito um gene identificado por
sequenciag¢ac das moléculas de RNA enddgenas de 21 a 23

nucledtidos que medeiam a interferéncia por RNA,

Estd também incluido no presente invento um
método de identificacao de locais alvo dentro de um mRNA,
gue sejam particularmente adequados para RNAi, assim como
um método de avaliagdo da capacidade de RNAs de 21-23 nt

para mediarem RNAi,

BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS

A Figura 1 € uma representacdo esquematica de
mRNAs repdrteres e dsRNAs Rr-Luc e Pp-Luc. Os comprimentos
e posig¢bes dos ssRNA, asRNA e dsRNAs estdo apresentados
como barras pretas relativamente as sequéncias de mRNA
repdérter Rr-Luc e Pp-Luc. Os rectdngulos pretos indicam as
duas sequéncias codificadoras da luciferase ndo relacio-
nadas, as linhas correspondem as regides ndo traduzidas 5!

e 3'" dos mRNAS.

Figura 2A é um grafico do indice de actividade de
luciferase, apds tratamento do mRNA Pp-Luc 50 pM com ssRNA,
asRNA ou dsRNA 10 nM do segmento de 505 pb do gene Pp-Luc,
que mostra interferéncia especifica por dsRNA in vitro. Os
dados sdo o0s valores médios de sete ensaios t desvio
padrdo. Foram usados quatro lisados preparados independen-
temente. A actividade de 1luciferase foi normalizada
relativamente ao controlo de tampdo; um indice igual a um

indica que auséncia de interferéncia especifica de gene.
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Figura 2B é um grafico do indice de actividade de
luciferase apds tratamento de mRNA Rr-Luc 50 pM com ssRNA,
asRNA ou dsRNA 10 nM derivado do segmento de 501 pb do gene
Rr-Luc mostrando interferéncia especifica por dsRNA 1in
vitro. 0s dados sao os valores médios de seis ensaios =
desvio padrao. Foram usados quatro lisados preparados
independentemente. Um indice igual a um indica auséncia de

interferéncia especifica de gene.

Figura 3A €& uma representacdo esquemdtica da
estratégia experimental usada para mostrar que a incubacgao
no lisado de embrido de Droscphila potencia dsRNA para a
interferéncia especifica de gene. Os mesmos dsRNAs usados
na Figura 2 (ou tampdo) foram essencialmente pré-incubados,
usando diluig¢des de duas vezes, em seis reacgdes sucessivas
com lisado de embrido de Drosophila, depolis testados
relativamente & sua capacidade para bloquear a expressdo de
mRNA. Como controlo, a mesma quantidade de dsRNA (10 nM) ou
tampdo foi diluida directamente em tampdo e incubada com

mRNAs PpLuc e Rr-Luc e lisado.

Figura 3B é um grafico de potenciagdo quando se
pretende atingir mRNA Pp-Luc. As colunas pretas indicam que
0o dsRNA ou tampdo fol seriadamente pré-incubado; colunas
brancas correspondem a uma diluigdo directa de 32 vezes do
dsRNA. Os valores foram normalizados relativamente aos dos

controlos tampdo.
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Figura 3C ¢é um grafico de potenciagdo quando se
pretende atingir mRNA Rr-Luc. O controlo do tampao corres-

pondente estd apresentado na Figura 3B.

Figura 4 ¢é um grafico que mostra o efeito do
dsRNA competidor na interferéncia especifica de gene.
Concentracdes crescentes de dsRNA nanos (508 pb) foram
adicionadas a reaccgdes contendo dsRNA 5 nM (os mesmos
dsRNAs usados nas Figuras 2A e 2B) para atingir mRNA Pp-Luc
(colunas a preto, eixo da esquerda) ou mRNA Rr-Luc (colunas
brancas, eixo da direita). Cada uma das reacc¢des continha
um mRNA alvo (Pp-Luc para as colunas pretas, Rr-Luc para as
brancas) e um mRNA controlo nédo relacionado (Rr-Luc para as
colunas pretas, Pp-Luc para as brancas). 0Os valores foram
normalizados relativamente ao controlo tampdo (ndo apre-
sentado). As reacgBes foram incubadas em condigdes

convencionais (ver Métodos).

Figura 5A ¢ um grafico que mostra o efeito de
dsRNA na estabilidade do mRNA. Circulos, mRNA Pp-Luc;
quadrados, mRNA Rr-Luc; simbolos preenchidos, incubagdo com

tampdo; simbolos vazios, incubagdo com Pp-dsRNA.

Figura 5B é um grafico que mostra a estabilidade
de mRNA Rr-Luc incubado com Rr-dsRNA ou Pp-dsRNA. Quadrados
preenchidos, tampdo; quadrados vazios, Pp-dsRNA (10 nM);

circulos vazios, Rr—-dsRNA (10 nM).

Figura 5C ¢ um grafico que mostra a dependéncia
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do comprimento do dsRNA: A estabilidade do mRNA Pp-Luc foi
avaliada apds incubacgdo no lisado, na presencga de tampao ou
de dsRNAs de diferentes comprimentos. Quadrados preenchi-
dos, tampdo; circulos vazios, dsRNA 49 pb (10 nM); tri-
angulos invertidos vazics, dsRNA de 149 pb (10 nM);
triangulos wvazios, dsRNA de 505 pb (10 nM); losangos
vazios, dsRNA de 997 pb (10 nM). As reacgdes foram incu-

badas em condig¢des convencionais (ver Métodos).

Figura 6 é um grdfico que mostra que RNA1I requer
ATP. A c¢inase de creatina (CK) usa fosfatase de creatina
(CP) para regenerar ATP. Circulos, +ATP, +CP, +CK; qua-
drados, -ATP,+CP, +CK; tridnqulcs, -TP, -CP, +CK; tri-

dngulos invertidos, -ATP, +CP, -CK.

Figura 7A ¢é um grafico de sintese proteica,
reflectida pela actividade de luciferase apds incubagdo de
MRNA Rr-Luc na reac¢do de RNAL in vitro durante 1 hora, na
presengca dos inibidores de sintese proteica anisomicina,
ciclo-heximida ou cloranfenicol, relativamente a uma reac-
¢do sem qualquer inibidor mostrando que RNAL ndo reguer a

traducdo de mRNA.

Figura 7B é um grafico que mostra a tradugdo de
mRNAs Pp-Luc com a estrutura "cap" 7-metil-guanosina e
adenosina (circulos e quadrados, respectivamente) na reac-
¢cac RNAL na auséncia de dsRNA, conforme medido pela acti-

vidade de luciferase produzida numa incubag¢doc de uma hora.
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Figura 7C ¢ um grafico que mostra a incubacgao
numa reacgao de RNAL de mRNA Pp-Luc com "cap" 7T-metil-
guanosina (circulos) e de mRNA de Pp-Luc com "cap" de
adenosina (quadrados) marcados radiocactivamente de forma
uniforme com P, na presenca (simbolos vazios) e auséncia

(simbolos preenchidos) de dsRNA Pp-luc de 505 pb.

Figura 8A ¢ um gradfico da andlise em gel de
agarose desnaturante de mRNA Pp-luc incubado numa reacg¢ao
de RNA1 convencional com tampdo, Pp-asRNA de 505 nt ou Pp-
dsRNA de 505 pb durante os tempos indicados, mostrando que

asRNA origina uma pequena quantidade RNAL in vitro.

Figura 8B ¢ um grdfico da andlise em gel de
agarose desnaturante de mRNA Rr-Luc incubado numa reacg¢ao
de RNA1 convencional com tampdo, Pp-asRNA de 505 nt ou Pp-
dsRNA de 505 pb, durante os tempos indicados mostrando que

asRNA provoca uma pequena quantidade de RNAL in vitro.

Figura 9 ¢é uma representagdo esquematica das
posigdes dos trés dsRNAs, 'A, 'B' e 'C', relativamente ao

mRNA de Rr-luc.

Figura 10 indica o0s locais de clivagem mapeados
nos primeiros 267 nt do mRNA Rr-luc (SEQ ID NO:1). A barra
azul por baixo da sequéncia indica a posicdo do dsRNA 'C' e
os circulos azuis indicam a posic¢do dos locals de clivagem
causada por este dsRNA. A barra verde representa a posig¢ao

de dsRNA 'B' e os circulos verdes, os locals de clivagem. A
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barra magenta indica a posigdo de dsRNA 'A' e os circulos
magenta, as clivagens. Uma clivagem excepcional dentro de
um segmento de 7 uracilos estd assinalada com uma seta

vermelha.

Figura 11 é um modelo proposto para RNAi. RNALI é
considerada como comeg¢ando com clivagem do dsRNA em pro-
dutos de 21-23 nt por wuma nuclease especifica de dsRNA,
talvez num complexo multiproteico. Estes curtos dsRNAs
devem entdo ser dissociados por uma helicase dependente de
ATP, possivelmente um componente do complexo inicial, em
asRNAs de 21-23 nt que poderdo entdoc dirigir o mRNA para
clivagem. 0Os asRNAs curtos sao imaginados como permanecendo
associados com proteinas especificas de RNAL (circulos) que
foram originalmente ligadas pelo dsRNA de tamanho completo,
explicando assim a ineficiéncia de asRNA para induzir RNAi
in vivo e in vitro. Finalmente, uma nuclease (tridngulos)

clivard o mRNA.

Figura 12 é um grafico de barras que mostra o
silenciamento de genes, especifico de sequéncias, por
fragmentos de 21-23 nt. A propor¢do de actividade de
luciferase apds 0s mRNAs Pp-Luc e Rr-Luc serem degradados
por dsRNA Pp-Luc ou Rr-Luc (500 pb) ou fragmentos de 21-23
nt isolados a partir de uma incubag¢do prévia do respectivo
dsRNA em lisado de Drosophila. A quantidade de 21-23 meros
isolados, presentes na reaccac de incubagdo, corresponde a
aproximadamente a mesma quantidade de 21-23 mercs gerados

durante a reacc¢do de incubacao com dsRNA de 500 pb 5 nM. Os
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dados sao valores médios de 3 ensaios e o desvio padrao ¢
representado por barras de erro. A actividade de luciferase

fol normalizada relativamente ao controclo tampao.

Figura 13A ilustra a purificag¢do de fragmentos de
RNA numa coluna de filtracgdo em gel Superdex HR200 10/30
(Pharmacia) usando o método descrito no Exemplo 4. dsRNA

‘P e a radicactividade recuperada em cada

3

foi marcado com
fracgcdo da coluna estd representada no grafico. As fracgdes
foram também analisadas através de electroforese num gel

desnaturante (insercao).

Figura 13B demonstra a capacidade do RNA de Rr-
luciferase, apds incubag¢do no lisado de Drosophila e frac-
cionamento como na Fig. 13A, para mediar a interferéncia
especifica de sequéncia com a expressdao de um mRNA alvo de
Rr-luciferase. Um microlitro de cada fracgdo ressuspensa
foi testado numa reacgdoc in vitro de RNA1I de 10 microlitros
(ver Exemplo 1), Este procedimento da origem a uma
concentracdao de RNA na reaccgdo RNAL padrdo in vitro que é
aproximadamente igual a concentracgdo daquela espécie de RNA
na reacg¢ado original antes da aplica¢ao na coluna. A lumi-
nescéncia relativa por segundo foi normalizada relativa-

mente ao valor médio dos dois controlos tampao.

Figura 13 C é o controlo da especificidade para a
Fig 13B. Demonstra que o0 RNA fraccionado da Fig. 13B ndao
medeia eficazmente a interferéncia especifica de sequéncia
com a expressdao de um mRNA de Pp-luciferase. Os ensaios sao

como na Fig. 13B.
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Figuras 14A e 14B sao representagdes esquematicas
de construgles repdérter e de duplas cadeias de siRNA. A
Figura 14A ilustra as regifes dos genes repdrter para a
luciferase do pirilampo (Pp-luc) e de amor-perfeito do mar
(Rr-luc) dos plasmideos pGL2-Control, pGL3-Control e pRL-TK
(Promega). Os elementos reguladores de SV40, o promotor da
timidina-cinase de HSV e dois intrdes (linhas) estao
indicados. A sequéncia da luciferase GL3 é 95% idéntica a
de GL2, mas RL é& totalmente nac relacionada com ambas. A
expressao de luciferase a partir de pGL2 é aproximadamente
10 wvezes inferior a de ©pGL3 em células de mamifero
transfectadas. A regido visada pelas duplas cadeias de
SiRNA esté indicada como barras pretas abaixo da regiao
codificadora dos genes da luciferase. A Figura 14B mostra
as sequéncias codificadoras (parte de c¢ima) e comple-
mentares (parte de baixo) das cadeias duplas de siRNA tendo
como alvo GLZ2 (SEQ ID NOS: 10 e 11), GL3 (SEQ ID NOS: 12 e
13) e luciferase RL (SEQ ID NOS: 14 e 15). As duplas
cadeias de siRNA GLZ e GL3 diferem apenas em 3 substi-
tuicbes de nucledtidos isocladas (assinalado com uma caixa
cinzenta). Como controlo especifico, foi sintetizada uma
cadeia dupla com a sequéncia GL2 invertida, invGL2 (SEQ ID
NOS: 16 e 17). Os extremos salientes 3' de 2 nt de 2'-
desoxitimidina estd indicado como TT; uGL2 (SEQ ID NOS: 18
e 19) ¢é semelhante a siRNA de GL2Z mas contem extremos

salientes 3' de ribo-uridina.

As Figuras 15A-15J sdo graficos que mostram a
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interferéncia por RNA através das cadeias duplas de siRNA,
As razbes entre luciferase alvo e controlc foram norma-
lizadas relativamente a um controlo tampao (bu, barras
negras); barras cinzentas indicam razdes entre a luciferase
de Photinus pyrallis (Pp-Luc)GL2 ou GL3 e a Luciferase de
Renilla reniformis (Rr-Luc) RL (eixo da esquerda), as
barras brancas indicam as razdes entre RL e GL2 ou GL3
(eixo da direita). As Figuras 15A, 15C, 15E, 15G e 15I
mostram resultados de experiéncias realizadas com a
combinag¢ao dos plasmideos repdrteres pGL2-Control e pRL-TK,
as Figuras 15B, 15D, 15F, 15H e 15J com os plasmideos
repérteres pGL3-Control e pRL-TK. A linha celular usada
para a experiéncia de interferéncia estd indicada no topo
de cada grafico. As razdes entre Pp-luc/Rr-Luc para o
controlo tampdo (u) variaram entre 0,5 e 10 para GL2/pRL e
entre 0,03 e 1 para pGL3/pRL, respectivamente, antes da
normalizagdo e entre as varias linhas celulares testadas.
Os dados representados graficamente foram a média de trés

experiéncias independentes * DP.

Figuras 16-16F sdo graficos gue mostram os
efeitos de siRNAs de 21 nt, 50 pb e 500 pb na expressao de
luciferase em células Hela. O comprimento exacto dos dsRNAs
longos estd indicado por baixo das barras. As Figuras 162,
16C e 16E descrevem experiéncias realizadas com 0s plas-
mideos repoérteres pGL2-Control e pRL-TK, as Figuras 16B,
16D e 16F com os plasmideos repoérteres pGL3-Control e pRL-
TK. Os dados foram a média de duas experiéncias independen-

tes £ D.P. Figuras 16A, 16B, expressdo absoluta de Pp-luc,
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apresentada em unidades arbitrarias de luminescénca. Figura
16C, 16D, expressao de Rr-luc, representada em unidades
arbitrédrias de luminescéncia. Figuras 16E, 16F, razdes
entre luciferase alvo normalizada e controlo. 0s indices de
actividade de luciferase para as cadeias duplas de siRNA
foram normalizados relativamente a um controlo tampao (bu,
barras pretas); os indices de luminescéncia para dsRNA de
50 ou 500 pb foram normalizados relativamente as respecti-
vas razbes observadas para dsRNAs de 50 e 500 pb derivados
de GFP humanizada (hG, barras pretas). Deve-se notar que as
diferencas globais na sequéncia entre os dsRNA de 49 e 484
pb que tém como alvo GL2 e GL3 nado sao suficientes para
conferir especificidade entre os alvos GLZ e GL3 (43 nt de
identidade sem interrupc¢do em segmento de 49 pb, 239 nt de
comprimento de identidade sem interrup¢do em segmento de
484 pb) (Parrish, S., et al., Mol. Cell, 6:1077-1087

(2000)) .

DESCRICAO DETALHADA DO INVENTO

A cadeia dupla (dsRNA) dirige a degradag¢dao
especifica de seguéncia de RNA através de um processo
conhecido como interferéncia por RNA (RNA1). Sabe-se que o
processo ocorre numa grande variedade de organismos,
incluindo embrides de mamifero e outros vertebrados. Usando
0 sistema in vitro de Drosophila aqui descrito, foi
demonstrado que dsRNA ¢é processado em segmentos de RNA de
21-23 nt (nt) de comprimento e, ainda, que quando estes

fragmentos de 21-23 nt sdo purificados & novamente
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adicionados aos extractos de Drosophila, eles medeiam a
interferéncia por RNA na auséncia de dsRNA mais longos.
Assim, estes fragmentos de 21-23 nt sdao mediadores
especificos de sequéncia da degradagdo de RNA. Um sinal
molecular, o qual pode ser o comprimento especifico dos
fragmentos, deve estar presente nestes fragmentos de 21-23
nt para recrutar factores celulares envolvidos em RNAi.
Descrevemos aqui estes fragmentos de 21-23 nt e a sua
utilizacao para especificamente inactivarem a fung¢ao de
genes. A utilizacdo destes fragmentos (produzidos por via
recombinante ou oligonucledtidos obtidos por sintese
cquimica da mesma natureza ou similares) permite que mRNAS
especificos sejam dirigidos para degradagdo em células de
mamifero. A wutilizacdo de dsRNAs longos em c¢élulas de
mamifero para induzir RNAi1 geralmente ndo & pratica,
presumivelmente devido aos efeitos adversos da resposta de
interferdo. A inactivagdo especifica da funcdo de um gene
particular, a qual é possivel com fragmentos de 21-23 nt, é

util em aplicagbes gendmicas e terapéuticas funcionais.

Em particular, sao aqui descritas moléculas de
RNA entre cerca de 21 e cerca de 23 nucledtidos gue medeiam
RNAi. Numa realizagdo, a descrigdo esta relacionada com
moléculas de RNA de aproximadamente 21 a 23 nucledétidos que
dirigem a clivagem de mRNA especifico as gquals corres-
pondem. As moléculas de RNA de 21-23 nt podem também
compreender um grupo hidroxilo 3'. As moléculas de RNA de
21-23 nt podem ser de cadeia simples ou dupla (como dois

RNAs de 21-23 nt); tais moléculas podem ser dotadas de
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extremos cerses ou possulr extremos salientes (e.g. 57,
3'"). Em realizagles especificas, a molécula de RNA ¢é de
cadeia dupla e com extremos cerses ou com extremos

salientes (como dois RNAs de 21-23 nt).

Numa realizacao, pelo menos uma cadela da
molécula de DNA possui um extremc saliente 3' entre cerca
de 1 e cerca de 6 nucledtidos (e.g., nucledtidos pirimi-
dina, nucleétidos urina) de comprimento. Noutras realiza-
¢des, o extremo saliente 3' tem entre cerca de 1 e cerca de
5 nucledtidos, entre cerca de 1 e cerca de 3 nucledtidos e
entre cerca de 2 e cerca de 4 nucledtidos de comprimento.
Numa realizagdo, a molécula de RNA ¢é de cadeia dupla, uma
cadeia possul um extremo saliente 3' e a outra cadeia pode
ter extremos cerses ou ter um extremo saliente. Na
realizagao, em gque a molécula de RNA possui cadeia dupla e
ambas as cadelas compreendem um extremo saliente, o
comprimento dos extremos salientes pode ser igual ou
diferente para cada cadeia. Numa realizagdo particular, o
RNA compreende cadeias de 21 nucledtidos, as gquais sao
emparelhadas e possuem extremos sallientes entre cerca de 1
e cerca de 3, particularmente cerca de 2, nucledtidos em
ambos o0s extremos 3' do RNA. De modo a aumentar mais a
estabilidade do RNA contra a degradag¢do, numa realizacao, o
RNA ¢é estabilizado através da inclusdo de nucledtidos de
purinas, tails como nucledtidos de adenosina ou de
guanosina. Como alternativa, a substituigdo de nucledtidos
de pirimidina por andlogos modificados, e.g. substituicao

de 2 nucledtidos salientes 3' de uridina por 2'-desoxi-
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timidina ¢é tolerado e nao afecta a eficiéncia de RNALI. A
auséncia de um hidroxilo 2' aumenta significativamente a
resisténcia a nucleases do extremo saliente em meio de

cultura de tecidos.

As moléculas de 21-23 nt podem ser obtidas usando
uma série de técnicas conhecidas dos familiarizados com a
matéria. Por exemplo, o RNA pode ser sintetizado quimi-
camente ou produzido por via recombinante usando métodos
conhecidos na 4area. 0Os RNAs de 21-23 nt podem também ser
obtidos wusando o sistem In vitro de Drosophila aqui
descrito. A utilizagdo do sistema in vitro de Drosophila
engloba a combinagdo de dsRNA com um extracto soluvel
derivado de embrido de Drosophila, produzindo assim uma
combinagao. A combinacgdoc é mantida em condig¢®es nas quais o
dsRNA ¢é processado em RNA de aproximadamente 21 a 23
nucledtidos. O sistema in vitro de Drosophila pode também
ser usado para obter RNA de aproximadamente 21 a 23
nucledtidos de comprimento qgue medeia interferéncia por RNA
do mRNA particular de um gene particular (e.g., oncogene,
gene viral). Nesta realizacao, o RNA de cadeia dupla que
corresponde a uma seguéncia do gene ¢é combinado com um
extracto soluvel derivado de embrido de Drosophila,
produzindo assim uma combinacdo. A combinagdo é mantida em
condig¢des nas quais o RNA de cadeia dupla é processado no
RNA de cerca de 21 a cerca de 23 nucledtidos. Como aqui se
mostra, © RNA de 21-23 nt medeia RNALI do mRNA a ser
degradado. A presente descricdo também estd relacionada com
as moléculas de RNA de 21-23 nt produzidas pelos métodos

aqui descritos.
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Numa realizagdo, os métodos aqui descritos sao
usados para identificar ou obter moléculas de RNA de 21-23
nt que sao uteis como mediadores da degradacdo de RNA e,
assim, da inibig¢ao de mRNAs, como sejam mRNAs humanos, que
codificam produtcs associados ou causadores de uma doenga
ou de uma condigdo indesejdvel. Por exemplo, a produgao de
uma oncoproteina ou de uma proteina viral pode ser inibida
em seres humanos, de forma a evitar que a doenga ou
condig¢do ocorra, limitar o grau em que ocorre ou reverté-
la. Se for conhecida a sequéncia do gene a ser inactivado,
podem ser produzidos RNAs de 21-23 nt e testados
relativamente & sua capacidade para mediar RNALI numa
célula, como seja uma célula humana ou de outro primata. As
moléculas de RNA humanas de 21-23 nt que se demonstrou
mediarem RNA1 podem ser testadas, caso se pretenda, num
modelo animal apropriado para avaliar a sua eficdcia in
vivo. Coépias adicionais de RNAs de 21-23 nt que se
demonstrou mediarem RNALI podem ser produzidas pelos métodos

aqui descritos.

0 método de obtencao da sequéncia de RNA de 21-23
nt que utiliza o sistema in vitro de Drosophila pode ainda
compreender o isolamentc da sequéncia de RNA a partir da
combinagdo. As moléculas de RNA de 21-23 nt podem ser
iscladas usando uma série de técnicas conhecidas dos
familiarizados com a matéria. Por exemplo, a electroforese
em gel pode ser usada para separar RNAs de 21-23 nt da

combinacdo, fatias de gel compreendendo as sequéncias de
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RNA removidas e os RNAs eluidos das fatias de gel. Como
alternativa, métodos nao desnaturantes de cromatografia em
coluna, podem ser usados para isolar o RNA produzido.
Ainda, cromatografia (e.g., cromatografia de exclusao por
tamanho), centrifugacao em gradiente de glicerol,
purificacao por afinidade com anticorpos poder ser usadas
para isolar RNAs de 21-23 nt. O complexo de RNA-proteina
isolado a partir do sistema in vitro de Drosophila pode
também ser wusado directamente nos métodos aqui descritos
(e.g., método de mediacao de RNAiI para mRNA de um gene). Os
extractos soltveis derivados de embrido de Drosophila que
medeiam RNAi estdao incluidos na descricao. O extracto
soluvel de Drosophila pode ser obtido por uma variedade de
formas. Por exemplo, © extracto soluvel pode ser obtido a
partir de embrides de Drosophila na fase de blastoderme
sincial como descrito nos Exemplos 1, 2 e 3. 0s extractos
soluvels podem derivar de outras células em que o RNA1L
ocorre. Como alternativa, os extractos soluvels podem ser
obtidos a partir de uma célula que ndo possul RNA1. Neste
caso, o0s factores necessdrios para mediar RNA1I podem ser
introduzidos em tal célula e o extracto soluvel é entdo
obtido. 0Os componentes do extracto podem também ser
sintetizados quimicamente e/ou combinados usando métodos

conhecidos na 4area.

Qualquer dsRNA pode ser usado nos métodos do
presente invento, desde que tenha homologia suficiente com
0 gene alvo para mediar RNAiI. A sequéncia do dsRNA para

usar nos metodos do presente invento ndo necessita de ser
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conhecida. Como alternativa, o dsRNA para usar no presente
invento pode corresponder a uma sequéncia conhecida, como a
de um gene completo (ou mais) ou porgao do mesmo. Nao
existe limite superior no comprimento do dsRNA que pode ser
usado. Por exemplo, o dsRNA pode variar entre cerca de 21
pares de bases (pb) do gene até ao comprimento completo do
gene ou mais. Numa realizacdo, o dsRNA usado nocs métodos do
presente invento tem cerca de 1000 pb de comprimento. Numa
outra realizacac, o dsRNA tem cerca de 500 pb de
comprimento. Ainda numa outra realiza¢do, ¢ dsRNA tem cerca

de 22 pb de comprimento.

Os RNAs de 21-23 nt aqui descritos podem ser
usados numa variedade de formas. Por exemplo, as moléculas
de RNA de 21 a 23 nt podem ser usadas para mediar a
interferéncia por RNA do mRNA de um gene numa célula ou
organismo. Numa realizac¢do especifica, o RNA de 21 a 23 nt
¢ 1introduzido em células humanas ou num ser humano, de
forma a mediar interferéncia por RNA nas células ou em
células no individuo, de forma a prevenir ou tratar uma
doenca ou condigdo indesejdvel. Neste método, um gene (ou
genes) que causam ou contribuem para a doenga ou condigdo
indesejavel ¢é inactivado sendo o mRNA correspondente (o
produto de transcrigao do gene alvo) degradado através de
RNAi. Nesta realizag¢do, um RNA de aproximadamente 21 a 23
nucedtidos que tem como alvo o mRNA correspondente (o mRNA
do gene alvo) para degradagdao ¢é introduzido na célula ou
organismo. A célula ou organismo ¢ mantido em condig¢des nas

quais ocorre a degradacaoc do correspondente mRNA, mediando
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assim a interferéncia por RNA do mRNA do gene na célula ou
organismo. Numa realizacdc particular, o método de mediacgao
da interferéncia por RNA de um gene numa célula compreende
a combinacao de RNA de cadela dupla, que corresponde a uma
sequéncia do gene, com um extracto soluvel derivado de
embridao de Drosophila, produzindo assim uma combinagao. A
combinagao é mantida em condig¢des tais que o RNA de cadeia
dupla seja processado em RNA de 21 a 23 nucledétidos. O RNA
de 21 a 23 nt foi entdo isolado e introduzido na célula ou
organismo. A célula ou organismo ¢é mantida em condig¢des
tais que ocorra degradac¢do de mRNA do gene, mediando assim
interferéncia por RNA do gene na c¢élula ou organismo. No
caso de o RNA de 21-23 nt ser introduzido numa célula em
gque RNAi normalmente ndc ocorre, os factores necessarios
para mediar RNA1 sdo introduzidos em tal célula ou a
expressdo dos factores necessarios ¢é induzida em tal
célula. Como alternativa, o RNA de 21-23 nt produzido por
outros métodos (e.g., sintese quimica, produgdo de DNA
recombinante) para ter uma composi¢do igual ou suficiente-
mente similar ao RNA de 21 a 23 nt para mediar RNA1LI pode
ser usado de forma semelhante para mediar RNAi. Também &
descrito que tais RNAs de 21 a 23 nt podem ser alterados
pela adigao, delec¢do, substitui¢do ou modificagdo de um ou
mais nucledtidos e/ou podem compreender materiais nédo
nucleotidicos. E ainda descrito um método ex vivo de
tratamento de células de um individuo para degradar um ou
mais genes que causem ou estejam associados a uma doencga ou
condigdo indesejavel, como seja leucemia ou SIDA. Nesta

realizacdo, as células a serem tratadas sdo obtidas do
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individuo usando métodos conhecidos (e.g., flebotomia ou
colheita de medula) e RNAs de 21-23 nt, que medeiam a
degradacao de um ou mais mRNAs correspondentes, sao intro-
duzidos nas células, as quals sao entao re-introduzidas no
individuo. Se necessdrio, os componentes biocquimicos para

RNAi1 ocorrer podem também ser introduzidos nas células.

O mRNA de qualquer gene pode ser dirigido para
degradacao usando os métodos de mediacdo de interferéncia
de mRNA aqui descrito. Por exemplo, qualquer mRNA celular
ou viral pode ser alvejado e, como resultado, a expressao
da proteina codificada (e.g., uma oncoproteina, uma pro-
teina viral), serd diminuida. Ainda, o mRNA de qualquer
proteina associada ou causadora de uma doencga ou condigdo
indesejavel pode ser dirigido para degradagdo usando oS

métodos aqui descritos.

O presente invento também estad relacionado com um
método de avaliagdao da fungdo de um gene numa célula ou
organismo ndo humano. Numa realizagdo, uma sequéncia de RNA
de 21 a 23 nucledétidos que tem como alvo mRNA do gene para
degrada¢do ¢é introduzida na célula ou organismo. A célula
ou organismo ¢ mantida em condi¢des tais que ocorre
degradacdo de mRNA do gene. O fendtipo da célula ou
organismo € entdo observado e comparado com um controlo
adequado, proporcionando assim informacao acerca da fungdo
do gene. Numa outra realizag¢do, 0 RNA de cadeia dupla que
corresponde a uma seguéncia do gene € combinado com um

extracto soluvel derivado de Drosophila em condigBes tais
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gue o RNA de cadeia dupla seja processado para gerar RNA de
21 a 23 nucledtidos. O RNA de 21 a 23 nucledtidos é isolado
e depois introduzido na célula ou organismo nao humano. A
célula ou organismo é mantido em condig¢des nas quails ocorre
degradacdao do mRNA do gene. O fendtipo da célula ou
organismo ¢ entdo observado e comparado com um controlo

adequado, identificando assim a fung¢ao do gene.

Um outro aspecto deste invento é um método de
avalia¢ao da capacidade dos RNAs de 21-23 nt para mediar
RNAi1 e, em particular, determina¢do de quais os RNAs de 21-
23 nt medeiam mais eficientemente RNAi. Numa realizacgdo do
método, dsRNA correspondendo a sequéncia de um mRNA a ser
degradado ¢ combinado com mRNA marcado de forma detectdvel
(e.g., marcado nos extremos, como seja marcado radio-
activamente) e com o extracto soluvel deste invento, pro-
duzindo assim uma combinagdo. A combinacdo ¢ mantida em
condi¢des tais que o RNA de cadeia dupla seja processado e
0 mRNA seja degradado. Os locais da clivagem mais eficiente
sao mapeados por comparag¢do da migracdo dos produtos de
clivagem do mRNA marcado com a dos marcadores de tamanho
conhecido. Os 21 meros que abrangem estes locais sdao entdo
projectados e testados relativamente a sua eficacia na

mediacao de RNAi.

Como alternativa, o© extracto do presente invento
pode ser usado para determinar se existe um segmento
particular ou segmentos particulares do mRNA correspondente

a um gene que sejam mais eficientemente alvejados por RNAiL
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do que outras regibes e, assim, podem ser locais alvo
especialmente Uteils. Numa realizagdo, dsRNA correspondente
a uma sequéncia de um gene a ser degradado e mRNA marcado
do gene sao combinados com um extracto soluvel gque medeia
RNAi, ©produzindo assim uma combinacao. A combinagao
resultante é mantida em condig¢des tais que o dsRNA seja
degradado e os localis no mRNA que sao mais eficazmente
clivados sejam identificados, usando métodos conhecidos,
como seja comparacao com padrdes de tamanho conhecido num

gel de sequenciac¢do.

PANORAMA GERAL DOS EXEMPLOS

A andlise bioguimica do RNAi1 tornou-se possivel
com o desenvolvimento do lisado de embrido de Drosophila in
vitro gue reconstitui o silenciamento, dependente de dsRNA,
da expressdao do gene descrito no Exemplo 1 (Tuschl et al.,
Genes Dev., 13:3191-7 (1999)). No sistema in vitro, dsRNA,
mas nao RNA codificador ou asRNA, dirige um mRNA corres-
pondente para degradacao, no entanto nao afecta a esta-
bilidade de um mRNA contrclo ndao relacionado. Ainda, a pré-
incubacdo do dsRNA no lisado potencia a sua actividade de
degradac¢ao do mRNA alvo, sugerindo gque © dsRNA deve ser
convertido numa forma activa através da ligacdo de
proteinas no extracto ou através da modifica¢do covalente

(Tuschl et al., Genes Dev., 13:3191-7 (1999)).

E aqui descrito o desenvolvimento de um sistema

acelular a partir de embrides de Drosophila na fase de
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blastoderme sincicial que recapitula muitas das caracteris-
ticas de RNAi1i. A interferéncia observada nesta reacgiao é
especifica de sequéncia, ¢ promovida por dsRNA mas nao por
RNA de cadeia simples, funciona por degradagac de mRNA
especifico, requer um comprimento minimo de dsRNA e € mais
eficiente com dsRNA longo. Ainda, a pré-incubagac de dsRNA
potencia a sua actividade. Estes resultados demonstram que
RNA1 ¢ mediada por processos especificos de sequéncia em

reacgbes sollveils.

Como descrito no Exemplo 2, o sistema in vitro
foli wusado para analisar o0s requisitos de RNALI e para
determinar © destino do dsRNA e do mRNA. RNA1I in vitro
requer ATP, mas nao requer traducdo de mRNA ou reconhe-
cimento da estrutura "cap" 7-metil-guanosina do mRNA alvo.
0O dsRNA, mas nac o RNA de cadeia simples, € processado in
vitro para dar origem a uma populagdo de espécies de 21-23
nt. A desamina¢do de adenosinas dentro do dsRNA nao parece
ser necessdria para a formacdo dos RNAs de 21-23 nt. Como
aqui descrito, o mRNA é clivado apenas na regido correspon-
dente a sequéncia do dsRNA e o mRNA ¢ clivado em intervalos
de 21-23 nt, indicando fortemente que os fragmentos de 21-
23 nt do dsRNA tém como alvo a clivagem do mRNA. Ainda,
como descrito nos Exemplos 3 e 4, quando os fragmentos de
21-23 nt sdo purificados e adicionados novamente ao

extracto soltvel, medeiam RNAi,

O presente invento estd i1lustrado nos exemplos
gue se seguem, ©0S quals nac se destinam a ser de alguma

forma limitantes.
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Exemplo 1 Degradacac de mRNA alvo por RNA de

cadeia dupla in vitro

Materiais e Métodos

RNAS

O mRNA de Rr-Luc consistiu na sequéncia codifi-
cadora da luciferase Rr de 962 nt flangueada por 25 nt de
sequéncia nao traduzida derivada do poli-adaptador do
plasmideo pSP64 e 25 nt da sequéncia 3' ndo traduzida
consistindo em 19 nucledtidos da sequéncia do poliadaptador
do plasmideo pSP64 seguido de um local SacI de 6 nt. O mRNA
de Pp-Luc continha a sequéncia codificadora da luciferase
Pp de 1653 nt com um local KpnI introduzido imediatamente
antes do coddo de paragem da luciferase Pp. A sequéncia
codificadora de Pp foi flanqueada por sequéncias 5' nao
traduzidas consistindo em 21 nt do poli-adaptador do plas-
mideo pSP64 seguido de 512 nt da regido 5' ndo traduzida
(UIR) derivada do mRNA humpback de Drosophila e as
sequéncias ndo traduzidas 3' consistindo em 562 nt da UTR
3' de humpback seguido de um local SacI de 6 nt. As sequén-
cias UTR 3' de corcunda usadas continham seis mutagdes G
para U que destroem a fungdc dos Elementos de Resposta
Nanos 1in vivo e 1in vitro. BAmbos o0s mRNAsS repdrteres
terminavam numa caudam poli(A) de 25 nt codificada no
plasmideo transcrito. Para os mRNAs Rr-Luc e Pp-Luc, o0s

transcritos foram gerados por transcricac corrida ("run-
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off") a partir das matrizes de plasmideo clivadas no local
Nsil imediatamente apds os 25 nt codificadores da cauda
poli(A). Para assegurar que os transcritos terminavam numa
cauda poli(A), as matrizes de transcricao clivadas com Nsil
foram dotadas de extremos cerses com DNA-polimerase de T4
na presenga de dNTPs. Usou-se o kit SP6 mMessage mMachine
(Ambion) para a transcricao in vitro. Usando este kit,
cerca de 80% dos transcritos resultantes apresentam estru-
tura "cap" 7-metilguanosina. A marcac¢do com ‘P foi conse-
guida através da inclusdo de a—“P -UTP na reaccdo de

transcricgao.

Para Pp-Luc, ssRNA, asRNA e dsRNA correspondentes
as posicbes 93 a 597 relativamente ao inicic da traducao
deram um dsRNA de 505 pb. Para Rr-Luc, ssRNA, asRNA e dsRNA
correspondentes as posicbes 118 a 618 relativamente ao
inicio da tradugdo deram um dsRNA de 501 pb. O dsRNA
competidor nanos de Drosophila correspondeu as posigdes 122
a 629 relativamente ao inicio da traducao, dando um dsRNA
de 508 pb. ssRNA, asRNA e dsRNA (esguematizados na figura
1) foram transcritos in vitro com & RNA-polimerase de T7 a
partir de matrizes geradas por reacgdo em cadeia da
polimerase. Apdés purificacidao em gel dos transcritos de RNA-
polimerase de T7, a matriz de DNA residual fol removida por
tratamento com DNase RQl (Promega). O RNA foi entdo extrai-
do com fenol e clorofdrmio, e depois precipitado e dissol-

vido em agua.
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Emparelhamento do RNA e electroforese em gel

nativo.

5sRNA e asRNA (0,5 uM) em Tris-HCLl 10 mM (pH 7,5)
com NaCl 20 mM foram aquecidos a 95°C durante 1 min, depois
arrefecidos e emparelhados a temperatura ambiente durante
12 a 16 horas. Os RNAs foram precipitados e ressuspensos em
tampdo de lise (abaixo). Para monitorizar o emparelhamento,
0s RNAs foram sujeitos a electroforese num gel de 2% de
agarose em tampdo TBE e corados com brometc de etidio
(Sambrook et al., Molecular Cloning. Cold Springe Harbor

Laboratory Press, Plainview, NY. (1989)).

Preparac¢doc do lisado

Embrides com zero a duas horas de idade de moscas
Oregon R foram colhidos em agar de melago e levedura a
25°C. Os embrifes foram descorionados durante 4 a 5 min em
50% (v/v) de lexivia, lavados com 4agua, secos sobre papel
de filtro e transferidos para um triturador de tecido
Potter-Elvehjem arrefecido (Kontes). O0s embrides foram
lisados a 4°C em um ml de tampao de lise (acetato de
potassio 100 mM, HEPES-KOH 30 mM, pH 7,4, acetato de
magnésio 2 mM) contendo ditiotreitol (DIT) 5 mM e 1 mg/ml
de Pefabloc SC (Boehringer-Mannheim) por grama de embrides
humidos. O 1lisado foi centrifugado durante 25 minutos a
14500 xg, a 4°c¢C, e o sobrenadante 1nstantaneamente

congelado em aliquotas em azoto liquido e guardado a -80°C.
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Condigdes de reaccgao

A preparacao de lisado e as condigbes de reacgao
foram derivadas das descritas por Hussain e Leibowitz
(Hussain e Leibowitz, Gene 46:13-23 (1986)). As reaccgdes
continham GTP 100 puM, 50% (v/v) de lisado, mRNAs (10 a 50
pM concentragdo final) e 10% (v/v) de tampdo de lise con-
tendo o ssRNA, asRNA ou dsRNA (concentragao final 10 mM).
Cda uma das reaccgdes também continha fosfato de creatina 10
mM, 10 pg/ml de fosfocinas de creatina, GTP 100 uM, UTP 100
uM, CTP 100 upM, ATP 500 pM, DTT 5 uM, 0,1 U/ml de RNasin
(Promega) e 100 puM de cada aminodcido. A concentracdo final
de acetato de potédssio foi ajustada a 100 mM. Para as
condi¢des padrao, as reacgdes foram montadas em gelo e
depois pré-incubadas a 25°C durante 10 minutos antes da
adigcdo de mRNA. Apds adicao dos mRNAs, a incubacgdo
continuou durante mais 60 min. O passo de 10 min de pré-
incubac¢do fol omitido nas experiéncias das Figuras 3A-3C e
S5A-5C. As reacgfes foram paradas com quatro volumes de
tampao Passive Lysis 1,25X (Promega). A actividade de
luciferase Pp e Rr foi detectada num lumindémetro Monolight
2010 (Analytical Luminescence Laboratory) usando o0 sistema

Dual-Luciferase Reporter Assay (Promega).

Estabilidade do RNA

As reacgbes com mRNA marcado radioactivamente com

*’p foram paradas pela adigdo de 40 volumes de tampdo PK 2x

(Tris-HC1 200 mM, pH 7,5, EDTA 25 mM, NaCl 300 mM, 2% p/v
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de dodecilsulfato de sédio). Foil adicionada proteinase K
(E.M. Merck; dissolvida em &gua) para uma concentracgao
final de 465 ug/ml. As reacg¢des foram entdo incubadas
durante 15 min a 65°C, extraldas com fenol/clorofdr-
mio/Adlcool discamilico (25:24:1) e precipitadas com igual
volume de isopropanol. As reacgles foram analisadas por
electroforese num gel de formaldeido/agarose (0,8% p/v)
(Sambrook et al., Molecular Cloning. Cold Spring Harbor
Laboratory Press, Plainview, NY. (1989)). A radiocactividade
foi detectada através da exposicdo do gel de agarose [seco
sob vacuo numa membrana Nytran Plus (Amersham)] a uma placa
de imagem (Fujix) e quantificado usando programas Fujix Bas

2000 e Image Gauge 3.0 (Fujix).

Lisados comerciais

Reaccdes de lisado de reticuldécitos de coelho nao
tratados (Ambion) e de extracto de gérmen de trigo (Ambion)
foram montadas de acordo com as instrucgdes do fabricante.
dsRNA foi incubado no lisado a 27°C (gérmen de trigo) ou a
30°C (lisado de reticulécito) durante 10 minutos antes da

adicao de mRNAs.

Resultados e discussdo

Para avaliar se o dsRNA pode especificamente
bloquear a expressdo de genes in vitro, foram usados mRNAS
repoérter derivados de dois genes diferentes da luciferase

que ndo estdo relacionados, tanto no respeita a seguéncia
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como na especificidade ao substrato luciferina: luciferase
de Renilla reniformis (amor-perfeito do mar) (Rr-Luc) e
luciferase de Photuris pennsylvanica (pirilampo) (Pp-Luc).
dsRNA gerado a partir de um gene foi usado para atingir o
mRNA de uma das luciferases, enquanto o mRNA da outra
luciferase foi um controlo internc cotraduzido na mesma
reacgao. dsRNAs de aproximadamente 500 pb foram preparados
por transcrig¢do dos produtos da reacgdo em cadeia da
polimerase a partir dos genes Rr-Luc e Pp-Luc. Cada dsRNA
comegou ~100 pb a jusante do inicio da tradugaoc (Figura 1).
Os RNAs codificadores (ss) e complementares (as) foram
transcritos in vitro e emparelhados um com o outro para
produzir o dsRNA. Foi realizada electroforese em gel nativo
dos asRNA e ssRNA individuais, de 501 nt para Rr e 505 nt
para PP, usados para formar os dsRNAs Rr e Pp. O SSRNA,
asRNA e dsRNA foram testados quanto & sua capacidade para
bloquear especificamente a expressdo do seu mRNA cognato
mas ndo a expressac do mRNA controlo interno ndo rela-

cionado.

O ssRNA, asRNA ou dsRNA foi incubado durante 10
min numa reacg¢do contendo lisado de embrides de Drosophila,
depoils ambos 0s mRNAs Pp-Luc e Rr-Luc foram adicionados e a
incubagao continuou durante mais 60 min. O lisado de
embrides de Drosophila traduz eficazmente mRNA transcrito
exogenamente nas condig¢fes usadas. As quantidades das
actividades Pp-Luc e Rr-Luc foram medidas e usadas para
calcular as razdes Pp-Luc/Rr-Luc (Figura 2A) ou Rr-Luc/Pp-

Luc (Figura 2B). Para facilitar a comparac¢do de diferentes
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experiéncias, as razdes de cada experiénecia foram norma-
lizadas em relagdo a razdo observada para um controlo em
que o tampdo foli adicionado a reaccdo em vez de ssRNA, as

RNA ou dsRNA,

A Figura 2A mostra que uma concentragdao de 10 nM
de dsRNA de 505 pb, idéntico a uma porgado da sequéncia do
gene Pp-Luc, inibiu especificamente a expressdo do mRNA Pp-
Luc mas nao afectou a expressao do controlc interno Rr-Luc.
Nem ssRNA nem asRNA afectaram a expressdao de Pp-Luc ou do
controlo interno Rr-Luc. Assim, a expressdo de Pp-Luc foi
especificamente inibida pelo seu dsRNA coganto. Ao con-
trdrio, uma concentragdo de dsRNA de 501 pb dirigido contra
0 mMRNA Re-Luc inibiu especificamente a expressdo de Rr-Luc
mas nado a do controlo interno Pp-Luc (Figura 2B).
Novamente, niveis compardveis de ssRNA ou de asRNA tiveram
pouco ou nenhum efeito na expressdao de qualquer um dos
mRNAs repérteres. Em média, o dsRNA reduziu a expressaoc de
luciferase especifica em 70% nestas experiéncias, nas guais
a actividade de luciferase foi medida apdés 1 h de
incubacg¢do. Noutras experiéncias em que a capacidade de
tradug¢dao da reacgao fol mantida pela adig¢do de 1lisado
fresco e dos componentes da reacgao, fol observada uma re-
ducdo adicional na actividade da 1luciferase alvo rela-

tivamente ao controlo interno.

A capacidade de dsRNA, mas naoc de asRNA, inibir a
expressaoc do gene nestes lisados ndo € meramente uma

consequéncia da maior estabilidade do dsRNA (semi-vida de
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cerca de 2 h) relativamente acos RNAs de cadela simples
(semi-vida ~10 min). ssRNA e asRNA transcritos com uma
estrutura "cap" T7-metilguanosina eram sac estdveis no
lisado como o dsRNA sem "cap", mas naoc inibem a expressao
do gene. Pelo contrario, o dsRNA formado a partir do ssRNA
e do asRNA bloqueiam especificamente a expressao do mRNA

alvo.

RNAi eficaz em Drosophila requer a injeccgdao de
cerca de 0,2 fmol de dsRNA num embrido na fase de blasto-
derme sincicial (Kennerdell e Carthew, Cell 95: 1017-1026
(1998); Carthew, wwwl.pitt.edu/~carthew/manual/RNAi_Protocol.
html (1999)). Uma vez que o volume médio de um embridc de
Drosophila é¢ de aproximadamente 7,3 nl, isto corresponde a
uma concentracdo intracelular de aproximadamente 25 nM
(Mazur et al., Criobiology 25:543-544 (1988)). A expressado
do gene no 1lisado de Drosophila foi 1inibida por uma
concentragdo compardvel de dsRNA (10 nM), mas baixando a
concentracao de dsRNA dez vezes baixou a quantidade de
interferéncia especifica. dsRNA dez nanomolar corresponde a
um excesso de 200 vezes do dsRNA relativamente ao mRNA alvo
adicionado ao lisado. Para testar se este excesso de dsRNA
deve reflectir um passo dependente do tempo e/ou concen-
tracdo em que o dsRNA adicionado foi convertido numa forma
activa para interferéncia especifica de gene, foil avaliado
o efeito da pré-incubacdo do dsRNA na sua capacidade para
inibir a expressdo do seu mRNA cognato. Devido a capacidade
de traducao dos lisados ser, significativamente, reduzida

apés 30 minutos de incubagdac a 25°C (observagdes nao
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publicadas), foi desejavel assegurar que todos os factores
necessdrios a RNA1I permanecessem activos ao longo do
periocdo de pré-incubagaoc. Assim, cada 30 minutos, uma
reacgao contendo dsRNA e lisado foi misturada com uma
reacgao fresca contendo lisado nao incubado (Figura 3A4).
Apds seis transferéncias sucessivas seriadas abrangendo 3
horas de pré-incubacdo, o dsRNA, agora diluido 64 vezes
relativamente & sua concentracgdo original, feoi incubado com
lisado e 50 pM de mRNA alvo durante 60 min. Finalmente, os
niveis de enzima Pp-Luc e Rr-Luc foram medidos. Para
comparac¢do, a quantidade de dsRNA adicionada (10 nM) foi
diluida 32 vezes em tampdc e avaliada a sua capacidade para
gerar interferéncia por RNA especifica de gene na auséncia

de gualguer passo de pré-incubagdo.

A pré-incubacdo do dsRNA no lisado potenciou
significativamente a sua capacidade para inibir a expresséo
especifica de um gene. Engquanto o dsRNA diluido 32 vezes
nac mostrou efeito, o dsRNA pré-incubado foi, dentro do
erro experimental, tdo forte quanto o dsRNA ndo diluido,
apesar de ter sofrido uma diluigdao de 60 vezes. A poten-
cliagcdo do dsRNA através de pré-incubag¢do foi observada para
dsRNAs tendo como alvo o mRNA de Pp-Luc (Figira 3B) e o
mRNA de Rr-Luc (Figura 3C). Tendo em consideragac a dilui-
cac de 64 vezes, a activacgdo conferida pela pré-incubacgao
permitiu que uma concentrag¢do de 156 pM de dsRNA inibisse
MRNA alvo 50 pM. Ainda, a diluig¢do do dsRNA "activado" pode
ser eficaz mas ndo foi testada. Observémos que, apesar de

ambos 0s dsRNA testados serem activados pela pré-incubacgao,
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cada um deles manteve a sua especificidade para interferir
com a expressdo apenas do mRNA de que é homdlogo. Outros
estudos das reacgles podem proporcionar uma via de

identificagao do mecanismo de potenciacao do dsRNA.

Uma explicagao possivel para a observagao de que
a pré-incubag¢ao do dsRNA aumenta a sua capacidade para
inibir a expressdo do gene nestes lisados é gue factores
especificos modificam e/ou se associam ao dsRNA. Assim, a
adicdo de quantidades crescentes de dsRNA a reacgdo deverd
titular tais factores e baixar a quantidade de interferén-
cia especifica de gene causada por um segundo dsRNA de
sequéncia nado relacionada. Para o mRNA de Pp-Luc e para o
mRNA de Rr-Luc, a adicdo a reaccgdo de concentracgdes cres-—
centes de dsRNA nanos de Drosophila ndo relacionado decres-
ceu a quantidade de interferéncia especifica de gene causa-
da pelo dsRNA tendo como alvo o mRNA repdrter (Figura 4).
Nenhuma das concentragdes testadas de dsRNA nanos afectou
0s niveis de tradugdo do mRNA ndo alvo, demonstrando que o
dsRNA nanos titulou especificamente factores envolvidos na
interferéncia especifica de gene e ndo componentes da
maguinaria de tradugdo. Um ou mais factores limitantes
foram titulados pela adigao de dsRNA aproximadamente 1000
nM, um excesso de 200 vezes relativamente ao dsRNA 5 nM

usado para produzir interferéncia especifica.

A interferéncia in vitro deverd reflectir a
inibicao especifica da tradugdo do mRNA ou a destruigao

dirigida do mRNA especifico. Para distinguir estas duas
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possibilidades, os destinos dos mRNAs de Pp-Luc e de Rr-Luc
foram examinados directamente usando substratos marcados
radicactivamente com “P. A estabilidade do mRNA de Pp-Luc
ou do mRNA de Rr-Luc 10 nM incubado em lisado, com tampao
ou com Pp-dsRNA de 505 pb (50 nM)., As amostras foram
desproteinizadas e os mRNAs marcados radioactivamente com
P foram entdo resolvidos por electroforese em gel
desnaturante. Na auséncia de dsRN2A, ambos os mRNAs de Pp-
Luc e de Rr-Luc mostraram—-se estaveis nos lisados, com ~75%
do mRNA adicionadec permanecendo apdés 3 h de incubagdo.
(cerca de 25% do mRNA adicionado foil rapidamente degradado
na reac¢do e provavelmente representa mRNA sem "cap" gerado
pelo processo de transcrigdo in vitro. Na presenca de dsRNA
(10 nM, 505 pb) tendo como alvo mRNA de Pp-Luc, menos de
15% do mRNA de Pp-Luc se manteve apdés 3 h (Figura 5A4).
Conforme esperado, o mRNA de Rr-Luc manteve-se estavel na
presenga do dsRNA tendo como alvo mRNA de Pp-Luc. Pelo
contrario, dsRNA (10 nM, 502 pb) tendo como alvo o mRNA de
Rr-Luc causou a destruigcdao do mRNA de Rr-Luc mas nao teve
qualguer efeito na estabilidade do mRNA de Pp-Luc (Figura
5B). Assim, o dsRNA causou especificamente um decaimento
acelerado do mRNA de que ¢ homélogo sem efeito na estabi-
lidade do mRNA controlo ndo relacionado. Este resultado
indica que in vivo, pelo menos em Drosophila, o efeito do
dsRNA ¢ directamente desestabilizar ¢ mRNA alvo, nao
alterar a sua localizac¢ao subcelular, por exemplo, causando
a sua retengao especifica no nucleo, resultando em degra-

dagao nao especifica.
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Estes resultados sao consistentes com a observa-
cao de qgue RNALI conduz a nivels reduzidos de mRNA citoplas-
matico in vivo, conforme medido por hibridacdo in situ
(Montgomery et al., Proc. Natl., Acad. Sci. USA 95:15502-
15507 (1998)) e transferéncias Northern (Ngo et al., Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 95:14687-14692 (1998)). As analises de
transferéncias Northern em tripanossomas e hidras sugerem
que o dsRNA tipicamente cause decréscimo dos niveis de mRNA
em menos de 90% (Ngo et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA
95:14687-14692 (1998); Lohman et al., Dev. Biol. 214:211-
214 (1999)). Os dados aqui apresentados mostram que o0s
niveis de mRNA in vitro sido reduzidos 65 a 85% apds trés
horas de incubagdo, um efeito compardvel com observagdes in
vivo. Eles também concordam que o resultado de RNA1 em C.
elegans ¢ poés-transcricional (Montgomery et al., Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 95:15502-15507 (1998)). A explicacdo
mais simples para os efeitos especificos na sintese
proteica é que reflictam a velocidade acelerada do decai-
mento do RNA. No entanto, 0s resultados ndo excluem efeitos
independentes mas especificos na tradugdo, assim como na

estabilidade.

In vivo, o RNA1 parece reguerer um comprimento
minimo de dsRNA (Ngo et al., Proc. Natl. Acad. Sci., USA,
95:14687-14692 (1998)). A capacidade do RNA de cadeia dupla
de comprimentos 49 pb, 149 pb, 505 pb e 997 pb (esquemati-
zado na Figura 1) para direccionar a degradagaco do mRNA de
Pp-Luc in vitro fol avaliada. De acordo com as observagdes

in vivo, o dsRNA de 49 pb foi ineficaz in vitro, enquanto o



PE1309726 - 45 -

dsRNA de 149 pb estimulou o decaimento do mRNA apenas
ligeiramente e ambos o0s dsRNAs de 505 e de 997 pb causaram
degradacao robusta do mRNA (Figura 5C). O dsRNA de 50 pb
tendo como alvo outras porgdes do mRNA causaram degradacao
detecavel do mRNA, ainda que ndo tdo robusta como a
observada com o dsRNA de 500 pb. Assim, apesar de alguns
dsRNA curtos ndao mediarem RNAi, outros com aproximadamente
0 mesmo comprimento, mas diferente composicdo, serdo capa-
zes de o fazer. Avaliou-se se a interferéncia especifica de
gene observada em lisados de Drosophila era uma propriedade
geral dos sistemas de tradu¢do acelulares. 0s efeitos dos
dsRNAs na expressdo de mRNA de Pp-Luc e de Rr-Luc foram
avaliados em extractos comerciails de germén de trigo e em
lisados de reticuldécitos de coelho. Nado houve efeito na
adicdo de ssRNA, asRNA ou dsRNA 10 nM na expressdo de mRNA
repdrter nos extractos de gérmen de trigo. Pelo contrario,
a adicao de dsRNA 10 nM ao lisado de reticuldcitos de
coelho causou um decréscimo profundo e rapido néao
especifico na estabilidade do mRNA. Por exemplo, a adigao
de dsRNA Rr-Luc causou a degradac¢do dos mRNAs de Rr-Luc e
de Pp-Luc dentro de 15 min. O mesmo efeito ndo especifico
foi observado quando da adigdo de dsRNA Pp-Luc. A
destruic¢do ndo especifica de mRNA, induzida pela adicao de
dsRNA ao lisado de reticuldcito de coelho, presumivelmente
reflecte a activagao previamente observada de RNase L por
dsRNA (Clemens e Williams, Cell 13:565-572 (1978); Williams
et al., Nucleic Acids Res. 6:1335-1350 (1979); Zhou et al.,
Cell 72:753-765 (1993); Matthews, "Interactions Dbetween

Viruses and the Cellular Machinery for Protein Synthesis".
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In "Translational Control" (eds. J. Hershey, M. Mathews and
N. Sonenberg), pp. 505-548., Cold Spring Harbor Laboratory
Press, Plainview, NY, (1996)). Foram recentemente descritas
linhas celulares de murganho sem vias anti-virais induzidas
por dsRNA (Zhou et al., Virology 258:435-440 (1999)) que
podem ser Uteis na pesquisa de RNAi em mamiferos. Ainda que
se saiba da sua existéncia em algumas linhas celulares de
mamifero (Wianny e Zernicka-Goetz Nat. Cell Biol. 2:70-75
(2000)), em muitos tipos de células de mamifero &
provavelmente obscurecida pela inducgdo rapida por dsRNA de

respostas anti-virais ndo especificas.

A destruigdo dirigida por dsRNA de mRNA especifi-
co é caracteristica de RNAi, a qual foi observada in vivo
em muitos organismos, incluindo Drosophila. O sistema
descrito atrds reconstitui numa reacgdo in vitro muitos
aspectos de RNAi., O mRNA alvo é especificamente degradado
enquanto mRNAs controlo ndo relacionados, presentes na
mesma solugdo, nao sao afectados. O processo é mais
eficiente com dsRNAs superiores a 150 pb de comprimento. A
reaccdo de degradagdo especifica de dsRNA in vitro é
provavelmente geral para muitos, sendo todos, 0s mRNAs, uma

vez gque fol observada com dois genes ndo relacionados.

O grau de grandeza dos efeitos na estabilidade do
mRNA in vitro aqui descrito é compardvel aos descritos in
vivo (Ngo et al., Proc. Natl. Acad. Sci., USA, 95:14687-
14692 (1998); Lohmann et al., Dev. Biol., 214: 211-214

(199). No entanto, a reaccgcdo in vitro requer um excesso de
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dsRNA relativamente ao mRNA. Pelo contrdrio, algumas
moléculas de dsRNA por célula podem inibir a expressao do
gene 1in vivo (Fire et al., Nature, 391:806-811 (1998);
Kennerdell e Carthew, Cell, 95:1017-1026 (1998)). A
diferenca entre a estequiometria do dsRNA e do mRNA alvo,
in vivo e 1in vitro, nao deve ser surpreendente por a
maioria das reacgbes in vitro serem menos eficientes do que
0s seus correspondentes processos in vivo. E interessante
gue a incubacao do dsRNA no lisado potenciou grandemente a
sua actividade para RNAi, indicando que é modificado ou se
associa a outros factores ou ambos. Talvez um pequeno
numero de molécuas seja eficaz na inibig¢do do mRNA alvo in
vivo devido ao dsRNA injectado ter sido activado por um
processo semelhante ao aqui descrito para RNAI em lisados

de Drosophila.

Exemplo 2 RNA de cadeia dupla dirige a clivagem,
dependente de ATP, de mRNA em intervalos de 21 a 23

nucledtidos

Métodos e Material

RNA1 in vitro

As reacgbes de RNAL in vitro e a preparagdo de
lisados foram como descrito no Exemplo 1 (Tuschl et al.,
Genes Dev., 13:3191-7 (1999)) excepto & reacg¢do conter 0,33
g/ml de cinase de creatina, fosfato de creatina 25 uM

(Fluka) e ATP 1 mM. Para cada experiéncia, o fosfato de
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creatina foi dissolvido de fresco, em &gua, para 500 mM.

GTP foi omitido das reacgbes, excepto nas Figuras 2 e 3.

Sintese de RNA

Os mRNAs de Pp-Luc e de Rr-Luc e dsRNAs Pp e Rr
(incluindo dsRNA 'B' na Figura 6) foram sintetizados por
transcricgao in vitro como anteriormente descrito (Tuschl et
al., Genes Dev., 13:3191-7 (1999)). Para gerar matrizes
para transcrig¢ao para dsRNA 'C', a sequéncia iniciadora do
RNA 5' codificador foi gcgtaatacgactcactataGAACAAAGGAAACG-
GATGAT (SEQ ID NO:2) e a sequénecia iniciadora 3' do RNA
codificador foi GAAGAAGTTATTCTCCAAAA (SEQ ID NO:3); a
sequéncia iniciadora do asRNA 5' fol gecgtaatacgactcac-
tataGAAGTTATTCTCCARAA (SEQ ID NO:4) e a sequéncia ini-
ciadora 3' do asRNA foi GAACAAAGGAAACGGATGAT (SEQ ID NO:b).
Para o dsRNA 'A', a sequéncia iniciadora do RNA 5!
codificador fol gcgtaatacgactcactataGTAGCGCGGIGTATTATACC
(SEQ ID ©NO:6) e a sequéncia iniciadora 3' do RNA
codificador foi CAACGTCAGGTTITACCA (SEQ ID NO:7); a sequén-
cia 1iniciadora do asRNA 5' fol gecgtaatacgactcactataGTA-
CAACGTCAGGTITTACCA (SEQ ID NO:8) e a sequéncia iniciadora 3!
do asRNA foi GTAGCGCGGTGTATTATACC(SEQ ID NO:9) (letras

minusculas, sequéncia do promotor de T7).

0Os mRNAs foram marcadcs no extremo 5' usando
guanilil-transferase (Gibco/BRL), S—adenosil-metionina
(Sigma) e a-"*P-GTP (3000 Ci/mmol; New England Nuclear) de

acordo com as instrucgdes do fabricante. 0s RNAs marcados
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radicactivamente foram purificados por selecgao de poli(A)
usando o kit Poly(A) Tract III kit (Promega). Os RNAs nao
radicactivos com estruturas "cap" T7-metilguanosina e
adenosina foram sintetizados em reacgbdes de transcricao in
vitro com um excesso de 5 vezes de 7T-metil-G(5")ppp(5')G ou
A(5")ppp(5")G relativamente a GTP. Os andlogos de "cap"

foram comprados a New England Biolabs.

Deplegao de ATP e inibicdo da sintese proteica

O ATP foi eliminado através de incubacaoc do
lisado durante 10 minutos a 25°C com glucose 2 mM e 0,1
U/ml de hexocinase (Sigma). Os inibidores da sintese pro-
teica foram comprados a Sigma e dissolvidos em etanol abso-
luto como stocks concentrados 250 vezes. As concentragdes
finais de inibidores na reac¢do foram: anisomicina, 53
mg/ml; ciclo-heximida, 100 mg/ml; cloranfenicol, 100 mg/ml.
A sintese proteica relativa fol determinada medindo a
actividade da proteina luciferase Rr produzida por tradugdo
do mRNA de Rr-Luc na reacgao de RNA1I apds 1 hora, como
descrito anteriormente (Tuschl et al., Genes Dev., 13:3191-

7 (1999)).

Andlise do processamento de dsRNA

Internamente, dsRNAs marcados com o-"“P-ATP (Pp-
Luc de 505 pb ou Rr-Luc de 501 pb) ou RNA complementar de
Rr-luc com "cap" 7-metilguanosina (501 nt) foram incubados

numa concentragao final de 5 nM, na presenca ou auséncia de
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mRNAs nao marcados, em lisado de Drosophila durante 2 horas
em condigbes padraoc. As reacgbes foram paradas pela adigao
de tampao proteinase K 2x e desproteinizadas como descrito
anteriormente (Tuschl et al., Genes Dev., 13:3191-3197
(1999)). 0Os produtos foram analisados por electroforese em
géis de sequenciagao de 15% ou 18% de poliacrilamida. Os
padrbes de comprimento foram gerados por digestao completa
da RNase de Tl do RNA codificador e do asRNA de Rr-luc de

501 nt marcado com 0.-P-ATP.

Para a analise da clivagem de mRNA, o mRNA
marcado com P em 5' (descrito atrds) foi incubado com
dsRNA como descrito anteriormente (Tuschl et al., Genes
Dev., 13:3191-3197 (1999)) e analisado por electroforese em
géis de sequenciacao de 5% (Figura 5B) e 6% (Figura 6C) de
poliacrilamida. Os padrdes de comprimento incluiram padrdes
de tamanhos de RNA comerciails (FMC Bioproducts) marcados
radicactivamente com guanilil-transferase como descrito
atrds e hidrdlise parcial com bases e escadas geradas com

RNase Tl a partir de mRNA marcado radiocactivamente em 5°'.

Ensaio de desaminacao

dsRNAs marcados internamente com Q-"“P-ATP (5 nM)
foram incubados em lisado de Drosophila durante 2 horas em
condig¢bes convencionais. Apds desproteinizacdo, as amostras
foram corridas em géis de sequenciacdo de 12% para separar
dsRNAs de tamanhc completo dos produtos de 21-23 nt. O0s

RNAs foram eluidos das fatias de gel em NaCl 0,3M durante a
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noite, precipitados com etancl, colhidos por centrifugacao
e redissolvidos em 20 pl de agua. O RNA foi hidrolizado em
fosfatos 5' de nucledsidos com a nuclease Pl (10 pl de
reacgdo contendo 8 pl de RNA em agua, KOAc 30 mM, pH 5,3,
ZnSO, 10 mM, 10 pg ou 3 unidades da nuclease P1l, 3 horas,
50°C). As amostras (1 ml) foram co-separadas conjuntamente
com 5'-mononucledtidos nac radiocactivos [0,05 unidades DO
(Ayep) de pA, pC, pG, pl e pU] em placas de HPTLC de
celulose (EM Merck) e resolvidos na primeira dimensao em
dcido isobutirico/25% de aménia/édgua (66/1/33, v/v/v) e na
segunda dimensdo em fosfato de sdédio 0,1M, pH 6,8/sulfato
de aménio/l-propanol (100/60/2, v/p/v; Silberklang et al.,
1979). A migrac¢do dos padrdes internos nado radiocactivos foi

determinada por exposicdo a UV.

Resultados e discussédo

RNAL1 requer ATP

Como descrito no Exemplo 1, os lisados de
embrides de Drosophila reconstituem fielmente RNA1I (Tuschl
et al., Genes Dev., 13:3191-7 (1999)). Anteriormente, ©
silenciamento de genes mediado por ds-RNA fol monitorizado
através da medigdo da sintese da proteina luciferase a
partir do mRNA alvo. Assim, estas reacg¢des de RNAL
continham um sistema de regeneragdo de ATP, necessarios
para a traducgdc eficiente do mRNA. Para testar se o ATP
foi, de facto, necessdrio para RNAi, os lisados foram

depletados de ATP através do tratamento com hexocinase e
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glucose, o qual converte ATP em ADP e RNAi foil monitorizada
directamente, seguindo o destino do mRNA da luciferase de
Renilla reniformis (Rr-luc) marcado radicactivamente com
P (Figura 6). O tratamento com hexocinase e glucose
reduziu o nivel de ATP enddgeno no lisado de 250 uM para 10
UM. A regeneragac do ATP requereu fosfato de creatina e
cinase de creatina exdgenos, 0s quais actuam ©para
transferir um fosfato de elevada energia derivado do
fosfato de creatina em ADP. Quando os extractos sem ATP
foram suplementados com fosfato de creatina ou cinase de
creatina, ndo foi observada RNAi. Assim, a RNAi requer ATP
in vitro. Quando ATP, fosfato de c¢reatina e cinase de
creatina foram todos adiciocnados &s reacgdes contendo o
lisado sem ATP, foil restaurada a degradac¢do por dsRNA do
mRNA de Rr-luc (Figura 6). A adigdo de ATP exégeno ndo foi
necessaria para eficiente RNAiL no lisado sem ATP, desde que
estivessem presentes fosfato de creatina e c¢inase de
creatina, demonstrando que a concentragdao enddgena (250 mM)
do nucledsido de adenosina é suficiente para suportar RNAi.
RNA1 com um mRNA da luciferase de Photinus pyralis (Pp-luc)

foi também dependente de ATP.

A estabilidade do mRNA de Rr-luc na auséncia de
Rr-dsRNA foi reduzida nos lisados sem ATP, relativamente ao
Observado quando o sistema de regeneragao de energia foil
incluido, mas o decaimento do mRNA nestas condigdes nao
apresenta a cinética de decaimento rdpida caracteristica do
RNA1 in vitro, nem gera o0s produtos de clivagem de mRNA

estaveis caracteristicos de RNA1 dirigida por dsRNA. Estas
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experiéncias nao estabelecem se a necessidade de ATP para
RNA1 ¢é directa, implicando ATP num ou mais passos no
mecanismo de RNAi, ou indirecta, reflectindo um papel para
o ATP na manutencédo de concentracdes elevadas de um outro

trifosfato de nucledside no lisado.

A tradugdo naoc é necessdria para RNAL in vitro

A necessidade de ATP sugeriu que RNALI possa estar
acoplada a traducdo de mRNA, um processo altamente depen-
dente de energia. Para testar esta possibilidade, véarios
inibidores da sintese proteica foram adicionados a reacgao
e preparando uma andlise em gel de agarose desnaturante de
mRNA de Pp-luc marcado radioactivamente com *P em 5', apés
incubacdo durante os tempos indicados numa reac¢ido de RNA1L
padrdo, com e sem inibidores da sintese proteica. Foram
testados os inibidores da tradugao eucaridética anisomicina,
um inibidor da formacdao da ligagdo peptidica inicial,
ciclo-heximida, um inibidor da elongagao da cadeia
peptidica, e puromicina, um simulador de tRNA que causa a
termina¢do prematura da tradu¢ao (Cundliffe, "Antibiotic
Inhibitors of Ribosome Function". In "The Molecular Basis
of Antibiotic Action", E. Gale, E. Cundliffe, P. Reynolds,
M. Richmond e M. Warning, eds. (New York: Wiley), pp. 402-
547, (1981)). Cada um destes inibidores reduziu a sintese
proteica no lisado de Drosophila em mais de 1900 vezes
(Figura 7A). Pelo contréario, cloranfenicol, um inibidor da
sintese proteica mitocondrial de Drosophila (Page e Orr-

Weaver, Dev. Biol., 183:195-207 (1997)), ndo teve efeito na
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tradugao nos lisados (Figura 7A). Apesar da presenca de
anisomicina, ciclo-heximida ou cloranfenicol, RNAi decorreu
com eficiéncia normal., A puromicina também ndo perturbou a
eficiénecia de RNALI., Assim, a sintese proteica ndo ¢é

necessaria para RNAi in vitro.

A iniciagdo da tradugdc é um processo dependente
de ATP que envolve o reconhecimento de "cap" 7-metil-
guanosina do mRNA (Kozak, Gene, 234:187-208 (1999); Merrick
and Hershey, "The Pathway and Mechanism of Eukaryotic
Protein Synthesis". In "Translational Control", J. Hershey,
M. Mathews e N. Sonenberg, eds. (Cold Spring Harbor, NY:
Cold Spring Harbor Laboratory Press), pp. 31-69 (1996)). O
lisado de Drosophila usado para suportar RNALI in vitro
reconstitui a traduc¢do dependente de "cap"; mRNA de Pp-luc
com um "cap" 7-metilguanosina foi traduzido mais de dez
vezes mals eficientemente do que o mesmo mRNA com um "cap"
A(5")ppp(5')G (Figura 7B). Ambos 0s RNAs foram igualmente
estdveis no 1lisado de Drosophila, mostrando que esta
diferenca na eficiéncia nao pode ser meramente explicada
pelo deacaimento mais rdpido do mRNA com um "cap" de
adenosina (ver também Gebauer et al., EBO J., 18:6146-54
(1999)). Se bem que a maquinaria de tradug¢do possa descri-
minar entre mRNAs de Pp-Luc com "caps" de 7-metilguanosina
e de adenosina, os dois mRNAs foram igualmente susceptiveis
a RNALI na presenga de Pp-dsRNA (Figura 7C). Estes resul-
tados sugerem que 0s passos no reconhecimento de "cap" ndo

estao envolvidos em RNAL.
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dsRNA ¢ processado em espécies de 21-23 nt

RNAs de 25 nt de comprimento foram gerados a
partir das cadeias codificadora e complementar dos genes
que sofrem silenciamento de genes pds-transcrigao em
plantas (Hamilton e Baulcombe, Science, 286:950-2 (1999)).
Foi efectuada a andlise em gel de acrilamida desnaturante
dos produtos fermados numa incuba¢do de duas horas de
dsRNAs marcados radiocactivamente com ‘P e asRNA com "cap"
em lisado wusando condi¢des de RNAiI convencionais, na
presenga ou auséncia de mRNAs alvo. Encontrou-se que dsRNA
é também processado em pequenos fragmentos de RNA. Quando
incubado em lisado, aproximadamente 15% da radiocactividade
adicionada de Rr-dsRNA de 501 pb e Pp-dsRNA de 505 pb
surgiu em fragmentos de RNA de 21-23 nt. Devido aos dsRNAs
terem mais de 500 pb de comprimento, o rendimento de 15%
dos fragmentos implica gue multiplos RNAs de 21-23 nt séo
produzidos a partir de cada molécula de dsRNA de tamanho
completo. Nio foram detectados outros produtos estaveis. As
espécies de pequenos RNAs foram produzidas a partir de
dsRNAs em que ambas as cadelas foram uniformemente marcadas
radicactivamente com *“P. A formacdo dos RNAs de 21-23 nt a
partir do dsRNA ndo reguereu a presenga do correspondente
mRNA, demonstrando que as espécies de pequenos RNAs sdo
geradas por processamento do dsRNA, em vez de ser um
produto da degradagdo de mRNA dirigido por dsRNA. Foil
observado que os 22 nucledtidos correspondem a duas voltas

de uma hélice de RNA-RNA, forma A.
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Quando os dsRNAs marcados radiocactivamente, na
cadeia codificadora ou na complementar, foram incubados com
lisado numa reacgao de RNALI padréao, foram produzidos RNAs
de 21-23 nt com eficiéncia compardvel. Estes dados suportam
a 1ideia de que o0s RNAs de 21-23 nt sao gerados por
processamento simétrico do dsRNA. Uma variedade de dados
suportam a ideia de que o RNA de 21-23 nt é eficientemente
gerado apenas a partir de dsRNA e nao é a consequéncia de
uma interaccdo entre RNA de cadeia simples e dsRNA.
Primeiro, um RNA codificador ou asRNA de Pp-luc de 505 nt
marcado radicactivamente com °““P ndo foi eficientemente
convertido no produto de 21-23 nt quando foi incubado com
Pp-dsRNA de 505 pb ndo radiocactivo 5 nM. Em segundo lugar,
na auséncia de mRNA, um Rr-asRNA com "cap" de 7-metil-
guanosina de 501 nt produziu apenas uma quantidade
dificilmente detectdvel de RNA de 21-23 nt (RNAs de cadeia
simples com "cap" sdo tdo estaveis no lisado como dsRNA,
Tuschl et al., Genes Dev., 13:3191-7 (1999)), provavelmente
devido a uma pequena quantidade de dsRNA contaminante da
preparacao de RNA complementar. No entanto, quando mRNA de
Rr-luc foi incluido na reacgdao com o Rr-asRNA com "cap" e

marcado radioactivamente com °?

P, foi gerada uma pequena
guantidade de produto de 21-23 nt, correspondendo a 4% da
guantidade de RNA de 21-23 nt produzido a partir de uma
quantidade equimolar de rR-dsRNA. E pouco provavel que este
resultado seja reflexo da presencga de dsRNA contaminante na
prepara¢do de Rr-asRNA, uma vez que significativamente mais

produto foi gerado a partir do asRNA na presenca do mRNA

Rr-luc do que na sua auséncia. Pelo contrario, os dados
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sugerem que asRNA possa interagir com as sequéncias de mRNA
complementares para formar dsRNA na reacgao e que o dsRNA
resultante seja subsequentemente processado em espécies de
peguenos RNAs. Rr-asRNA pode suportar um nivel baixo de
RNAi bona fide in vitro (ver abaixo), consistente com esta

explicacao.

Foi em seguido questionado se a produc¢do dos RNAs
de 21-23 nt derivados de dsRNA necessitou de ATP. Quando o
Pp-dsRNA de 505 pb foi incubado num lisado sem ATP por
tratamento com hexocinase e glucose, foi produzido RNA de
21-23 nt, ainda que 6 vezes menos que quando o ATP foi
regenerado no lisado sem ATP através da inclusido da cinase
de creatina e fosfato de creatina. Assim, o ATP pode ser
necessadrio para a produgdo de espécies de RNA de 21-23 nt,
mas pode simplesmente aumentar a sua formagdo. Como
alternativa, ATP pode ser necessario para o processamento
do dsRNA, mas numa concentragdo inferior a que fica apds o
tratamento com hexocinase. A Dbase molecular para a
mobilidade mais lenta dos fragmentos de pequenos RNAS

gerados no lisado sem ATP ndo estd compreendida.

Wagner e Sun (Wagner e Sun, Nature, 391:744-745
(1998)) e Sharp (Sharp, Genes Dev., 13:139-41 (1999))
especularam que a necessidade de dsRNA no silenciamento de
genes por RNAL reflecte o envolvimento de uma desaminase de
adenosina especifica de dsRNA no processo. As desaminases
de adenosina do dsRNA desenrolam dsRNA ao converter

adenosina em inosina, a qual nao emparelha com uracilo.
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Desaminases de adenosina de dsRNA funcionam na edicdo pds-
tradugao de mRNA (para revisac ver Bass, Trends Biochem.
Sci., 22:157-62 (1997)). Para testar o envolvimento da
desaminase de adenosina de dsRNA em RNAi, foi avaliado o
grau de conversao de adenosina em inosina nos dsRNAs Rr-luc
de 501 pb e Pp-luc de 505 pb apds incubagao com lisado de
embridao de Drosophila numa reaccgado in vitro padrao de RNAi.
A desaminacdo de adenosina em dsRNA de tamanho completo e
as espécies de RNA de 21-23 nt foram avaliadas por
cromatografia bidimensional em camada fina. O fosfato
inorganico (P;) foi produzido pela degradagdo de mononu-
cledtidos por fosfatases que contaminam a nuclease Pl
comercial (Auxilien et al., J. Mol. Biol., 262:437-458
(1996)). O grau de desaminacdo da adenosina nas espécies de
21-23 nt foil também determinado. O dsRNA de tamanho
completo marcadoc radiocactivamente com ﬁZP]—adenosina foi
incubado no lisado e tantc o dsRNA de tamanho completo como
0s produtos de RNA de 21-23 nt foram purificados a partir
de um gel de acrilamida desnaturante, clivado por mononu-
cledtidos com nuclease Pl e analisado por cromatografia em

camada fina bidimensional.

Uma fracg¢do significativa das adencsinas no dsRNA
de tamanho completo foi convertida em inosina apds 2 horas
(3,1% e 5,6% de conversdo para dsRNAs de Pp-luc e Rr-luc,
respectivamente). Pelo contrario, apenas 0,4% (Pp-dsRN) ou
0,7% (Rr-dsRNA) das adenosinas nas espécies de 21-23 nt
foram desaminadas. Estes dados implicam que menos de 1 em

27 moléculas das espécies de RNA de 21-23 nt possuem uma
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inosina. Assim, é improvavel que a desaminacdo de adenosina
dependente de dsRNA dentro das espécies de 21-23 nt seja

necessaria para a sua producao.

asRNA origina uma pequena guantidade de RNAL 1in

vitro

Quando o mRNA foil marcado radioactivamente com
*p dentro da estrutura "cap" 5'-7-metilguanosina, acumula-
ram-se produtos estaveils de decaimento 5' durante a reacgdo
de RNAi. Tais produtos estdveis do decaimento 5' foram
observados para mRNAs Pp-luc e Rr-luc quando foram
incubados com os seus dsRNAs cognatos. Anteriormente, foi
descrito que RNAi1i eficiente ndoc ocorre quando asRNA foi
usado em vez de dsRNA (Tuscl et al., Genes Dev., 13:3191-7
(1999)). No entanto, o mRNA fol mensuravelmente menos
estdvel quando incubado com asRNA do gue quando incubado
com tampdo (Figuras 8A e 8B). Isto fol particularmente
evidente para o mRNA de Rr-luc: aproximadamente 90% do RNA
permaneceu intacto apds uma incubacdo de 3 horas em lisado,
mas penas 50% quando asRNA foi adicionado. Menos de 5%
permaneceu quando foi adicionado dsRNA. E interessante que
0 decréscimo da estabilidade do mRNA causado por asRNA foi
acompanhado da formacao de uma pequena quantidade de
produtos de decaimento 5' estaveis, caracteristicos da
reacgdo de RNA1 com dsRNA. Este resultado é paralelo a
observacao de que uma pequena quantidade do produto de 21-
23 nt formou-se a partir de asRNA quando foi incubado com o
mRNA (ver atrds) e deu forga a idela de que o asRNA pode

entrar na via de RNAi, ainda que de forma pouco eficaz.
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Os locais de clivagem do RNA sao determinados

pela sequéncia do dsRNA

Os locais de clivagem do mRNA foram examinados
usando trés dsRNAs diferentes, 'A', 'B' e 'C', distanciados
ao longo da sequéncia Rr-luc de aproximadamente 100 nts.
Foi feita a andlise em gel desnaturante de acrilamida dos
produtos de clivagem 5' estdveis produzidos, apds incubacédo
do mRBNA Rr-luc nos tempos indicados, para cada um dos trés
dsRNAs, 'A', 'B' e 'C' ou com tampdo (¢). As posic¢des
destes relativamente a sequéncia de mRNA Rr-luc estao
apresentadas na Figura 9. Cada um destes trés dsRNAs foi
incubado numa reaccdo de RNA1 padrdo com mRNA de Rr-luc
marcado radiocactivamente com ‘P dentro da estrutura "cap"
5'. Na auséncia de dsRNA, ndo foram detectados produtos de
clivagem 5' para o mRNA, mesmo apds 3 horas de incubag¢do no
lisado. Pelo contrario, apds uma incubagdo de 20 minutos,
cada um dos trés dsRNAs produziu uma escada de bandas
correspondendo a uma série de produtos de clivagem de mRNA,
caracteristicos daguele dsRNA particular. Para cada dsRNA,
0s produtos de clivagem 5' do mRNA foram restringidos a
regidao do mRNA de Rr-luc que correspondeu ao dsRNA (Figuras
9 e 10). Para dsRNA 'A', os comprimentos dos produtos de
clivagem 5' wvariaram entre 236 e até menos de ~750 nt;
dsRNA 'A' abrange os nucledtidos 233 a 729 do mRNA de Rr-
luc. A incuba¢do do mRNA com dsRNA 'B' produziu produtos de
clivagem 5' do mRNA variando em comprimento de 150 a ~600

nt; dsRNA 'B' abrange os nucledtidos 143 a 644 do mRNA.



PE1309726 - 61 -

Finalmente, dsRNA 'C' produziu produtos de clivagem de mRNA
entre 66 e ~500 nt de comprimento. Este dsRNA abrange os
nucledtidos 50 a 569 do mRNA de Rr-luc. Assim, o dsRNA nao
sé proporciona especificidade para a reacgdo de RNAi,
seleccionando qual o mRNA de entre o conjunto de mRNA
celular total serd degradado, mas também determina a

posicao precisa de clivagem ao longo da seguéncia de mRNA.

O mRNA é clivado em intervalos de 21-23 nucled-

tidos

Para compreender melhor o mecanismo de RNAi, as
posigdes de varios locais de clivagem do mRNA para cada um
dos trés dsRNAs foram mapeadas (Figura 10). Procedeu-se a
andlise de elevada resolugdo em gel de acrilamida
desnaturante de uma subsérie de produtos de clivagem 5!
atrds descritos. E de salientar que a maioria das clivagens
ocorre em intervalos de 21-23 nt (Figura 10). Este
espagamento ¢é especialmente importante face a nossa
observacao de que o dsRNA é processado em espécies de RNA
de 21-23 nt e ao resultado de Hamilton e Baulcombe gue um
RNA de 25 nt estd associado ao silenciamento pés-
transcrigcdo de um gene em plantas (Hamilton e Baulcombe,
Science, 286:950-2 (1999)). Dos 16 1locais de clivagem
mapeados (2 para dsRNA 'A', 5 para dsRNA 'B' e 9 para dsRNA
'C'), todos excepto dols reflectem o intervalo de 21-23 nt.
Un dos dois locals de clivagem que 530 excepgado era um
local de clivagem fraco produzido por dsRNA 'C' (indicado

por um circulo azul wvazio na Figura 10). Esta clivagem
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ocorreu 32 nt &' relativamente ao local de clivagem
seguinte. A outra excepgao €& particularmente intrigante.
Apds quatro clivagens espagadas 21-23 nt, dsRNA 'C' causou
clivagem do mRNA nove nt imediatamente 3' relativamente ao
local de clivagem anterior (seta a vermelho na Figura 10).
Esta clivagem ocorreu num segmento de sete residuos uracilo
e parece "reprogramar" o medidor da clivagem; o local de
clivagem seguinte foi 21-23 nt 3' relativamente ao local
excepcional. Os trés locais de clivagem subsequentes que
mapeamos estavam também espacgados 21-23 nt. Curiosamente,
dos dezasseis locais de clivagem causados pelos trés dsRNAs
diferentes, quatorze ocorrem em residuos de uracilo. O
significado deste resultado ndo estd compreendido, mas
sugere que a clivagem do mRNA é determinada por um processo
que mede intervalos de 21-23 nt e que possul uma
preferéncia de sequéncia para c¢livagem em wuracilo. Os
resultados mostram que as espécies de RNA de 21-23 nt,
produzidas por incubag¢do de dsRNA de ~500 pb no 1lisado
causou interferéncia especifica de sequéncia in vitro,
guando 1isoladas do gel de acrilamida e adicionadas a uma

nova reacc¢ao de RNAL em vez do dsRNA de tamanho completo.

Um modelo para a clivagem de mRNA dirigida por

dsRNA

Sem pretender estar amarrado a uma teoria, 0s
dados bioquimicos aqui descritos, juntamente com experién-
clas genéticas recentes em C. elegans e Neurospora (Cogoni

e macino, Nature, 399:166-9 (1999); Grishok et al.,
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Science, 287:2494-7 (2000); Ketting et al., Cell, 99:133-41
(1999); Tabara et al., Cell, 99:123-32 (1999)), sugerem um
modelo para como dsRNA marca © mRNA para destruigao (Figura
11). Neste modelo, o dsRNA & primeiro clivado em fragmentos
de 21-23 nt de comprimentoc num processo que, provavelmente,
envolve genes tais como o loci rde-1 e rde-4 de C. elegans.
Os fragmentos resultantes, provavelmente tao curtos quanto
os asRNAs ligados por proteinas especificas de RNAi,
emparelharao entdo com o mRNA e recrutam uma nuclease que
cliva o mRNA. Como alternativa, a troca de cadeia poderé
ocorrer num complexo de proteina-RNA que transitoriamente
mantém um dsRNA de 21-23 nt perto do mRNA. A separagao das
duas cadeias do dsRNA apds fragmentagdo deverd ser
auxiliada por uma helicase de RNA dependente de ATP,
explicando o aumento da produgdo de RNA de 21-23 nt
observado com ATP. E provavel que cada fragmento de pequeno
RNA produza uma, ou no maximo duas, clivagens no mRNA,
talvez nos extremos 5' ou 3' do fragmento de 21-23 nt. Os
peguenos RNAs podems ser amplificados por uma RNA-
polimerase dirigida por RNA, como seja a ccdificada pelo
gene ego-1 em C. elegans (Smardon et al., Current Biology,
10:169-178 (2000)) ou o gene gde-l1 em Neurospora (Cogoni e
Macino, Nature, 399:166-9 (1999)), produzindo silenciamento
de genes, duradouro e pds-transcricgao, na auséncia do dsRNA
gue iniciou o efeito RNAi. RNAi1i hereditario em C. elegans
requer o0s genes rde-1 e rde-4 para iniciar, mas ndo para
persistir nas gerag¢des subseguentes. Os genes rde-2, rde-3
e mut-7 em C. elegans sdo necessdrios no tecido em que

ocorre RNAi, mas ndo sdo necessdrios para iniciacdo de RNAiL
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hereditdrio (Grishok et al., Science, no prelo 2000). Estes
genes "efectores" (Grishok et al., Science no prelo 2000)
provavelmente codificam proteinas que funcionam na selecgdo
de mRNAs alvo e na sua clivagem subsequente. O ATP pode ser
necessario em qualquer um de uma série de passos durante
RNAi, incluindo a formagao de complexos no dsRNA,
dissociacdo de cadeias durante ou apds clivagem do dsRNA,
emparelhamento dos RNAs de 21-23 nt com o mRNA alvo,
clivagem de mRNA e reciclagem do complexo alvo. Testar
estas ideias com o sistema de RNALI in vitro serd um desafio
importante para o futuro. Alguns genes envolvidos em RNA1L
sdo também importantes para o silenciamento e co-supressao
de transposdes. A co-supressadao é um fendmeno bioldgico lato
que abrange plantas, insectos e talvez 05 seres humanos. O
mecanismo mais provavel em Drosophila melancgaster & ©
silenciamento da transcricdo (Pal-Bhanra et al., Cell
99:35-36). Assim, os fragmentos de 21-23 nt provavelmente
estardo envolvidos no controlo da transcrigdo, assim como

no controlo pds-transcricgao.

Exemplo 3 21-23 meros isolados causaram
interferéncia especifica de sequéncia quando adicionados a

uma nova reaccdo de RNAi.

Isolamento de fragmentos de 21-23 nt a partir da

reacgao de incubag¢ao do dsRNA de 500 pb no lisado.

RNA de cadeia dupla (500 pb) foi incubado numa

concentracao de 10 nM em lisado de embrides de Drosophila,
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durante 3 h, a 25°C em condig¢bes convencionais como aqui
descrito. Apds desproteinizagdo da amostra, os produtos de
reacgao de 21-23 nt foram separados do dsRNA nao processado
por electroforese em gel de poliacrilamida (15%) desnatu-
rante. Para a detecgdo dos fragmentos de 21-23 nt nao
marcados radiocactivamente, uma reacg¢ao de incubacao com
dsRNA marcado radicactivamente foli aplicada numa pista
separada do mesmo gel. Fatias de gel contendo os fragmentos
de 21-23 nt nao radioactivos foram cortadas e os fragmentos
de 21-23 nt foram eluidos das fatias de gel a 4°C, durante
a noite, em 0,4 ml de NaCl 0,3 M. O RNA foi recuperado do
sobrenadante por precipitacado com etancl e centrifugac¢do. O
sedimento de RNA foi dissolvido em 10 pl de tampdo de lise.
Como controlo, as fatias de gel ligeiramente acima e abaixo
da banda de 21-23 nt foram também cortadas e sujeitas aos
mesmos procedimentos de eluic¢do e precipitac¢do. Igualmente,
um dsRNA n&o incubado foi aplicado no gel de 15% e uma
fatia de gel, correspondendo a fragmentos de 21-23 nt, foil
cortada e eluida. Todos o0s sedimentos das experiéncias
controlo foram dissolvidos em tampao de lise. As perdas de
RNA durante a recuperag¢ao das fatias de gel por eluic¢do

foram de aproximadamente 50%.

A incubag¢do de fragmentos de 21-23 nt num ensaio

de RNA1 baseado em traducgao

1 pl de 21-23 mero eluido ou solucdo de RNA
controlo fol usado numa incubag¢dao de RNALI de 10 pl padrdo

(ver atrds). 0s 21-23 meros foram pré-incubados na mistura
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de reacgao contendo lisado durante 10 ou 30 minutos antes
da adigdo do mRNA alvo e controlo. Durante a pré-incubacgao,
as proteinas envolvidas no interferéncia por RNA podem
reassociar-se com ©s 21-23 meros devido a um sinal
especifico presente nestes RNAs, A incubagdo continuou
durante mais uma hora para permitir a tradugcao dos mmRNAs
alvo e controlo. A reacgao fol parada pela adigao de tampao
de lise passiva (Promega) e medida a actividade de
luciferase. A interferéncia por RNA é expressa como a razao
entre a actividade de luciferase alvo e controlo
normalizada por controlo tampdo sem RNA. A  supressao
especifica do gene alvo foi observada com 10 ou 30 minutos
de pré-incubac¢ao. A supressac foi reprodutivel e reduziu a
gquantidade de alvo relativamente ao controlo em 2-3 vezes.
Nenhum dos fragmentos de RNA isolados como controlos
apresentaram interferéncia especifica. Para comparag¢do, a
incubacg¢do de dsRNA de 500 pb 5 nM (10 min de pré-incubagdo)
afecta a quantidade relativa do gene controlo relativamente

ao alvo aproximadamente 30 vezes.

Estabilidade dos fragmentos de 21-3 nt numa nova

reacgao de incubagao de lisado.

Consistente com a observacdo de RNALI ser mediada
por fragmentos de RNA de 21-23 nt, encontrou-se que 35% do
RNA de 21-23 nt adicionado persiste durante mais de 3 h em
tal reacgao de incubacao. Isto sugere que factores
celulares associam-se com o0s Zfragmentos de 21-23 nt

desproteinizados e reconstituem uma particula funcional de
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degradacdo de mRNA. Sinais associados a estes fragmentos de
21-23 nt ou a sua possivel natureza de cadeia dupla ou
comprimentos especificos sdo, provavelmente, responsaveis
por esta observacdo. 0s fragmentos de 21-23 nt possuem um
grupc hidroxilo 3' terminal, conforme evidenciado pela
mobilidade alterada num gel de sequenciagdo apds tratamento
com periocdato e beta-eliminagdo. Os 21-23 meros do exemplo
4 purificados por métodos nado desnaturantes causaram
interferéncia especifica de sequéncia quando adicionadcs a

uma nova reaccgdo de RNAi.

RNA de cadeia dupla cinguenta nanomolar (dsRNA
Rr-luc de 501 pb, como descrito no exemplo 1) foi incubado
numa reaccdo de 1 ml in vitro com lisado a 25°C (ver
exemplo 1). A reaccdo fol entdo parada pela adicdo de igual
volume de tampado PK 2x (ver exemplo 1) e proteinase K foi
adicionada para uma concentra¢do final de 1,8 pg/pl. A
reacgao foil incubada durante mais 1 h a 25°C, extraida com
fenol e depois os RNAs foram precipitados com 3 volumes de
etancl. O precipitado de etanol foi colido por centrifuga-
¢ao e o sedimento fol ressuspenso em 100 pul de tampao de
lise e aplicado numa coluna de filtrag¢éo em gel Superdex HR
200 10/30 (Pharmacia) corrida em tampdo de 1lise a 0,75
ml/min. Fracgdes de 200 pl foram colhidas da coluna. Vinte
ul de acetato de sédio 3M e 20 ug de glicogénio foram
adicionados a cada uma das fracgBes e o RNA foil recuperado
por precipitagdo com 3 volumes de etanol. O precipitado foi
ressuspenso em 30 pl de tampao de lise. Os perfis de coluna
apés o fraccionamento do RNA marcado com *p  adicionado

estdo apresentados na Figura 13A.
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Un micreolitro de cada fracgao ressuspensa foil
testado numa reacg¢ao de RNAL in vitro padrao de 10 ul, que
¢ aproximadamente igual a concentracdao daquela espécie de
RNA na reaccgao original antes da aplicacéo na coluna. As
fracgdes foram pré-incubadas no lisado contendo a mistura
de reaccgao durante 30 min, antes da adigdo de mRNA alvo Rr-
luc 10 nM e mRNA controlo Pp-luc 10 nM. Durante a pré-
incubacgdo, as proteinas envolvidas na interferéncia por RNA
podem reassociar-se com os 21-23 meros devido a um sinal
especifico presente nestes RNAs. A incubag¢do foi continuada
durante mais trés horas para permitir a tradug¢do dos mRNAs
alvo e controlo. A reacgdo fol parada pela adigado de tampdo
de lise passiva (Promega) e medida a actividade de
luciferase. A supressdo da expressdao de mRNA alvo Rr-luc
pelos fragmentos de 21-23 nt purificados foi reprodutivel e
reduziu a taxa relativa de alvo em funcdo do controlo em
>30 vezes, uma quantidade compardvel a um dsRNA controlo de
500 pb. A supressdo da expressao de mRNA alvo foil
especifica: pouco ou nenhum efeito na expressdoc do controlo

do mRNA Pp-luc foi observado.

Os dados mostram que ambas as fracgdes contendo
dsRNA nao clivado (fracgdes 3-5) ou dsRNA longo parcial-
mente civado (fracgbes 7-13) e as fracgdes contendo siRNAS
de 21-23 nt totalmente processadas (fracg¢gdes 41-50) medeiam
interferéncia por RNA eficaz in vitro (Figura 13B). A
supressao da expressdao do mRNA alvo fol especifica: pouco

ou nenhum efeito na expressao de mRNA controlo Pp-luc foil
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observado (Figura 13C). Estes dados, juntamente com os de
exemplos anteriores, demonstram que os siRNAs de 21-23 nt

sdo (1) verdadeiros intermedidrios na via de RNALI e (2)

mediadores eficazes da interferéncia por RNA in vitro.

Exemplo 5 Duplas cadeias de siRNA de 21 nucledti-
dos medeiam a interferéncia por RNA em culturas de tecido

humano

Métodos

Preparac¢do de RNA

RNAs de 21 nt foram obtidos por sintese guimica
usando fosforamidetos de RNA Expedite e fosforamideto de
timidina (Proligo, Alemanha). Oligonucledétidos sintéticos
foram desprotegidos e purificados em gel (Elbashir, S.M.,
Lendeckel, W. & Tuschl, T., Genes & Dev. 15, 188-200
(2001)), seguido de purificagaoc em cassetes Sep-Pak C18
(Waters, Milford, MA, USA) (Tuschl, T., et al.,
Biochemistry, 32:11658-11668 (1993)). As sequéncias de
S1RNA tendo como alvo a luciferase GLZ (Acc. X65324) e GL3
(Acc. U47296) corresponderam as regides codificadoras de
153-173 relativamente ao primeiro nucledétido do coddo de
iniciagao, siRNAs tendo como alvo RL (Acc. AF025846)
corresponderam a regido 119-129 apds o primeiro coddo de
iniciagdo. RNAs mails longos foram transcritos com a RNA-
polimerase de T7 a partir dos produtcs de PCR, seguido de

purificagcdao em gel e Sep-Pak. 0Os dsRNAs de GL2 e GL3
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corresponderam & posigaoc 113-161 e 113-596, respectiva-
mente, relativamente ao inicio da tradugdo; os dsRNAs RL de
10 e 501 pb corresponderam as posigdes 118-167 e 118-618,
respectivamente. As matrizes de PCR para a sintese de dsRNA
tendo como alvo GFP humanizado (hG) foram amplificadas a
partir de pAD3 (Kehlenbach, R.H., et al., J. Cell Biol.,
141:863-874 (1988)), pelo que dsRNA hG de 50 e 501 pb
corresponderam as posig¢des 118-167 e 118-618, respectiva-

mente, relativamente ao codao de iniciacgao.

Para o emparelhamento de siRNAs, cadeias simples
20 uM foram incubadas em tampdo de emparelhamento (acetato
de potassio 100 mM, HEPES-KOH 30 mM a pH 7,4, acetato de
magnésio 2 mM) durante 1 min a 90°C, seguido de 1 h a 37°C.
0 passo de incubac¢do a 37°C foil prolongado durante a noite
para o0s dsRNAs de 50 e 500 pb e estas reacgles de
emparelhamento foram realizadas em concentragbes de cadeia

de 8,4 uM e 0,84 puM, respectivamente.

Cultura de células

As células S2 foram propagadas em meio de
Schneider para Drosophila (Life Technologies) suplementado
com 10% FBS, 100 unidades/ml de penicilina e 100 pg/ml de
estreptomicina a 25°C. Células 293, NIH/3T3, Hela S3, COS-7
foram crescidas a 37°C em meio de Eagle modificacao de
Dulbecco suplementado com 10% FBS, 100 unidades/ml de
penicilina e 100 pg/ml de estreptomicina. As células foram

regularmente passadas para manter © crescimento expo-
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nencial. 24 h antes da transfecgado, a aproximadamente 80%
de confluéncia, as células de mamifero foram tripsinizadas
e diluidas a 1:5 com meio fresco sem antibidticecs (1-3 x
105 células/ml) e transferidas para placas de 24 alvéolos
(500 pl/alvéolo). As células $S2 ndo foram tripsinizadas
antes da subcultura. A transfeccao foi realizada com
reagente Lipofectamine 2000 (Lige Technologies) como des-
crito pelo fabricante para as linhas de células aderentes.
Por alvéolo, foram aplicados 1,0 pupug de pGL2-Control
(Promega) ou pGL3-Control (Promega), 0,1 ug de pRL-TK
(Promega) e 0,28 ug de siRNA de cadeia dupla ou dsRNA,
formulado em lipossomas; o volume final foi de 600 ul por
alvéoclo. As células foram incubadas 20 h apds transfeccdo e
pareceram sauddveis a partir dai. A expressdc de luciferase
foi subsequentemente monitorizada com © ensaio Dual
Luciferase (Promega). As eficiénecias de transfecc¢do foram
determinadas por microscopia de fluorescéncia para as
linhas celulares de mamifero apds cotransfeccdo de 1,1 ug
de pAD3** codificador de hGFP e 0,28 ug de siRNA invGL2 e
foram de 70-90%. Os plasmideos repoérteres foram amplifi-
cados em XL-Blue 1 (Stratagene) e purificados usando o kit

Qiagen EndoFree Maxi Plamisd.

Resultados

A interferéncia por RNA (RNA1) é o processo de
silenciamento de genes pods-transcrigcdo, especifico de
seguéncia, em animais e plantas, iniciado por RNA de cadeia

dupla (dsRNA) homdélogo da sequéncia do gene silenciado
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(Fire, A., Trends Genet., 15:358-363 (1999); Sharp, P.A. &
Zamore, P.D., Science, 287:2431-2433 (2000); Sijen, T. &
Kooter, J.M., Bioessays, 22:520-531 (2000); Bass B.L.,
Cell, 101:235-238 (2000); Hammond, S.M., et al., Nat. Ver.
Genet., 2:110-119 (2001)). Os mediadores da degradacgao de
mRNA especifico de sequéncia sao pequenos RNAs interferen-
tes (siRNAs) de 21 e 22 nt, gerados por clivagem com RNase

IITI a partir de dsRNAs mais longos® '’

(Hamilton, A.J. &
Baulcombe, D.C., Science, 286:950-952 (1999); Hammond,
S.M., et al., Nature, 404:293-296 (2000); Zamore, P.D., et
al., Cell, 101.25-33 (2000); Bernstein, E., et al., Nature,
409:363-366 (2001); Elbashir, S.M., et al., Genes & Dev.,
15:188-200 (2001)). Como se mostra aqui, cadeias duplas de
S1iRNA de 21 nt sdo capazes de especifiamente suprimir a
expressdao de genes repérteres em multiplas culturas de
células de mamifero, incluindo células de rim embriondrio
humano (293) e HelLa. Ao contrdrio dos dsRNAs de 50 ou 500
pb, ©s siRNAs n&o activam a resposta ao interferdo. Estes
resultados indicam que as cadeias duplas de siRNA sdao uma

ferramenta geral para a inactivacdo especifica de sequéncia

da funcdo de um gene em células de mamifero.

SiRNAs emparelhados de 21 e 22 nt com extremos
salientes 3' medeiam eficazmente a degradagdc de mRNA
especifica de sequéncia em lisados preparados a partir de
embrides de D. melanogaster (Elbashir, S.M., et al., Genes
& Dev., 15:188-200 (2001)). Para testar se o0s SiRNAs sao
também capazes de mediar RNAi em culturas de tecidos, foram

construidas cadeias duplas de siRNA de 21 nt com extremos
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salientes 3' simétricos de 2 nt dirigidos contra genes
reporteres codificadores da luciferase do amor-perfeito do
mar (Renilla reniformis) e duas sequéncias variantes de
luciferase do pirilampo (Photinus pyralis, GL2 e GL3) (Fi-
guras 14A, 14B). As cadeias duplas de siRNA foram cotrans-
fectadas com combiagdes de plasmideo repdrter pGL2/pRL ou
pGL3/pRL, em células Schneider S2 de D. melanogaster ou
células de mamifero wusando lipossomas catidénicos. As
actividades de luciferase foram determinadas 20 h apds
transfecgcdo. Em todas as linhas celulares testadas, foi
observada reduc¢do especifica da expressdo de genes repdbr-
teres na presenc¢a das cadeias duplas de siRNA cognato
(Figuras 15A-15J). E de salientar que os niveis de
expressdao absolutos de luciferase ndo foram afectados pelos
SiRNAs ndo cognatos, indicando a auséncia de efeitos
adversos devidos as cadeias duplas de RNA de 21 nt (e.q.
Foguras 16A-16D, para células HelLa). Em células S2 de D.
melanogaster (Figuras 154, 15B), a inibicdo especifica de
luciferases fol completa e semelhantes aos resultados
anteriormente cobtidos com dsRNAs mais longos (Hammond,
S.M., et al., Nature, 404: 293-296 (2000); Caplen, N.J., et
al., Gene, 256:95-105 (2000); Clemens, M & Williams, B.,
Cell, 13:565-572 (1978); Ui-Tei, K., et al., FEBS Letters,
479:79-82 (2000)). Em células de mamifero, em que 0S genes
repérteres eram expressos com 50 a 100 vezes mais forga, a
supressao especifica foi menos completa (Figuras 15C-15J).
A expressdo de GL2 fol reduzida 3 a 12 vezes, a expressao
de GL3 9-25 vezes e a expressac de RL 1 a 3 wvezes, como

resposta aos siRNAs cognatos. Para as células 293, tentar
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atingir a luciferase RL com siRNAs RL fol ineficaz, se bem
gue os alvos GL2 e GL3 tenham respondido especificamente
(Figuras 15I, 15J). E provavel que a ndo redugdc da
expressao de RL em células 293 seja devido a expressdo 5 a
20 vezes superior comparativamente com qualquer outra linha
de células de mamifero testada e/ou devido a acessibilidade
limitada da sequéncia alvo, devido a estrutura secunddria
do RNA ou a proteinas associadas. No entanto, o facto de a
luciferase GLZ e GL3 ser atingida especificamente pelas
cadeias duplas de siRNA cognatas indicou que RNAiI também

funciona em células 293.

O extremo saliente 3' de 2 nt em todas as cadeias
duplas de siRNA, excepto para uGL2, ¢é composto por (2'-
desoxi)timidina. A substituic¢do de timidina por uridina no
extremo saliente 3' foil bem tolerada no sistem in vitro de
D. melanogaster, e a sequéncia do extremo saliente ndo foi
critica para o reconhecimento do alvo (Elbashir, S.M., et
al., Genes & Dev., 15:188-200 (2001)). O extremo saliente
de timidina foili escolhido devido a ser suposto aumentar a
resisténcia a nucleases de siRNAs em meio de cultura de
tecidos e dentro das células transfectadas. De facto, o
S1RNA GL2 modificado com timidina foi ligeiramente mais
potente do que siRNA uGLZ2 nao modificado em todas as linhas
celulares testadas (Figuras 15A, 15C, 15E, 15G, 15I). E
concebivel que outras modificacbes dos nucleodtidos 3!
salientes proporcionem beneficios adicionais a entrega e

estabilidade das cadeias duplas de siRNA.
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Nas experiéncias de cotransfecgao, foram usadas
duplas cadeias de siRNA 25 nM relativamente ao volume final
do meio de cultura de tecidos (Figuras 15A-15J, 16A-16F). O
aumento da concentracao de siRNA para 100 nM nao aumentou
os efeitos de silenciamento especifico, mas comegou a
afectar as eficiéncias de transfecgdo devido a competicao
para encapsulagao em lipossomas entre o DNA de plasmideo e
SiRNA, O decréscimo da concentragdo de siRNA para 1,5 nM
nao reduziu o efeito de silenciamento especifico, mesmo
apesar dos siRNAs estarem agora apenas 1 a 20 vezes mais
concentrados do que os plasmideos de DNA. Isto indica que
0s SiRNAs sdo reagentes extraordinariamente potentes para
mediar o silenciamento de genes e que o0s siRNAs sdo efica-
zes em concentragdes que estdo vérias ordens de grandeza
abaixo das concentragdes aplicadas nas experiéncias
convencionais que pretendem atingir genes e que utilizam

dcidos nucleicos complementares ou ribozimas.

De forma a monitorizar o efeito de dsRNAs mais
longos nas células de mamifero, foram preparados dsRNAs de
50 e 500 pb cognatos para o0s genes repdrteres. Como
controlo ndo especifico, foram usados dsRNAs derivados de
GFP humanizada (hG) (Kehlenbach, R.H., et al., J. Cell
Biol., 141:863-874 (1998)). Quando o0s dsRNAs foram cotrans-
fectados, em quantidades idénticas (ndo concentragdes) as
das cadeias duplas de siRNA, a expressdao do gene repdrter
fol fortemente e inespecificamente reduzida. Este efeito
estd ilustrado para as células Hela como exemplo

representativo (Figuras 16A-16D). As actividades absolutas
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de luciferase foi diminuida inespecificamente 10 a 20 vezes
por cotransfecgcao de dsRNA de 50 pb e 20-200 vezes por
cotransfecgao de dsRNA de 500 pb, respectivamente. Efeitos
inespecificos semelhantes foram observados para células
COS-7 e células NIH/3T3. Para as células 293, uma redugdo
nao especifica de 10 a 20 vezes foi observada apenas para
dsRNAs de 500 pb. A redugdo nado especifica da expressao do
gene repdrter por dsRNA >30 pb era esperada como parte da
resposta ao interferao (Matthews, M., "Interactions between
viruses and the cellular machinery for proteins synthesis"
in "Translational Control"™ (eds., Hershey, J., Matthews, M.
& Sonenberqg, N.) 505-548 (Cold S+ring Harbor Laboratory
Press, Plainview, NY; 1996); Kumar M. & Carmichael, G.G.,
Microbiol. Mol. Biol. Ver., 62:1415-1434 (1998); Stark,
G.R., et al., Annu. Ver. Biochem. 67:227-264 (1998)). Sur-
preendentemente, apesar do forte decréscimo inespecifico na
expressdao do gene repdrter, fol reprodutivelmente detectado
silenciamento especifico adicional mediado por dsRNA
especifico de sequéncia. No entanto, os efeitos de silen-
clamento especifico foram apenas aparentes quando as
actividades dos genes repodrteres foram normalizadas
relativamente acs controlos de dsRNA hG (Figuras 16E, 16F).
Fol observada uma redugdo especifica de 2 a 10 vezes na
resposta a dsRNA cognato também nas trés outras linhas
celulares de mamifero testadas. Os efeitos de silenciamento
especifico com dsRNAs (356-1662 pb) foram anteriormente
descritos em células CHO-K1, mas as quantidades de dsRNA
necessdrias para detectar uma reducdo especifica de 2 a 4

vezes foram cerca de 20 vezes mais elevadas do que nas
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nossas experiéncias (Ui-Tei, K., et al., FEBS Letters,
479:79-82 (2000)). Igualmente, as células CHO-KI parecem
ser eficientes mna resposta ao interferao. ©Numa outra
descricdo, células 293, NIH/3T3 e BHK-21 foram testadas
relativamente a RNAi1I wusando combinagdes dos repdrteres
luciferase/lacZz e dsRNA de 829 pb especifico para lacZ ou
de 717 pb nao especifico de GFP (Caplean, N.J., et al.,
Gene, 252:95-105 (2000)). A incapacidade para detectar RNA1
neste caso foi, provavelmente, devido ao ensaio repdrter
luciferase/lacZz ser menos sensivel e as diferengas de
comprimento do dsRNA alvo e controlo. No seu conjunto, os
resultados aqui descritos indicam que RNA1 é activa em
células de mamifero, mas que o efeito de silenciamento ¢é
dificil de detectar se o sistema de interferdo for activado

por dsRNA >30 pb.

O mecanismo do processo de interferéncia mediado
por sSiRNA de 21 nt em células de mamifero mantém-se por
descobrir e o silenciamento pode ocorrer apds transcricgao
e/ou durante a transcrigdo. No lisado de D. melanogaster,
as cadeias duplas de siRNA medeiam 0 silenciamento de genes
poés-tradugdo através da reconstituicdo de complexos de
siRNA-proteina (siRNPs), que guiam o reconhecimento do mRNA
e a clivagem do alvo (Hammond, S.M., et al., Nature,
404:293-296 (2000); Zamore, P.D., et al., Cell, 101:25-33
(2000); Elbashir, S.M., et al., Genes & Dev., 15:188-200
(2001)) . Em rplantas, 0 silenciamento pods-transcrigao
mediado por dsRNA também estd associado a metilacgdo de DNA

dirigida por RNA, a qual pode também ser dirigida por
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siRNAs de 21 nt (Wassenegger, M., Plant Mol. Biol., 43:203-
220 (2000); Finnegan, E.J., et al., Curr. Biol., 11:R99-
R102 (2000)). A metilacaoc das regides do promotor podem
conduzir ao silenciamento da transcricao (Metter, M.F., et
al., EMBO J., 19:5194-5201 (2000)), mas a metilagaoc nas
sequéncias codifiadoras nao o deve fazer (Wang, M.-B., RNA,
7:16-28 (2001)). A metilacao do DNA e o silenciamento da
transcrigdao em mamiferos sao processos bem documentados
(Kass, S.U., et al., Trends Genet., 13:444-449 (1997);
Razin, A., EMBO J., 17:4905-4908 (1998)), ainda que ndo
tenham sido ligados a silenciamento pds-transcrigao. A
metilagdo em mamiferos é predominantemente dirigida contra
residuos CpG. Devido a ndo existir CpG no siRNA de RL, mas
SiRNA de RL mediar o silenciamento especifico na cultura de
tecidos de mamifero, é improvavel que & metilagdo de DNA
seja critica para o nosso processo de silenciamento
observado. Resumidamente, ¢ aqui descrito o silenciamento
de genes mediado por siRNA em células de mamifero. A
utilizacdo de siRNAs de 21 nt é bastante promissora para a
inactivagdo da funcao de genes em cultura de tecidos
humanos e no desenvolvimento de terapias especificas de

genes.

Lisboa, 1 de Marc¢o de 2010
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REIVINDICAGCOES

1. Umn métode de produgdo de RNA de cadeia dupla

de 21 a 23 nucledtidos de comprimento compreendendo:

(a) combinacao do RNA de cadeia dupla com um extracto
soluvel que medeia a interferéncia por RNA, produzindo
assim uma combinagao; e

(b) manutencao da combinacdo de (a) em condigdes nas
quais o RNA de cadeia dupla seja processado em RNA de

cadeia dupla de 21 a 23 nucledtidos de comprimento.

2. 0 método da reivindicacdo 1 compreendendo
ainda o isolamento de RNA de cadeia dupla de 21 a 23

nucledtidos de comprimento a partir da combinacédo.

3. Un método como reivindicado em qualquer uma
das reivindicagbes 1 ou 2, em que o RNA de cadeia dupla
corresponde a uma sequéncia de um gene a ser degradado; e o
RNA de 21 a 23 nucledtidos de comprimento medeia interfe-
réncia por RNA do mRNA do gene a ser inactivade, produzindo
assim RNA de cadeia dupla de 21 a 23 nucledétidos de com-
primento que medeia a interferéncia por RNA do mRNA do

gene.

4. Um método de mediag¢doc de interferéncia por
RNA de mRNA de um gene numa célula ou organismo ndo humano

compreendendo:
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(a) introdugao de RNA de cadeia dupla de 21 a 23
nucledtidos de comprimento e correspondendo a uma
sequéncia do gene gque dirige o mRNA do gene para
degradagdo na c¢élula in vitro ou numa célula do
organismo in vitro e devolvendo a célula do organismo

ao organismo;

(b) manutengédo da célula ou organismo produzido em
(a) em condi¢des nas quais a degradagdo do mRNA
ocorre, mediando assim a interferéncia por RNA do
mRNA do gene na célula ou organismo, pelo que no caso
da célula voltar para © organismo, o método nao ¢é

terapéutico nem de diagnéstico.

5. Um método de avaliacdo da fungdo de um gene
numa c¢élula a testar ou organismo a testar, compreendendo
mediag¢do de interferéncia por RNA do mRNA de um gene numa
célula ou organismo, como reivindicado na reivindicacado 4,
em que © organismo € um organismo nao humano e a célula e
organismo sdo uma célula a testar e organismo a testar

respectivamente; e

(c) observagdo do fendétipo da célula a testar ou
organismo a testar produzida em (b) e, facultativa-
mente, comparac¢ao do fendtipo observado com o de uma
célula controlo ou organismo controlo, proporcionando

assim informacdo acerca da fung¢ao do gene.
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6. Um método como reivindicado na reivindicacao

4 compreendendo ainda:

(a) combinacdo de RNA de cadeia dupla que corresponde
a uma sequéncia do gene com um extracto soltvel que
medeia a interferéncia por RNA, produzindo assim uma
combinacgao;

(b) manutencdo da combinac¢doc produzida em (a) em
condicdes nas gquais o RNA de cadeia dupla é processado
em RNA de 21 a 23 nucledétids de comprimento, produzin-
do assim RNA de cadeia dupla de 21 a 23 nucledtidos de
comprimento;

(c) isolamento do RNA de cadeia dupla de 21 a 23 nt de
comprimento produzido em (b) antes do passo de intro-

dugdo do RNA isolado em (c) na célula ou organismo.

7. Un método de avaliagdao se um agente actua
num produto de um gene compreendendo mediag¢dao da inter-
feréncia por RNA de um gene numa célula ou organismo como
reivindicado na reivindicacdo 4, em que o organismo é um

organismo ndao humano e:

(c) intrcdugao do agente na célula in vitro ou na
célula do organismo in vitro de (b) antes da célula
voltar para o organismo; e

(d) determinacdo se o agente tem um efeito na célula
ou organismo, em que se o agente ndo tiver efeito na
célula ou organismo entdc o agente actua sobre o
produto do gene numa via bioldgica que envolve o

produto do gene.
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8. Un método de avaliacgao se um produto de um
gene ¢ um alvo adequado para a descoberta de farmacos,
compreendendo a mediacdo de interferéncia por RNA do mRNA
de um gene numa célula ou organismo como reivindicado na
reivindicagao 4 em gque o organismo ¢é um organismo nao
humano e a degradagao do mRNA resulta no decréscimo da

expressao do gene; e:

(c¢) determinagdo do efeito do decréscimo da expressao
do gene na c¢élula ou organismo, pelo que se O
decréscimo na expressao tiver um efeito, entdao o
produto do gene ¢ um alvo para a descoberta de

farmacos.

9. 0 método de qualquer uma das reivindicagbes
4-8, em que o0 gene codifica um mRNA celular ou um mRNA

viral.

10. Um métcdo de produgdao de células "knock-
down", compreendendo a introdug¢dc nas células, em gue um
gene deve ser inactivado, de RNA de cadeia dupla de 21 a 23
nucledtidos de comprimento e correspondendc a uma seguéncia
do gene, que pretende atingir o mRNA correspondente ac gene
e manutencgado das células resultantes em condigbes tais que
ocorra RNA1, resultando em degradagdo do mRNA do gene,

produzindo assim células "knockdown".

11. Um método de identificacao de locais alvo
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dentro do mRNA que sao eficientemente clivados pelo proces-
so de RNALI, compreendendo a combinagao de RNA de cadeia
dupla de 21 a 23 nucledtidos de comprimento e correspon-
dendo a uma sequéncia de um gene a ser degradado, mRNA
marcado correspondendo ao gene e um extracto soluvel que
medeia a interferéncia por RNA, produzindo assim uma
combinacao; manutencao da combinacao em condigdes tais que
0 RNA de cadeia dupla seja degradado e identificacdo dos

locais no mRNA que sao eficientemente clivados.

12. Um método de identificacdo de RNAs de 21-23
nucledtidos que eficientemente medeia RNAiLI, em gue o0s
referidos RNAs de 21-23 nt abrangem os locais alvo identi-
ficados dentro do mRNA ao realizar-se o© método da
reivindicagdo 11, e ainda compreendendo a identificacgao de

um RNA de 21-23 nucledtidos gque abrange os locais alvo.

13. Um método como reivindicado em gqualquer uma
das reivindicagbdes 1-12 em que o RNA de cadeia dupla ¢
obtido a partir de RNA de cadeia dupla que foi clivado em

fragmentos de 21 a 23 nucledtidos de comprimento.

14, Um método como reivindicado em gualquer uma
das reivindicag¢des 1-13, em que o RNA de cadeia dupla

compreende um grupo hidroxilo terminal 3'.

15. Um método como reivindicado em qualquer uma
das reivindicagbes 1-14, em que o RNA de cadeia dupla & RNA

obtido por sintese quimica.
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16. Um método como reivindicado em gualquer uma
das reivindicagbes 1-15, em que o RNA compreende um ou mais
nucledétidos nao convencionais, incluindo nucledtidos nao

naturais.

17. Um método como reivindicado em gqualquer uma
das reivindicag¢des 1-16, em que o RNA de cadeia dupla ¢é
isclado usando um método seleccionado entre electroforese
em gel, métodos ndo desnaturantes, ou cromatografia em

coluna nao desnaturante.

18. Um método como reivindicado em qualquer uma
das reivindicagdes 1-17, em que o RNA de cadeia dupla ¢é
complementar de um ou mais de entre mRNA de células de

mamifero, mRNA humano ou mRNA viral.

19. O método de qualquer uma das reivindicagdes

1-3, 6, 11 ou 12, em gue o extracto soluvel deriva de

embrides de Drosophila na fase de blastoderme sincicial.

Lisboa, 1 de Marc¢o de 2010
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