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Dobbelttradet RNA (dsRNA) induserer sekvensspesifikk posttranskripsjonell geninaktivering i mange
organismer med en prosess kjent som RNA-interferens (RNAi). Ved 4 anvende et Drosophila in vitro-system
demonstrerer vi at 19-23 nt korte RNA-fragmenter er de sekvensspesifikke mediatorene av RN Ai De korte,
interfererende RNA'ene (siRNA'ene) genereres ved en RNase lll-lignende prosesseringsreaksjon fra langt
dsRNA. Kjemisk syntetiserte siRNA-duplekser med overhengende 3'ender medierer effektiv mal-RNA kutting
i lysatet, og kuttesetet er lokalisert nzer senteret til regionen dekket av guide-siRNA'et. Videre tilveiebringer vi
bevis for at dSsSRNA-prosesseringsretningen avgjer hvorvidt sens- eller antisens mal-RNA kan bli kuttet med
det dannede siRNP-komplekset
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Foreliggende oppfinnelse angar sekvens- og strukturelle egenskaper til
dobbelttradede (ds) RNA-molekyler som er ngdvendige for @ mediere
malspesifikke nukleinsyremodifiseringer slik som RNA-interferens.

Oppfinnelsen angar saledes et isolert, dobbelttradet RNA-molekyl og dets
anvendelse, en fremgangsmate for dets fremstilling, in vitro fremgangsmate for
mediering av malspesifikke RNA interferenser og dens anvendelse, samt
farmasgytisk sammensetning, som angitt i innledningen til de selvstendige

patentkravene.

Betegnelsen "RNA-interferens” (RNAi) oppstod etter oppdagelsen av at injeksjon
av dsRNA inn i nematoden C. elegans farer til spesifikk inaktivering av gener som
har hgy sekvenshomologi med det leverte dsRNA’et (Fire et al., 1998). RNAi ble
deretter ogsa observert i insekter, frosker (Oelgeschlager et al., 2000) og andre
dyr inkludert mus (Svoboda et al., 2000; Wianny og Zernicka-Goetz, 2000) og
forekommer ogsa trolig i menneske. RNAI er nzert koblet til den
posttranskripsjonelle geninaktiverings (PTGS) -mekanismen for kosuppresjon i
planter og undertrykking i sopp (Catalanotto et al., 2000; Cogoni og Macino, 1999;
Dalmay et al., 2000; Ketting og Plasterk, 2000; Mourrain et al., 2000; Smardon et
al., 2000) og noen komponenter i RNAi-maskineriet er ogsa nagdvendige for
posttranskripsjonell inaktivering ved kosuppresjon (Catalanotto et al., 2000;
Dernburg et al., 2000; Ketting og Plasterk, 2000). Temaet har ogsa blitt beskrevet
nylig (Bass, 2000; Bosher og Labouesse, 2000; Fire, 1999; Plasterk og Ketting,
2000; Sharp, 1999; Sijen og Kooter, 2000), se ogsa hele nummeret av Plant
Molecular Biology, vol. 43, utgave 2/3, (2000).

WO 01/75164 beskriver flere typer av RNAi molekyler som er blitt betraktet a veere
involvert i forskjellige stadier av RNAi sporet. Disse RNAi molekyler er
enkelttradet, korte molekyler, dobbelitradet lange molekyler og buttendet,
dobbelttradet korte molekyler.

Bass (Cell, vol. 101, side 235-238, 2000) er en artikkel som omtaler en rekke
vitenskapelige publikasjoner om RNA interferens (RNAi).
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Parrish et. Al (Molecular Cell, vol. 6, side 1077-1087, 2000) beskriver de ulike krav
til trigger trader i RNA interferens.

WO 00/44895 A1 angar et medikament som inneholder minst ett dobbelttradet
oligoribonukleotid (dsRNA) designet til & inhibere ekspresjon av et malgen.

| planter kan innfgrte transgener, i tillegg til PTGS, ogsa fare til transkripsjonell
geninaktivering via RNA-styrt DNA-metylering av cytosiner (se referanser i
Wassenegger, 2000). Genomiske mal som er sa korte som 30 bp metyleres i
planter pa en RNA-styrt mate (Pelissier, 2000). DNA-metylering foreligger ogsa i
pattedyr.

Den naturlige funksjonen av RNAi og kosuppresjon ser ut til & vaere beskyttelse av
genomet mot invasjon av mobile genetiske elementer slik som retrotransposoner
og virus som produserer avvikende RNA eller dsRNA i vertscellen nar de blir
aktive (Jensen et al., 1999; Ketting et al., 1999; Ratcliff et al., 1999; Tabara et al.,
1999). Spesifikk mMRNA-nedbrytning hindrer transposon og virusreplikasjon, selv
om noen virus kan overvinne eller hindre denne prosessen ved ekspresjon av
proteiner som undertrykker PTGS (Lucy et al., 2000; Voinnet et al., 2000).

dsRNA utlgser den spesifikke nedbrytningen av homologe RNA’er bare i regionen
som har likhet med dsRNA’et (Zamore et al., 2000). dsRNA’et prosesseres til 21-
23 nt RNA-fragmenter og mal-RNA kuttesetene er atskilt 21-23 nt fra hverandre.
Det har derfor blitt indikert at 21-23 nt fragmentene er guide-RNA’ene for
malgjenkjennelse (Zamore et al., 2000). Disse korte RNA’ene ble ogsa detektert i
ekstrakter fremstilt fra D. melanogaster Schneider 2-celler som ble transfektert
med dsRNA far cellelysering (Hammond et al., 2000), fraksjonene som hadde
sekvensspesifikk nukleaseaktivitet inneholdt imidlertid ogsa en stor fraksjon av
residualt dsRNA. Rollen 21-23 nt fragmentene har i & guide mRNA-kutting er
videre stattet av observasjonen av at 21-23 nt fragmenter isolert fra prosessert
dsRNA i en viss grad kan mediere spesifikk mMRNA-nedbrytning (Zamore et al.,
2000). RNA-molekyler med lignende starrelse akkumulerer ogsa i plantevev som
har PTGS (Hamilton og Baulcombe, 1999).
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Her anvender vi det etablerte Drosophila in vitro-systemet (Tuschl et al., 1999;
Zamore et al., 2000) for a videre undersgke mekanismen til RNAI. Vi demonstrerer
at korte 21 og 22 nt RNA’er, nar de er baseparet med 3’ overhengende ender,
virker som guide-RNA’ene for sekvensspesifikk mRNA-nedbrytning. Korte 30 bp
dsRNA’er kan ikke mediere RNAI i dette systemet, fordi de ikke lenger
prosesseres til 21 og 22 nt RNA’er. Videre definerte vi mal-RNA kuttesetene i
forhold til de 21 og 22 nt korte, interfererende RNA’ene (siRNA’er) og gir bevis for
at retningen av dsRNA-prosessering avgjer hvorvidt et sense eller et antisense
mal-RNA kan bli kuttet av det dannede siRNP-endonukleasekomplekset. Videre
kan siRNA’ene ogsa veere viktige verktgy for transkripsjonell modulering, f.eks.
inaktivering, av mammalske gener ved a guide DNA-metylering.

Videre eksperimenter i humane in vivo-cellekultursystemer (HeLa-celler) viser at
dobbelttradede RNA-molekyler med en lengde pa fortrinnsvis fra 19-23 nukleotider
har RNAi-aktivitet.

Formalet med foreliggende oppfinnelse er a tilveiebringe nye agenser som kan
mediere malspesifikk RNA-interferens, der nevnte agenser har en forbedret
effektivitet og sikkerhet sammenlignet med tidligere agenser pa omradet.

Lasningen pa dette problemet er tilveiebrakt ved et isolert dobbelttradet RNA-
molekyl, hvor hver RNA-trad har en lengde fra 19-23 nukleotider og hvor minst én
trad har et 3’ overheng med fra 1-3 nukleotider, hvor nevnte RNA-molekyl er i
stand til malspesifikk RNA-interferens. Minst én trad har som nevnt et 3’ overheng
med fra 1-3 nukleotider, og mest foretrukket 2 nukleotider. Den andre traden kan
vaere buttendet eller har opp til 6 nukleotider i 3’ overheng.

RNA-molekylet er fortrinnsvis et syntetisk RNA-molekyl som er vesentlig fri for
kontaminanter forekommende i celleekstrakter, f.eks. fra Drosophila-embryoer.
Videre er RNA-molekylet fortrinnsvis vesentlig fri for enhver ikke-mal-spesifikk
kontaminant, spesielt ikke-mal-spesifikke RNA-molekyler f.eks. fra kontaminanter
forekommende i celleekstrakter.
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Videre angar foreliggende oppfinnelse en fremgangsmate for a fremstille et
dobbelttradet RNA-molekyl ifalge oppfinnelsen, som omfatter trinnene:

a) syntetisere to RNA-trader som hver har en lengde fra 19-23 nukleotider og hvor
minst én har et 3’ overheng med fra 1-3 nukleotider, der nevnte RNA-trader kan
danne et dobbelttradet RNA-molekyl,

b) kombinere de syntetiserte RNA-tradene under betingelser der et dobbelttradet
RNA molekyl dannes som er i stand til malspesifikk RNA interferens.

Videre angar foreliggende oppfinnelse en in vitro fremgangsmate for mediering av
malspesifikke RNA interferenser i en eukaryot celle, som omfatter trinnene:

a) la nevnte celle komme i kontakt med det dobbelttradede RNA-molekylet ifglge
oppfinnelsen under betingelser der malspesifikke RNA interferenser kan
forekomme, og

b) mediere en malspesifikk RNA interferens effektuert av det dobbelttradede
RNA’et mot en malnukleinsyre som har en sekvensdel som svarer i alt vesentlig il
det dobbelttradede RNA’et.

Videre angar foreliggende oppfinnelse anvendelse av in vitro fremgangsmaten
ifelge oppfinnelsen for & bestemme funksjonen til et gen i en celle, og angar ogsa
anvendelse av in vitro fremgangsmaten ifalge oppfinnelsen for modulering av

funksjonen til et gen i en celle.

Videre angar oppfinnelsen anvendelse av et dobbeltradet RNA molekyl ifelge
oppfinnelsen for fremstilling av et medikament for @ modulere funksjonen til et
patogen-asssosiert gen som er et viralt gen, og angar ogsa anvendelse av et
dobbeltradet RNA molekyl ifalge oppfinnelsen for fremstilling av et medikament for
a modulere funksjonen til henholdsvis et tumor-assosiert gen og til et gen
assosiert med en autoimmun sykdom.

Videre angar oppfinnelsen en farmasgytisk sammensetning som inneholder minst
ett dobbelttradet RNA-molekyl ifalge oppfinnelsen som et aktivt stoff og en
farmasaytisk beerer.
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Disse og ytterligere trekk ved oppfinnelsen er angitt ved de i kravene anferte trekk.

Overraskende ble det funnet at syntetiske, korte, dobbelttradede RNA-molekyler
med overhengende 3’ ender er sekvensspesifikke mediatorer av RNAi og
medierer effektiv mal-RNA kutting, der kuttesetet er lokalisert nzer senteret til

regionen dekket av det guidende, korte RNA’et.

Fortrinnsvis har hver trad av RNA-molekylet en lengde fra 20-22 nukleotider, der
lengden av hver trad kan veere lik eller forskjellig. Lengden av 3’ overhenget er fra
1-3 nukleotider, der lengden av overhenget kan veere lik eller forskjellig for hver
trad. RNA-tradene har fortrinnsvis 3’ hydroksylgrupper. 5’-terminalen omfatter
fortrinnsvis en fosfat-, difosfat-, trifosfat- eller hydroksylgruppe. De mest effektive
dsRNA’ene er sammensatt av to 21 nt trader som er paret slik at 1-3, spesielt 2 nt
3’ overheng er til stede pa begge endene av dsRNA'et.

Mal-RNA kuttereaksjonen guidet av siRNA’er er sveert sekvensspesifikk. Ikke alle
posisjonene til et SiRNA bidrar imidlertid like mye til malgjenkjennelse. Feilmatch i
senteret av siRNA-dupleksen er mest kritisk og opphever praktisk talt mal-RNA
kutting. Derimot bidrar ikke 3’ nukleotidet til siRNA-traden (f.eks. posisjon 21) som
er komplementeert til det enkelttradede mal-RNA’et til spesifisitet av
malgjenkjennelsen. Videre er ikke sekvensen til det uparede 2-nt 3’ overhenget til
siRNA-traden med den samme polariteten som mal-RNA’et kritisk for mal-RNA
kutting, ettersom bare antisense siRNA-traden guider malgjenkjennelse. Fra de
enkelttradede overhengende nukleotidene trenger derfor bare den nest siste
posisjonen i antisense-siRNA’et (f.eks. posisjon 20) & matche det malrettede
sense mMRNA'et.

Overraskende har de dobbelttradede RNA-molekylene ifalge foreliggende
oppfinnelse hay in vivo-stabilitet i serum eller i vekstmedium for cellekulturer. For
videre og ke stabiliteten, kan 3’ overhengene bli stabilisert mot nedbrytning,
f.eks. kan de bli valgt slik at de bestar av purinnukleotider, spesielt adenosin- eller
guanosinnukleotider. Alternativt tolereres substitusjon av pyrimidinnukleotider med
modifiserte analoger, f.eks. substitusjon av uridin 2 nt 3’ overheng med 2'-

deoksytymidin, og affiserer ikke effektiviteten til RNA-interferens. Fraveeret av en
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2’ hydroksyl gker nukleaseresistensen til overhenget i vevsdyrkningsmedium
signifikant.

| en spesielt foretrukket utferelsesform ifglge foreliggende oppfinnelse kan RNA-
molekylet inneholde minst én modifisert nukleotidanalog. Nukleotidanalogene kan
bli plassert i posisjoner hvor den malspesifikke aktiviteten, f.eks. den RNAi-
medierende aktiviteten, ikke blir vesentlig pavirket, f.eks. i en region pa 5’-enden
og/eller 3’ enden av det dobbelttradede RNA-molekylet. Spesielt kan overhengene

bli stabilisert ved a inkorporere modifiserte nukleotidanaloger.

Foretrukne nukleotidanaloger velges fra sukker- eller ryggradmodifiserte
ribonukleotider. Det bar imidlertid bli registrert at ogsa nukleobasemodifiserte
ribonukleotider, dvs. ribonukleotider, inneholdende en ikke-naturlig forekommende
nukleobase i stedet for en naturlig forekommende nukleobase slik som uridiner
eller cytidiner modifisert pa 5-posisjonen, f.eks. 5-(2-amino)propyluridin, 5-
bromuridin; adenosiner og guanosiner modifisert pa 8-posisjonen, f.eks. 8-
bromguanosin; deazanukleotider, f.eks. 7-deaza-adenosin; O- og N-alkylerte
nukleotider, f.eks. N6-metyladenosin, er egnet. | foretrukne sukkermodifiserte
ribonukleotider byttes 2° OH-gruppen med en gruppe valgt fra H, OR, R, halo, SH,
SR, NH3, NHR, NR: eller CN, der R er C4-Cs alkyl, alkenyl eller alkynyl og halo er
F, Cl, Br eller I. | foretrukne ryggradmodifiserte ribonukleotider byttes
fosfoestergruppen koblet til tilgrensende ribonukleotider ut med en modifisert
gruppe, f.eks. av fosfotioatgruppe. Det bar bli registrert at modifiseringene ovenfor
kan bli kombinert.

Sekvensen til det dobbelttradede RNA-molekylet ifelge foreliggende oppfinnelse
ma ha en tilstrekkelig likhet med et nukleinsyremalmolekyl for & mediere
malspesifikk RNAI. Fortrinnsvis har sekvensen en likhet pa minst 70 % med det
gnskede malmolekylet i den dobbeltiradede delen av RNA-molekylet. Mer
foretrukket er likheten minst 85 % og mest foretrukket 100 % i den dobbelttradede
delen av RNA-molekylet. Likheten av et dobbelttradet RNA-molekyl med et
forhandsbestemt nukleinsyremalmolekyl, f.eks. et mRNA-malmolekyl, kan bli
bestemt som folger:
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I= nx100

der | er likheten i prosent, n er antallet identiske nukleotider i den dobbelttradede
delen av dsRNA’et og malet, og L er lengden av sekvensoverlappingen mellom

den dobbelttradede delen av dsRNA’et og malet.

Alternativt kan likheten av det dobbelttradede RNA-molekylet i forhold til
malsekvensen ogsa bli definert inkludert 3’ overhenget, spesielt et overheng med
en lengde fra 1-3 nukleotider. | dette tilfellet er sekvenslikheten fortrinnsvis minst
minst 70 % og mest foretrukket minst 85 % i forhold til malsekvensen. For
eksempel kan nukleotidene fra 3’ overhenget og opp til 2 nukleotider fra 5’ og/eller
3’ terminalen av dobbelttraden bli modifisert uten signifikant tap av aktivitet.

Fremgangsmater for syntetisering av RNA-molekyler er kjent pa omradet. | denne
konteksten henvises det spesielt til kiemiske syntesefremgangsmater som er
beskrevet i Verma og Eckstein (1998).

De enkelttradede RNA’ene kan ogsa bli fremstilt med enzymatisk transkripsjon fra
syntetiske DNA-templater eller fra DNA-plasmider isolert fra rekombinante
bakterier. Typisk anvendes fag RNA-polymeraser slik som T7, T3 eller SP6 RNA-
polymerase (Milligan og Uhlenbeck (1989)).

Fortrinnsvis omfatter kontakttrinnet (a) i in vitro fremgangsmaten ifelge
oppfinnelsen innfering av det dobbelttradede RNA-molekylet i en eukaryot
malcelle, f.eks. en isolert eukaryot malcelle, f.eks. i cellekultur. Mer foretrukket
omfatter innfagringstrinnet en baerermediert levering, f.eks. med liposomale bzerere

eller med injeksjon.

In vitro fremgangsmaten ifelge foreliggende oppfinnelse kan bli anvendt for &
bestemme funksjonen til et gen i en celle eller til og med for modulering av
funksjonen til et gen i en celle, som kan mediere RNA-interferens. Cellen er en
eukaryot celle eller en cellelinje, f.eks. en plantecelle eller en dyrecelle, slik som
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en mammalsk celle, f.eks. en embryonal celle, en pluripotent stamcelle, en

tumorcelle, f.eks. en teratokarsinomcelle, eller en virusinfisert celle.

Malgenet som RNA-molekylet ifelge foreliggende oppfinnelse er rettet mot kan
vaere assosiert med en patologisk tilstand. For eksempel kan genet veere et
patogenassosiert gen, f.eks. et viralt gen, et tumorassosiert gen eller et gen
assosiert med autoimmun sykdom. Malgenet kan ogsa veere et heterologt gen
uttrykt i en rekombinant celle eller en genetisk modifisert organisme. Ved a
bestemme eller modulere, spesielt inhibere, funksjonen til et slikt gen, kan verdifull
informasjon og terapeutiske fordeler i landbruket eller i medisin eller

veteringermedisin bli fremskaffet.

dsRNA’et administreres vanligvis som en farmasgytisk sammensetning.
Administreringen kan bli utfart med kjente fremgangsmater, der en nukleinsyre
innfares i en gnsket malcelle in vitro eller in vivo. Mye anvendte
genoverfaringsteknikker omfatter kalsiumfosfat, DEAE-dekstran, elektroporering
og mikroinjeksjon og virale metoder (Graham, F. L. og van der Eb, A. J. (1973)
Virol. 52, 456; McCutchan, J. H. og Pagano, J. S. (1968), J. Natl. Cancer Inst. 41,
351; Chu, G. et al. (1987), Nucl. Acids Res. 15, 1311; Fraley, R. et al. (1980), J.
Biol. Chem. 255, 10431; Capecchi, M. R. (1980), Cell 22, 479). Et nytt tillegg til
dette arsenalet av teknikker for innfaring av DNA i celler er anvendelse av
kationiske liposomer (Felgner, P. L. et al. (1987), Proc. Natl. Acad. Sci USA 84,
7413). Kommersielt tilgjengelige kationiske lipidformuleringer er f.eks. Tfx 50
(Promega) eller Lipofectamin2000 (Life Technologies).

Derfor angar oppfinnelsen ogsa som nevnt ovenfor en farmasgytisk
sammensetning inneholdende minst ett dobbelttradet RNA-molekyl som beskrevet
ovenfor som et aktivt stoff og en farmas@ytisk baerer. Sammensetningen kan bli
anvendt for diagnostiske og terapeutiske applikasjoner innen human medisin eller
innen veterinaermedisin.

For diagnostiske eller terapeutiske applikasjoner kan sammensetningen vaere i
form av en Igsning, f.eks. en injiserbar Igsning, en krem, salve, tablett, suspensjon

eller lignende. Sammensetningen kan bli administrert pa enhver egnet mate, f.eks.
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med injeksjon, med oral-, topisk-, nasal- og rektal applikasjon osv. Baereren kan
veere enhver egnet farmasgytisk beerer. Fortrinnsvis anvendes en baerer som kan
oke RNA-molekylenes evne til a8 ga inn i malcellene. Egnede eksempler pa slike
beerere er liposomer, spesielt kationiske liposomer. En videre foretrukket

administreringsmate er injeksjon.

En annen anvendelse av RNAi-fremgangsmaten som er beskrevet er en
funksjonell analyse av eukaryote celler eller eukaryote ikke-humane organismer,
fortrinnsvis mammalske celler eller organismer og mest foretrukket humane celler,
f.eks. cellelinjer slik som HeLa eller 293, eller gnagere, f.eks. rotter og mus. Ved
transfeksjon med egnede dobbelttradede RNA-molekyler som er homologe med et
forutbestemt malgen eller DNA-molekyler som koder for et egnet dobbelttradet
RNA-molekyl, kan en spesifikk knockout-fenotype bli oppnadd i en malcelle, f.eks.
i cellekultur eller i en malorganisme. Det er overraskende blitt funnet at neervaer av
korte, dobbelttradede RNA-molekyler ikke resulterer i en interferonrespons fra

vertscellen eller vertsorganismen.

Derfor er det ytterligere beskrevet en eukaryot celle eller en eukaryot ikke-human
organisme som har en malgenspesifikk knockout-fenotype omfattende en minst
delvis defekt ekspresjon av minst ett endogent malgen, der nevnte celle eller
organisme er transfektert med minst ett dobbelttradet RNA-molekyl som kan
inhibere ekspresjon av minst ett endogent malgen eller med et DNA som koder for
minst ett dobbelttradet RNA-molekyl som kan inhibere ekspresjon av minst ett
endogent malgen. Det ber bli registrert at det tillates en malspesifikk knockout av
flere ulike endogene gener pga. spesifisiteten til RNAi.

Genspesifikke knockout-fenotyper av celler eller ikke-humane organismer, spesielt
av humane celler eller ikke-humane pattedyr, kan bli anvendt i analytiske
prosedyrer, f.eks. i den funksjonelle og/eller fenotypiske analysen av komplekse
fysiologiske prosesser, slik som analyse av genekspresjonsprofiler og/eller
proteomer. For eksempel kan man fremstille knockout-fenotypene av humane
gener i dyrkede celler som er antatt a veere regulatorer av alternative
spleiseprosesser. Blant disse genene er spesielt medlemmene av SR-
spleisefaktorfamilien, f.eks. ASF/SF2, SC35, SRp20, SRp40 eller SRp55. Videre
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kan effekten av SR-proteiner pa mRNA-profilene av forutbestemte alternativt
spleisede gener slik som CD44 bli analysert. Fortrinnsvis utferes analysen med
heykapasitetsfremgangsmater ved a anvende oligonukleotidbaserte brikker.

Ved anvendelse av RNAi-baserte knockout-teknologier, kan ekspresjonen av et
endogent malgen bli inhibert i en malcelle eller en malorganisme. Det endogene
genet kan bli komplementert med en eksogen malnukleinsyre som koder for
malproteinet eller en variant eller mutert form av malproteinet, f.eks. et gen eller et
cDNA, som eventuelt kan bli koblet til ytterligere en nukleinsyresekvens som koder
for et detekterbart peptid eller polypeptid, f.eks. en affinitetsmarker, spesielt en
multippel affinitetsmarker. Varianter eller muterte former av malgenet er
forskjellige fra det endogene malgenet ved at de koder for et genprodukt som er
forskjellig fra det endogene genproduktet pa aminosyrenivaet med substitusjoner,
insersjoner og/eller delesjoner av enkle eller multiple aminosyrer. Variantene eller
de muterte formene kan ha den samme biologiske aktiviteten som det endogene
malgenet. Pa den annen side kan varianten eller det muterte malgenet ogsa ha en
biologisk aktivitet som er forskjellig fra den biologiske aktiviteten til det endogene
malgenet, f.eks. en delvis deletert aktivitet, en fullstendig deletert aktivitet, en gkt
aktivitet osv.

Komplementasjonen kan bli utfert med koekspresjon av polypeptidet kodet av den
eksogene nukleinsyren, f.eks. et fusjonsprotein omfattende malproteinet og
affinitetsmarkeren og det dobbelttradede RNA-molekylet for delesjon av det
endogene genet i malcellen. Denne koekspresjonen kan bli utfert ved & anvende
en egnet ekspresjonsvektor som uttrykker bade polypeptidet kodet av den
eksogene nukleinsyren, f.eks. det markermodifiserte malproteinet og det
dobbelitradede RNA-molekylet eller alternativt ved & anvende en kombinasjon av
ekspresjonsvektorer. Proteiner og proteinkomplekser som syntetiseres de novo i
malcellen vil inneholde det eksogene genproduktet, f.eks. det modifiserte
fusjonsproteinet. For & unnga suppresjon av den eksogene genproduk-
ekspresjonen med RNAi-dupleksmolekylet, kan nukleotidsekvensen som koder for
den eksogene nukleinsyren bli endret pa DNA-nivaet (med eller uten a forarsake

mutasjoner pa aminosyrenivaet) i delen av sekvensen som er homolog med det
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dobbelitradede RNA-molekylet. Alternativt kan det endogene malgenet bli
komplementert med tilsvarende nukleotidsekvenser fra andre arter, f.eks. fra mus.

Foretrukne anvendelser for cellen eller organismen er analysen av
genekspresjonsprofiler og/eller proteomer. Spesielt foretrukket utferes en analyse
av en variant eller mutant form av ett eller flere malproteiner, der nevnte variant
eller mutante former reinnfgres i cellen eller organismen med en eksogen
malnukleinsyre som beskrevet ovenfor. Kombinasjonen av delesjon av et
endogent gen og opprettholdelse ("rescue”) ved a@ anvende mutert mal, f.eks.
delvis deletert eksogent mal, har fordeler sammenlignet med anvendelse av en
knockout-celle. Videre er denne fremgangsmaten spesielt egnet for identifisering
av funksjonelle domener til malproteinet. Ytterligere foretrukket utfares en
sammenligning f.eks. av genekspresjonsprofiler og/eller proteomer og/eller
fenotypiske karakteristika til minst to celler eller organismer. Disse organismene
velges fra:

(i) en kontrolicelle eller kontrollorganisme uten malgeninhibisjon,

(ii) en celle eller organisme med malgeninhibisjon og

(ii) en celle eller organisme med malgeninhibisjon pluss

malgenkomplementasjon med en eksogen malnukleinsyre.

Fremgangsmaten og cellen er ogsa egnet i en prosedyre for identifisering og/eller
karakterisering av farmakologiske agenser, f.eks. identifisering av nye
farmakologiske agenser fra en samling av testsubstanser og/eller karakterisering

av virkningsmekanismer og/eller bivirkninger av kjente farmakologiske agenser.

Et system for identifisering og/eller karakterisering av farmakologiske agenser som
virker pa minst ett malprotein er beskrevet som omfatter:
(a) en eukaryot celle eller en eukaryot ikke-human organisme som kan uttrykke
minst ett endogent malgen som koder for nevnte malprotein,
(b) minst ett dobbelttradet RNA-molekyl som kan inhibere ekspresjon av
nevnte minst ene endogene malgen, og
(c) en testsubstans eller en samling av testsubstanser der farmakologiske
egenskaper til nevnte testsubstans eller nevnte samling skal bli identifisert

og/eller karakterisert.
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Videre omfatter systemet beskrevet ovenfor fortrinnsvis:

(a) minst én eksogen malnukleinsyre som koder for malproteinet eller en variant
eller mutert form av malproteinet, der nevnte eksogene malnukleinsyre er
forskjellig fra det endogene malgenet pa nukleinsyrenivaet, slik at ekspresjon
av den eksogene malnukleinsyren blir vesentlig mindre inhibert av det
dobbelitradede RNA-molekylet enn ekspresjon av det endogene malgenet.

Videre kan fremgangsmaten for RNA-knockoutkomplementasjon bli anvendt for a
lette opprensing, f.eks. for affinitetsrensing av proteiner eller proteinkomplekser fra
eukaryote celler, spesielt mammalske celler og mer spesielt humane celler. |
denne utfgrelsesformen ifglge foreliggende oppfinnelse koder den eksogene

malnukleinsyren fortrinnsvis for et malprotein som er koblet til en affinitetsmarkar.

Fremgangsmaten for a lette opprensingen kan bli anvendt for rensing av
hgymolekylzere proteinkomplekser som fortrinnsvis har en masse pa > 150 kD og
mer foretrukket pa > 500 kD og som eventuelt kan inneholde nukleinsyrer slik som
RNA. Spesifikke eksempler er det heterotrimere proteinkomplekset bestaende av
20 kD, 60 kD og 90 kD proteinene til U4/U6 snRNP-partikkelen, spleisefaktoren
SF3b fra 17S U2 snRNP bestaende av fem proteiner med molekylvekt pa 14, 49,
120, 145 og 155 kD og 25S U4/U6/U5 tri-snRNP-partikkelen inneholdende U4, U5
og U6 snRNA-molekylene og ca. 30 proteiner med en molekylvekt pa ca. 1,7 MD.

Denne fremgangsmaten er egnet for funksjonell proteomanalyse i mammalske
celler, spesielt humane celler.

Videre er foreliggende oppfinnelse forklart i mer detalj i de felgende figurene og
eksemplene.

Figurtekst
Figur 1: Dobbelttradet RNA sa kort som 38 bp kan mediere RNA.. (A) Grafisk

presentasjon av dsRNA’er anvendt for a binde Pp-luc mRNA. Tre serier med
rettendede dsRNA’er som dekker et omrade pa 29 til 504 bp ble fremstilt.
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Posisjonen til det farste nukleotidet pa sensetraden til dsRNA’et er vist i forhold til
startkodonet i Pp-luc mRNA (p1). (B) RNA-interferenstest (Tuschl et al., 1999).
Forhold mellom mal Pp-luc og kontroll Rr-luc aktivitet ble normalisert i forhold til en
bufferkontroll (sort stolpe). dsRNA’er (5 nM) ble preinkubert i Drosophila-lysati 15
min ved 25 °C far tilsetning av 7-metyl-guanosin-cap (cap er en beskyttende
gruppe pa 5 merket ende) Pp-luc og Rr-luc mRNA’er (~ 50 pM). Inkuberingen
fortsatte i ytterligere en time og deretter analysert med dual luciferasetest
(Promega). Resultatene er gjennomsnittet fra minst fire uavhengige eksperimenter

+ standardavvik.

Figur 2: Et 29 bp dsRNA blir ikke lenger prosessert til 21-23 nt fragmenter.
Tidsforlep for 21-23 mer dannelse fra prosessering av internt *P-merkede
dsRNA’er (5 nM) i Drosophila-lysatet. Lengden og kilden til dsRNA’et er angitt. En
RNA-starrelsesmarkar (M) har blitt tilsatt i det venstre sporet og
fragmentsterrelsene er antydet. Doble band pa tid null skyldes ufullstendig
denaturert dsRNA.

Figur 3: Korte dsRNA’er kutter mMRNA-malmolekylet bare én gang. (A)
Denaturerende gelelektroforeser av de stabile 5’ kutteproduktene dannet med 1
times inkubering av 10 nM sense- eller antisense-RNA *’P-merket cap med 10 nM
dsRNA’er av p133 serien i Drosophila-lysat. Lengdemarkarer ble generert ved
delvis nuklease T1-kutting og delvis alkalisk hydrolyse (OH) av det cap-merkede
mal-RNA’et. Regionene bundet av dsRNA’ene er indikert som sorte streker pa
begge sider. Sekvensen pa 20-23 nt mellom de dominerende kuttesetene for det
111 bp lange dsRNA’et er vist. Den horisontale pilen indikerer uspesifikk kutting
som ikke skyldes RNAI. (B) Posisjon av kuttesetene pa sense og antisense mal-
RNA’er. Sekvensene til 177 nt sense og 180 nt antisense mal-RNA’ene som har
cap er vist i antiparallell retning, slik at komplementeere sekvenser star ovenfor
hverandre. Regionen bundet av de ulike dsRNA’ene er antydet med forskjellige
fargede streker plassert mellom sense- og antisensemalsekvenser. Kutteseter er
indikert med sirkler: stor sirkel for sterk kutting, liten sirkel for svak kutting. Den
%2p_radioaktivt merkede fosfatgruppen er merket med en stjerne.
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Figur 4: 21 og 22 nt RNA-fragmenter genereres med en RNase Ill-lignende
mekanisme. (A) Sekvenser pa ~21 nt RNA’er etter dsSRNA-prosessering. ~21 nt
RNA-fragmenter generert ved dsRNA-prosessering ble klonet i en bestemt retning
og sekvensert. Oligoribonukleotider som kom fra sensetraden til dsRNA’et er vist
som bla linjer, de som kom fra antisensetraden som rgde linjer. Tykke streker
anvendes hvis den samme sekvensen var til stede i multiple kloner, der antallet til
heyre indikerer frekvensen. Mal-RNA kuttesetene mediert av dsRNA’et er vist som
oransje sirkler, stor sirkel for sterk kutting, liten sirkel for svak kutting (se Figur 3B).
Sirkler pa toppen av sensetraden antyder kutteseter i sensemalet, og sirkler pa
bunnen av dsRNA’et indikerer kuttesete i antisensemalet. Opp til fem ekstra
nukleotider ble identifisert i ~21 nt fragmenter avledet fra 3’ endene til dSsSRNA’et.
Disse nukleotidene er tilfeldige kombinasjoner av hovedsakelig C-, G- eller A-
rester og ble mest sannsynlig tilsatt pa en tilfeldig mate (uten templat) i lapet av
T7-transkripsjon av tradene som utgjer dsRNA. (B) Todimensjonal TLC-analyse av
nukleotidsammensetningen til ~21 nt RNA’er. ~21 nt RNA’ene ble generert ved
inkubering av internt radioaktivt merket 504 bp Pp-luc dsRNA i Drosophila-lysat,
gelrenset og deretter kuttet til mononukleotider med nuklease P1 (e@verste rad)
eller ribonuklease T2 (nederste rad). dsRNA'et ble radioaktivt merket internt ved
transkripsjon i naervaer av én av de indikerte a->?P nukleosidtrifosfatene.
Radioaktivitet ble detektert med fosforbildeanalyse. Nukleosid 5’-monofosfater,
nukleosid 3’-monofosfater, nukleosid 5’,3’-difosfater og uorganisk fosfat er indikert
som henholdsvis pN, Np, pNp og pi. Sorte sirkler indikerer UV-absorberende
flekker fra ikke-radioaktive beerernukleotider. 3’,5’-bisfosfatene (r@de sirkler) ble
identifisert med migrasjon sammen med radioaktivt merkede standarder fremstilt
med 5’-fosforylering av nukleosid 3’-monofosfater med T4-polynukleotidkinase og
7-2P-ATP.

Figur 5: Syntetiske 21 og 22 nt RNA’er medierer mal-RNA kutting. (A) Grafisk
presentasjon av kontroll 52 bp dsRNA og syntetiske 21 og 22 nt dsRNA’er.
Sensetraden til 21 og 22 nt korte, interfererende RNA’er (siRNA’er) er vist i blatt,
antisensetraden i radt. Sekvensene til siRNA’ene ble avledet fra de klonede
fragmentene til 52 og 111 bp dsRNA’er (Figur 4A), bortsett fra 22 nt
antisensetraden til dupleks 5. siRNA’ene i dupleks 6 og 7 var unike for den 111 bp
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dsRNA-prosesseringsreaksjonen. De to 3’ overhengende nukleotidene indikert i
grent foreligger i sekvensen til den syntetiske antisensetraden til dupleks 1 og 3.
Begge tradene til kontroll 52 bp dsRNA’et ble fremstilt med in vitro-transkripsjon,
og en fraksjon av transkripter kan inneholde vilkarlig 3’ nukleotidtilsetning. Mal-
RNA kuttesetene styrt av siRNA-dupleksene er indikert som oransje sirkler (se
tekst til Figur 4A) og ble bestemt som vist i Figur 5B. (B) Posisjon til kuttesetene
pa sense og antisense mal-RNA’er. Mal-RNA sekvensene er som beskrevet i
Figur 3B. Kontroll 52 bp dsRNA (10 nM) eller 21 og 22 nt RNA-dupleksene 1-7
(100 nM) ble inkubert med mal-RNA i 2,5 t ved 25 °C i Drosophila-lysat. De stabile
5 kutteproduktene ble bestemt pa gelen. Kuttesetene er indikert i Figur 5A.
Regionen bundet av 52 bp dsRNA’et eller sense (s) eller antisense (as) tradene er
indikert med de sorte strekene ved siden av gelen. Kuttesetene er alle lokalisert i
regionen som er identisk med dsRNA’ene. For ngyaktig bestemmelse av
kuttesetene for antisensetraden ble en gel med lavere prosent anvendt.

Figur 6: Lange 3’ overheng pa korte dsRNA’er inhiberer RNAI. (A) Grafisk
presentasjon av 52 bp dsRNA-konstruksjoner. 3’ forlengelsene av sense- og
antisensetrad er indikert i henholdsvis blatt og redt. De observerte kuttesetene pa
mal-RNA’ene er vist som oransje sirkler analogt til Figur 4A og ble bestemt som
vist i Figur 6B. (B) Posisjon av kuttesetene pa sense og antisense mal-RNA’er.
Mal-RNA sekvensene er som beskrevet i Figur 3B. dsRNA (10 nM) ble inkubert
med mal-RNA i 2,5 t ved 25 °C i Drosophila-lysat. De stabile 5’ kutteproduktene
ble bestemt pa gelen. Hovedkuttesetene er indikert med en horisontal pil og er
ogsa vist i Figur 6A. Regionen bundet av 52 bp dsRNA’et er vist som sort strek pa
begge sider av gelen.

Figur 7: Foreslatt modell for RNAi. RNAi er antatt & begynne med prosessering av
dsRNA (sensetrad i sort, antisensetrad i redt) til hovedsakelig 21 og 22 nt korte,
interfererende RNA’er (siRNA’er). Korte overhengende 3’ nukleotider, hvis de
foreligger pa dsRNA’et, kan vaere fordelaktige for prosessering av korte dsRNA’er.
De dsRNA-prosesserende proteinene, som trenger a bli karakterisert, er vist som
grenne og bla ovaler og sammenstilt pa dsRNA’et pa asymmetrisk mate. | var
modell er dette vist ved binding av et hypotetisk blatt protein eller proteindomene

med siRNA-traden i 3’ til 5’ retning, mens det hypotetisk grenne proteinet eller
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proteindomenet alltid er bundet til den motstaende siRNA-traden. Disse proteinene
eller en undergruppe forblir assosiert med siRNA-dupleksen og bevarer dens
retning som er bestemt ved retningen til dSsSRNA-prosesseringsreaksjonen. Kun
siRNA-sekvensen assosiert med det bla proteinet kan guide kutting av mal-RNA.
Endonukleasekomplekset henvises til som lite, interfererende
ribonukleoproteinkompleks eller siRNP. Det er antatt heri at endonukleasen som
kutter dsRNA’et ogsa kan kutte mal-RNA’et, trolig ved midlertidig fierning av den
passive siRNA-traden som ikke er anvendt for malgjenkjennelse. Mal-RNA’et
kuttes deretter i senteret av regionen gjenkjent av det sekvenskomplementaere
guide-siRNA’et.

Figur 8: Rapportgrkonstruksjoner og siRNA-duplekser. (a) lidflue (Pp-luc) og
Renilla reniformis (Rr-luc) luciferaserapportgrgenregionene fra plasmidene pGL2-
kontroll, pGL-3-kontroll og pRL-TK (Promega) er vist. SV40-regulatorelementer,
HSV-tymidinkinasepromoteren og to introner (linjer) er indikert. Sekvensen til GL3-
luciferase er 95 % identisk med GL2, men RL er fullstendig ubeslektet med begge.
Luciferaseekspresjon fra pGL2 er omtrent 10 ganger lavere enn fra pGL3 i
transfekterte mammalske celler. Regionen bundet av siRNA-dupleksene er
indikert som sort strek under den kodende regionen til luciferasegenene. (b)
Sense (gvre) og antisense (nedre) sekvenser til SiRNA-dupleksene som binder
GL2-, GL3- og RL-luciferase er vist. GL2 og GL3 siRNA-dupleksene er bare
forskjellige i 3 enkle nukleotidsubstitusjoner (gra boks). Som uspesifikk kontroll ble
en dupleks med den inverterte GL2-sekvensen, invGL2, syntetisert. 2 nt 3’
overhenget til 2’-deoksytymidin er indikert som TT; uGL2 ligner pa GL2 siRNA,
men inneholder ribouridin 3’ overheng.

Figur 9: RNA-interferens med siRNA-duplekser. Forhold av malkontrolluciferase
ble normalisert i forhold til en bufferkontroll (bu, sorte stolper); gra stolper indikerer
forhold av Photinus pyralis (Pp-luc) GL2- eller GL3-luciferase til Renilla reniformis
(Rr-luc) RL-luciferase (venstre akse), hvite stolper indikerer RL til GL2 eller GL3
forhold (heyre akse). Panel a, c, e, g og i beskriver eksperimenter utfert med
kombinasjonen av pGL2-kontroll og pRL-TK rapportarplasmider, panel b, d, f, h og
j med pGL3-kontroll og pRL-TK rapporterplasmider. Cellelinjen anvendt for

interferensforsgket er indikert pa toppen av hvert stolpediagram. Forholdene av
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Pp-luc/Rr-luc for bufferkontrollen (bu) varierte mellom henholdsvis 0,5 og 10 for
pGL2/pRL og mellom 0,03 og 1 for pGL3/pRL far normalisering og mellom de ulike
cellelinjene som ble testet. De plottede resultatene er gjennomsnitt fra tre
uavhengige eksperimenter + SD.

Figur 10: Effekter av 21 nt siRNA, 50 bp og 500 bp dsRNA’er pa
luciferaseekspresjon i HeLa-celler. Den ngyaktige lengden av de lange
dsRNA’ene er indikert under stolpene. Panel a, ¢ og e beskriver eksperimenter
utfert med pGL2-kontroll og pRL-TK rapport@rplasmider, panel b, d og f med
pGL3-kontroll og pRL-TK rapportgrplasmider. Resultatene er gjennomshnitt fra to
uavhengige eksperimenter + SD. (a), (b) Absolutt Pp-luc ekspresjon, plottet i
arbitreere luminescensenheter. (c), (d) Rr-luc ekspresjon, plottet i arbitraere
luminescensenheter. (e), (f) Forhold av normaliserte mal i forhold til
kontrolluciferase. Forhold av luciferaseaktivitet for siRNA-duplekser ble normalisert
i forhold til en bufferkontroll (bu, sorte stolper); luminescensforholdene for 50 eller
500 bp dsRNA’er ble normalisert i forhold til de respektive forholdene observert for
50 og 500 bp dsRNA fra humanisert GFP (hG, sorte stolper). Det bar bli registrert
at de totale forskjellene i sekvenser mellom de 49 og 484 bp dsRNA’ene som
binder GL2 og GL3 ikke er tilstrekkelig for a gi spesifisitet mellom GL2- og GL3-
mal (43 nt sammenhengende likhet i 49 bp segment, 239 nt lengste

sammenhengende likhet i 484 bp segment).

Figur 11: Variasjon av 3’ overhenget til duplekser av 21-nt siRNA’er. (A) Oversikt
over den eksperimentelle strategien. Sense mal-mRNA’et som er polyadenylert og
har cap er vist, og de relative posisjonene til sense- og antisense-siRNA’er er vist.
Atte serier av duplekser, i henhold til de atte ulike antisensetradene, ble fremstilt.
siRNA-sekvensene og antallet overhengende nukleotider ble forandret i 1-nt trinn.
(B) Normalisert relativ luminescens av malluciferase (Photinus pyralis, Pp-luc) i
forhold til kontrolluciferase (Renilla reniformis, Rr-luc) i D. melanogaster-
embryolysat i naerveer av 5 nM rettendede dsRNA’er. Luminescensforholdene
bestemt i nzerveer av dsRNA ble normalisert til forholdet fremskaffet for en
bufferkontroll (bu, sort stolpe). Normaliserte forhold mindre enn 1 indikerer
spesifikk interferens. (C-J) Normaliserte interferensforhold for atte serier av 21-nt

siRNA-duplekser. Sekvensene til siRNA-duplekser er vist over
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stolpediagrammene. Hvert panel viser interferensforholdet for et sett av duplekser
dannet med et gitt antisenseguide-siRNA og 5 ulike sense-siRNA’er. Antall
overhengende nukleotider (3’ overheng, positive tall; 5’ overheng, negative tall) er
indikert pa x-aksen. Datapunkter er gjennomsnitt fra minst 3 uavhengige
eksperimenter, feilstarrelser representerer standardavvik.

Figur 12: Variasjon av lengden til sensetraden av siRNA-duplekser. (A) Grafisk
presentasjon av forsgket. Tre 21-nt antisensetrader ble paret med atte sense-
siRNA’er. siRNA’ene ble forandret i lengde pa deres 3’ ende. 3’ overhenget til
antisense-siRNA’et var 1-nt (B), 2-nt (C) eller 3-nt (D), mens sense siRNA-
overhenget varierte for hver serie. Sekvensene til sSiRNA-dupleksene og de
tilsvarende interferensforholdene er indikert.

Figur 13: Variasjon av lengden til siRNA-duplekser med preserverte 2-nt 3’
overheng. (A) Grafisk presentasjon av forsgket. 21-nt siRNA-dupleksen er identisk
i sekvens til den som er vist i Figur 11H eller 12C. siRNA-dupleksene ble forlenget
til 3’ siden av sense siRNA’et (B) eller 5’ siden av sense siRNA'et (C). siRNA-
duplekssekvensene og de respektive interferensforholdene er antydet.

Figur 14: Substitusjon av 2’-hydroksylgruppene til siRNA-riboserestene. 2'-
hydroksylgruppene (OH) i tradene til sSiRNA-duplekser ble byttet ut med 2’-deoksy
(d) eller 2’-O-metyl (Me). 2-nt og 4-nt 2’-deoksysubstitusjoner pa 3’ endene er
indikert som henholdsvis 2-nt d og 4-nt d. Uridinrester ble byttet ut med 2’-deoksy
tymidin.

Figur 15: Kartlegging av sense og antisense mal-RNA kutting med 21-nt siRNA-
duplekser med 2-nt 3’ overheng. (A) Grafisk presentasjon av 32P (stjerne) cap-
merkede sense og antisense mal-RNA’er og siRNA-duplekser. Posisjonen til
sense og antisense mal-RNA kutting er indikert med trekanter henholdsvis over og
under siRNA-dupleksene. (B) Kartlegging av mal-RNA kutteseter. Etter 2 t
inkubering av 10 nM mal med 100 nM siRNA-dupleks i D. melanogaster-
embryolysat ble det 5’ cap-merkede substratet og 5’ kutteproduktene bestemt pa
sekvenseringsgeler. Lengdemarkarer ble generert ved delvis RNase T1-kutting
(T1) og delvis alkalisk hydrolyse (OH-) av mal-RNA’ene. De tykke strekene fil
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venstre for bildene indikerer regionen dekket av siRNA-tradene 1 og 5 med den

samme retningen som malet.

Figur 16: 5’ enden av et guide-siRNA definerer posisjonen for mal-RNA kutting.
(A, B) Grafisk presentasjon av den eksperimentelle strategien. Antisense-siRNA’et
var den samme i alle siRNA-duplekser, men sensetraden varierte mellom 18 til 25
nt ved a forandre 3’ enden (A) eller 18 til 23 nt ved a forandre 5’ enden (B).
Posisjonen til sense og antisense mal-RNA kutting er indikert med trekanter
henholdsvis over og under siRNA-dupleksene. (C, D) Analyse av mal-RNA kutting
ved a anvende cap-merkede sense (@verste panel) eller antisense (nederste
panel) mal-RNA’er. Kun de cap-merkede 5’ kutteproduktene er vist. Sekvensene til
siRNA-dupleksene er indikert, og lengden til sense siRNA-tradene er angitt pa
toppen av panelet. Kontrollsporet merket med en tankestrek i panel (C) viser mal-
RNA inkubert i fraveer av siRNA’er. Markarer var som beskrevet i Figur 15. Pilene i

(D), nederste panel, indikerer mal-RNA kuttesetene som er forskjellige med 1 nt.

Figur 17: Sekvensvariasjon av 3’ overhenget til siRNA-duplekser. 2-nt 3’
overhenget (NN, i gratt) ble forandret i sekvens og sammensetning som indikert
(T, 2'-deoksytymidin, dG, 2’-deoksyguanosin; stjerne, villtype siRNA-dupleks).
Normaliserte interferensforhold ble bestemt som beskrevet i Figur 11.
Villtypesekvensen er den samme som vist i Figur 14.

Figur 18: Sekvensspesifisitet av malgjenkjennelse. Sekvensene til de
feilmatchede siRNA-dupleksene er vist, modifiserte sekvenssegmenter eller enkle
nukleotider er farget i gratt. Referansedupleksen (ref) og siRNA-dupleksene 1 til 7
inneholder 2’-deoksytymidin 2-nt overheng. Inaktiveringseffektiviteten til den
tymidinmodifiserte referansedupleksen var sammenlignbar med villtypesekvensen

(Figur 17). Normaliserte interferensforhold ble bestemt som beskrevet i Figur 11.

Figur 19: Variasjon av lengden til siRNA-duplekser med preserverte 2-nt 3’
overheng. siRNA-dupleksene ble forlenget til 3’ siden av sense siRNA’et (A) eller
5’ siden av sense siRNA'et (B). siRNA-duplekssekvensene og de respektive
interferensforholdene er indikert. For HeLa SS6-celler ble siRNA-duplekser (0,84
ug) som binder GL2-luciferase kotransfektert med pGL2-kontroll og pRL-TK
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plasmider. For sammenligning er in vitro RNAi-aktivitetene til siRNA-duplekser
testet i D. melanogaster-lysat vist.

Eksempel 1
RNA-interferens mediert med sma, syntetiske RNA’er

1.1 Eksperimentelle fremgangsmater

1.1.1 In vitro-RNAI

In vitro-RNA. og lysatfremstillinger ble utfart som tidligere beskrevet (Tuschl et al.,
1999; Zamore et al., 2000). Det er avgjerende a anvende ferskt, opplast
kreatinkinase (Roche) for optimal ATP-nydannelse. RNAi-translasjonstestene
(Figur 1) ble utfert med dsRNA-konsentrasjoner pa 5 nM og en forlenget
preinkuberingsperiode pa 15 min ved 25 °C far tilsetning av in vitro-transkriberte,
5’ cap-merkede og polyadenylerte Pp-luc og Rr-luc rapporter mRNA’er.
Inkuberingen fortsatte i 1 time, og den relative mengden av Pp-luc og Rr-luc
protein ble analysert ved a anvende dual luciferasetest (Promega) og et Monolight
3010C luminometer (PharMingen).

1.1.2 RNA-syntese

Standard fremgangsmater ble anvendt for in vitro-transkripsjon av RNA fra PCR-
templater som baerer T7- eller SP6-promotersekvenser, se for eksempel (Tuschl et
al., 1998). Syntetisk RNA ble fremstilt ved &4 anvende Expedite RNA-
fosforamiditter (Proligo). 3’ adapteroligonukleotidet ble syntetisert ved & anvende
dimetoksytrityl-1,4-benzendimetanol-suksinyl-aminopropyl-CPG.
Oligoribonukleotidene fikk fiernet beskyttelsen i 3 ml av 32 % ammoniakk/etanol
(3/1) i 4 timer ved 55 °C (Expedite RNA) eller 16 timer ved 55 °C (3’ og 5’ adapter
DNA/RNA kimeeriske oligonukleotider) og deretter desilylert og gelrenset som
tidligere beskrevet (Tuschl et al., 1993). RNA-transkripter for dsRNA-fremstilling
omfattende lange 3’ overheng ble generert fra PCR-templater som inneholdt en
T7-promoter i sense- og en SP6-promoter i antisenseretning.
Transkripsjonstemplatet for sense og antisense mal-RNA ble PCR-amplifisert med
GCGTAATACGACTCACTATAGAACAATTGCTTTTACAG (understreket, T7-
promoter) som 5’ primer og ATTTAGGTGACACTATAGGCATAAAGAATTGAAGA
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(understreket, SP6-promoter) som 3’ primer og det lineariserte Pp-luc plasmidet
(pGEM-luc sekvens) (Tuschl et al., 1999) som templat; det T7-transkriberte sense-
RNA’et var 177 nt langt med Pp-luc sekvensen mellom posisjon 113-273 i forhold
til startkodonet og etterfulgt av 17 nt av komplementet til SP6-promotersekvensen
pa 3’ enden. Transkripter for buttendet dsRNA-dannelse ble fremstilt med
transkripsjon fra to ulike PCR-produkter som bare inneholdt en enkel

promotersekvens.

dsRNA-hybridisering ble utfart ved a anvende en fenol/kloroform ekstraksjon.
Ekvimolar konsentrasjon av sense- og antisense-RNA (50 nM til 10 uM, avhengig
av lengden og tilgjengelig mengde) i 0,3 M NaOAc (pH 6) ble inkubert i 30 s ved
90 °C og deretter ekstrahert ved romtemperatur med et like stort volum av
fenol/kloroform, etterfulgt av en kloroformekstraksjon for a fijerne residual fenol.
Det resulterende dsRNA’et ble presipitert ved tilsetning av 2,5-3 volumer av
etanol. Pelleten ble lgst i lyseringsbuffer (100 mM KCI, 30 mM HEPES-KOH, pH
7,4, 2 mM Mg (OAc).) og kvaliteten av dsRNA’et ble verifisert med standard
agarosegelelektroforeser i 1 x TAE-buffer. 52 bp dsRNA’ene med 17 nt og 20 nt 3’
overhengene (Figur 6) ble hybridisert ved inkubering i 1 min ved 95 °C, deretter
raskt avkjelt til 70 °C og etterfulgt av sakte avkjgling til romtemperatur over en 3 t
periode (50 pl hybridiseringsreaksjon, 1 uM tradkonsentrasjon, 300 mM NacCl, 10
mM Tris-HCI, pH 7,5). dsRNA’ene ble deretter fenol/kloroform ekstrahert,

etanolpresipitert og lgst i lyseringsbuffer.

Transkripsjon av internt 32p_radioaktivt merket RNA anvendt for dsRNA-fremstilling
(Figur 2 og 4) ble utfert ved & anvende 1 mM ATP, CTP, GTP, 0,1 eller 0,2 mM
UTP og 0,2-0,3 uM -*2P-UTP (3000 Ci/mmol) eller det respektive forholdet for
andre radioaktivt merkede nukleosidtrifosfater enn UTP. Merking av cap til mal-
RNA’ene ble utfart som tidligere beskrevet. Mal-RNA’ene ble gelrenset etter cap-
merking.

1.1.3 Kuttesetekartlegging
Standard RNAi-reaksjoner ble utfert med preinkubering av 10 nM dsRNA i 15 min
etterfulgt av tilsetning av 10 nM cap-merket mal-RNA. Reaksjonen ble stoppet
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etter ytterligere 2 t (Figur 2A) eller 2,5 t inkubering (Figur 5B og 6B) med
proteinase K-behandling (Tuschl et al., 1999). Pravene ble deretter analysert pa 8
eller 10 % sekvenseringsgeler. De 21 og 22 nt syntetiske RNA-dupleksene ble
anvendt ved 100 nM endelig konsentrasjon (Figur 5B).

1.1.4 Kloning av ~21 nt RNA’er

21 nt RNA’ene ble dannet med inkubering av radioaktivt merket dsRNA i
Drosophila-lysat i fraveer av mal-RNA (200 pl reaksjon, 1 t inkubering, 50 nM
dsP111, eller 100 nM dsP52 eller dsP39). Reaksjonsblandingen ble deretter
behandlet med proteinase K (Tuschl et al., 1999) og dsRNA-
prosesseringsproduktene ble separert pa en denaturerende 15 %
polyakrylamidgel. Et band, inkludert et starrelsesomrade pa minst 18 til 24 nt, ble
skjeert ut, eluert inn i 0,3 M NaCl natten over ved 4 °C og i silikonrgr. RNA’et ble
isolert med etanolutfelling og defosforylert (30 pl reaksjon, 30 min, 50 °C, 10 U
alkalisk fosfatase, Roche). Reaksjonen ble stoppet med fenol/kloroform
ekstraksjon, og RNA’et ble etanolpresipitert. 3' adapteroligonukleotidet
(pUUUaaccgcatccttctex: stor bokstav, RNA; liten bokstav, DNA; p, fosfat; x, 4-
hydroksymetylbenzyl) ble deretter ligert til det defosforylerte ~21 nt RNA’et (20 pl
reaksjon, 30 min, 37 °C, 5 uM 3’ adapter, 50 mM Tris-HCI, pH 7,6, 10 mM MgCls,
0,2 mM ATP, 0,1 mg/ml acetylert BSA, 15 % DMSO, 25 U T4 RNA-ligase,
Amersham-Pharmacia) (Pan og Uhlenbeck, 1992). Ligeringsreaksjonen ble
stoppet ved tilsetning av et like stort volum av 8 M urea/50 mM EDTA-
stoppblanding og direkte satt pa en 15 % gel. Ligeringsutbytter var starre enn 50
%. Ligeringsproduktet ble isolert fra gelen og 5’-fosforylert (20 pl reaksjon, 30 min,
37 °C, 2 mM ATP, 5 U T4-polynukleotidkinase, NEB). Fosforyleringsreaksjonen
ble stoppet med fenol/kloroform ekstraksjon, og RNA ble isolert med
etanolutfelling. Deretter ble 5’ adapteren (tactaatacgactcactAAA: stor bokstav,
RNA,; liten bokstav, DNA) ligert til det fosforylerte ligeringsproduktet som beskrevet
ovenfor. Det nye ligeringsproduktet ble gelrenset og eluert fra gelbiten i naervaer av
revers transkripsjonsprimer (GACTAGCTGGAATTCAAGGATGCGGTTAAA: fet
skrift, EcoRI-sete) anvendt som beaerer. Revers transkripsjon (15 pl reaksjon, 30
min, 42 °C, 150 U Superscript Il revers transkriptase, Life Technologies) ble
etterfulgt av PCR ved & anvende CAGCCAACGGAATTCATACGACTCACTAAA
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(fet skrift, EcoRI-sete) som 5’ primer og 3’ RT-primeren. PCR-produktet ble renset
med fenol/kloroform ekstraksjon og etanolpresipitert. PCR-produktet ble deretter
kuttet med EcoRI (NEB) og konkatamerisert ved a anvende T4 DNA-ligase (hay
konsentrasjon, NEB). Konkatamerer av en sterrelse pa 200 til 800 bp ble separert
pa en agarosegel med lavt smeltepunkt, isolert fra gelen med en standard
smeltings- og fenolekstraksjonsfremgangsmate og etanolpresipitert. De uparede
endene ble fylt i ved inkubering med Taqg-polymerase under standard betingelser i
15 min ved 72 °C, og DNA-produktet ble ligert direkte inn i pCR2.1-TOPO vektoren
ved anvendelse av TOPO TA-kloningstestsettet (Invitrogen). Kolonier ble screenet
ved anvendelse av PCR og M13-20 og M13 reverse sekvenseringsprimere. PCR-
produkter ble sendt direkte til sekvensering (Sequence Laboratories Géttingen
GmbH, Tyskland). Gjennomsnittlig ble fire til fem 21mer sekvenser fremskaffet pr.

klon.

1.1.5 2D-TLC analyse

Nuklease P1-kutting av radioaktivt merkede, gelrensede siRNA’er og 2D-TLC ble
utfert som beskrevet (Zamore et al., 2000). Nuklease T2-kutting ble utfert i 10 pl
reaksjoner i 3 t ved 50 °C i 10 mM ammoniumacetat (pH 4,5) ved anvendelse av 2
ug/ul baerer tRNA og 30 U ribonuklease T2 (Life Technologies). Migrasjonen av
ikke-radioaktive standarder ble bestemt med UV-lys. Identiteten av nukleosid-3’,5'-
disfosfater ble bekreftet med migrasjon av T2-kutteproduktene sammen med
standarder fremstilt med 5’-*2P-fosforylering av kommersielle nukleosid 3'-
monofosfater ved anvendelse av y-32P-ATP og T4-polynukleotidkinase (resultater

er ikke vist).
1.2 Resultater og diskusjon

1.2.1 Lengdekrav for prosessering av dsRNA til 21 og 22 nt RNA-fragmenter
Lysat fremstilt fra D. melanogaster syncytiale embryoer rekapitulerer RNAi in vitro
og tilveiebringer et nytt verktgy for biokjemisk analyse av mekanismen for RNAI
(Tuschl et al., 1999; Zamore et al., 2000). /n vitro- og in vivo-analyse av
lengdekravene til dASRNA for RNAI har vist at korte dsRNA’er (< 150 bp) er mindre
effektive enn lengre dsRNA’er i degradering av mal-mRNA (Caplen et al., 2000;
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Hammond et al., 2000; Ngo et al., 1998; Tuschl et al., 1999). Arsakene for
reduksjon i mMRNA-degraderende effektivitet er ikke kjent. Vi undersgkte derfor det
neyaktige lengdekravet til dSRNA for mal-RNA nedbrytning under optimaliserte
betingelser i Drosophila-lysatet (Zamore et al., 2000). Flere serier av dsRNA’er ble
syntetisert og rettet mot ildflueluciferase (Pp-luc) rapporter RNA. Den spesifikke
suppresjonen av mal-RNA ekspresjon ble monitorert med dual luciferasetest
(Tuschl et al., 1999) (Figur 1A og 1B). Vi detekterte spesifikk inhibisjon av mal-
RNA ekspresjon for dsRNA’er sa korte som 38 bp, men dsRNA’er pa 29 til 36 bp
var ikke effektive i denne prosessen. Effekten var uavhengig av malposisjonen og
graden av inhibisjon av Pp-luc mRNA-ekspresjon korrelert med lengden til
dsRNA'et, dvs. lange dsRNA’er var mer effektive enn korte dsRNA’er.

Det har blitt antydet at 21-23 nt RNA fragmentene generert ved prosessering av
dsRNA’er er mediatorene av RNA-interferens og kosuppresjon (Hamilton og
Baulcombe, 1999; Hammond et al., 2000; Zamore et al., 2000). Vi analyserte
derfor hastigheten til 21-23 nt fragmentdannelse for en undergruppe av dsRNA’er
som varierte i sterrelse mellom 501 til 29 bp. Dannelse av 21-23 nt fragmenter i
Drosophila-lysat (Figur 2) var enkel a detektere for 39 til 501 bp lange dsRNA’er,
men ble signifikant forsinket for 29 bp dsRNA’et. Denne observasjonen
sammenfaller med en rolle for 21-23 nt fragmenter i guiding av mRNA-kutting og
gir en forklaring for mangelen pa RNAi med 30 bp dsRNA'er.
Lengdeavhengigheten for 21-23 mer dannelse reflekterer trolig en biologisk
relevant kontrollmekanisme for a hindre den ugnskede aktiveringen av RNAi med
korte, intramolekyleere, baseparede strukturer av ordinzere cellulaere RNA’er.

1.2.2 39 bp dsRNA medierer mal-RNA kutting pa et enkelt sete

Tilsetning av dsRNA og 5’ cap-merket mal-RNA til Drosophila-lysatet resulterer i
sekvensspesifikk nedbrytning av mal-RNA’et (Tuschl et al., 1999). Mal-mRNA’et
kuttes bare i regionen som har likhet med dsRNA’et, og mange av malkuttesetene
var separert med 21-23 nt (Zamore et al., 2000). Derfor var antallet kutteseter for
et gitt dsRNA forventet omtrentlig a tilsvare lengden av dsRNA’et dividert med 21.
Vi kartla malkuttesetene pa et sense- og et antisense mal-RNA som var 5’ cap
radioaktivt merket (Zamore et al., 2000) (Figur 3A og 3B). Stabile 5’ kutteprodukter

ble separert pa en sekvenseringsgel, og kutteposisjonen ble bestemt ved
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sammenligning med en delvis RNase T1 og en alkalisk hydrolysestige fra mal-
RNA’et.

| overensstemmelse med den tidligere observasjonen (Zamore et al., 2000) ble
alle mal-RNA kutteseter lokalisert i regionen som har likhet med dsRNA’et. Sense-
eller antisensemalet ble bare kuttet én gang med 39 bp dsRNA. Hvert kuttesete
ble lokalisert 10 nt fra 5’ enden av regionen bundet av dsRNA’et (Figur 3B). 52 bp
dsRNA'’et, som har samme 5’ ende som 39 bp dsRNA’et, danner det samme
kuttesetet pa sensemalet, lokalisert 10 nt fra 5’ enden til regionen som har likhet
med dsRNA’et, i tillegg til to svakere kutteseter 23 og 24 nt nedstrems for det
forste setet. Antisensemalet ble bare kuttet én gang, igjen 10 nt fra 5’ enden til
regionen bundet av dens respektive dsRNA. Kartlegging av kuttesetene for 38 til
49 bp dsRNA’ene vist i Figur 1 viste at det farste og dominerende kuttesetet alltid
var lokalisert 7 til 10 nt nedstrems for regionen bundet av dsRNA'et (resultater er
ikke vist). Dette antyder at punktet for mal-RNA kutting bestemmes av enden til
dsRNA’et og kan antyde at prosessering til 21-23 mer starter fra endene il
dupleksen.

Kutteseter pa sense- og antisensemal for det lengre 111 bp dsRNA’et var mye
mer frekvent enn forventet, og de fleste av dem forekommer i clustere separert
med 20 til 23 nt (Figur 3A og 3B). Som for de kortere dsRNA’ene er det farste
kuttesetet pa sensemalet 10 nt fra 5’ enden til regionen dekket av dsRNA’et; og
det farste kuttesetet pa antisensemalet er lokalisert 9 nt fra 5’ enden til region
bundet av dsRNA’et. Det er ukjent hva som forarsaker denne uregelmessige
kuttingen, men én mulighet kan veere at lengre dsRNA’er ikke bare kan bli
prosessert fra endene, men ogsa internt, eller det fins noen
spesifisitetsdeterminanter for dsRNA-prosessering som vi enda ikke kjenner til.
Noen uregelmessigheter for mellomrommet pa 21-23 nt har ogsa blitt beskrevet
tidligere (Zamore et al., 2000). For a bedre forsta det molekylzere grunnlaget for
dsRNA-prosessering og mal-RNA gjenkjennelse, bestemte vi oss for & analysere
sekvensene til 21-23 nt fragmentene generert ved prosessering av 39, 52 og 111
bp dsRNA’er i Drosophila-lysatet.
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1.2.3 dsRNA prosesseres til 21 og 22 nt RNA’er med en RNase lll-lignende
mekanisme

For a karakterisere 21-23 nt RNA-fragmentene undersgkte vi 5’ og 3’ terminalene
til RNA-fragmentene. Periodatoksidasjon av gelrensede 21-23 nt RNA'er etterfulgt
av B-eliminering antydet naervaer av en terminal 2’ og 3’ hydroksylgruppe. 21-23
mer var ogsa mottakelige for alkalisk fosfatasebehandling, som indikerer naerveer
av en 5’ terminal fosfatgruppe. Neerveeret av 5’ fosfat- og 3’ hydroksylterminaler
antyder at dsRNA’et kan bli prosessert av en lignende enzymatisk aktivitet som E.
coli RNase Il (for oversiktsartikler se (Dunn, 1982; Nicholson, 1999; Robertson,
1990; Robertson, 1982)).

Retningsbestemt kloning av 21-23 nt RNA-fragmenter ble utfert ved ligering av et
3’ og 5’ adapteroligonukleotid til renset 21-23 mer ved anvendelse av T4 RNA-
ligase. Ligeringsproduktene ble revers transkribert, PCR-amplifisert,
konkatamerisert, klonet og sekvensert. Over 220 korte RNA’er ble sekvensert fra
dsRNA-prosesseringsreaksjoner av 39, 52 og 111 bp dsRNA’ene (Figur 4A). Vi
fant den felgende lengdefordelingen: 1 % 18 nt, 5 % 19 nt, 12 % 20 nt, 45 % 21 nt,
28 % 22 nt, 6 % 23 nt og 2 % 24 nukleotider. Sekvensanalyse av 5’
terminalnukleotidet til de prosesserte fragmentene antydet at oligonukleotider med
en 5’ guanosin var underrepresentert. Denne skjevheten ble mest sannsynlig
innfart av T4 RNA-ligase som diskriminerer mot 5’ fosforylert guanosin som
donoroligonukleotid; ingen signifikant sekvensskjevhet ble observert pa 3’ enden.
Mange av ~21 nt fragmentene aviledet fra 3’ endene til sense- eller
antisensetraden av dupleksene omfatter 3’ nukleotider som er avledet fra vilkarlig
tilsetning av nukleotider i Iapet av RNA-syntese ved anvendelse av T7 RNA-
polymerase. Interessant ble et signifikant antall endogene Drosophila ~21 nt
RNA’er ogsa klonet, noen av dem fra LTR og ikke-LTR retrotransposoner
(resultater er ikke vist). Dette sammenfaller med en mulig rolle for RNAi i
transposoninaktivering.

~21 nt RNA’ene forekommer i grupper (Figur 4A) som dekker hele dsRNA-
sekvensene. Tilsynelatende kutter prosesseringsreaksjonen dsRNA'et ved a
etterlate seg ujevne 3’ ender, en annen karakteristikk for RNase Ill kutting. For 39
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bp dsRNA’et ble to clustere av ~21 nt RNA’er funnet fra hver dsRNA-trad
omfattende overhengende 3’ ender, fortsatt ble bare ett kuttesete detektert pa
sense- og antisensemalet (Figur 3A og 3B). Hvis ~21 nt fragmentene var til stede
som enkelttradede guide-RNA’er i et kompleks som medierer mRNA-nedbrytning,
kunne det antas at minst to malkutteseter forekommer, men dette var ikke tilfelle.
Dette antyder at ~21 nt RNA’ene kan foreligge i dobbelttradet form i
endonukleasekomplekset, men at bare én av tradene kan bli anvendt for
gjenkjennelse og kutting av mal-RNA. Anvendelse av bare én av ~21 nt tradene
for malkutting kan bli bestemt av retningen som ~21 nt dupleksen er bundet til
nukleasekomplekset. Denne retningen er definert av retningen som det
opprinnelige dsRNA’et ble prosessert i.

~21mer clustere for 52 bp og 111 bp dsRNA'et er mindre godt definert
sammenlignet med 39 bp dsRNA’et. Clusterne er spredt over regioner pa 25 til 30
nt som mest sannsynlig representerer flere tydelige subpopulasjoner av ~21 nt
duplekser og guider derfor malkutting pa flere naerliggende seter. Disse
kutteregionene er fortsatt vesentlig separert med 20 til 23 nt intervaller. Reglene
som bestemmer hvor ordinzert dsRNA kan bli prosessert til ~21 nt fragmenter er
fortsatt ikke kjent, men det ble tidligere observert at avstanden mellom kutteseter
pa ca. 21-23 nt kan bli endret med en kjering av uridiner (Zamore et al., 2000).
Spesifisiteten til dSRNA-kutting med E. coli RNase Il ser ut til a veere kontrollert
hovedsakelig av antideterminanter, dvs. unntatt noen spesifikke basepar i gitte

posisjoner i forhold til kuttesetet (Zhang og Nicholson, 1997).

For a teste om sukker-, base- eller cap-modifisering var til stede i prosesserte ~21
nt RNA-fragmenter, inkuberte vi radioaktivt merket 505 bp Pp-luc dsRNA i lysat i 1
time, isolerte ~21 nt produktene og kuttet den med P1- eller T2-nuklease il
mononukleotider. Nukleotidblandingen ble deretter analysert med 2D
tynnsjiktskromatografi (Figur 4B). Ingen av de fire naturlige ribonukleotidene var
modifisert som antydet med P1- eller T2-kutting. Vi har tidligere analysert
adenosin- til inosinkonversjon i ~21 nt fragmentene (etter en 2 t inkubering) og
detekterte et lite omfang (< 0,7 %) av deaminering (Zamore et al., 2000); kortere

inkubering i lysat (1 time) reduserte denne inosinfraksjonen til knapt detekterbare
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nivaer. RNase T2, som kutter 3’ i forhold til fosfodiesterkoblingen, dannet
nukleosid 3’ fosfat og nukleosid 3’,5'-difosfat, og antyder dermed nzervaer av et 5'-
terminalt monofosfat. Alle fire nukleosid 3',5’-difosfatene ble detektert og antyder
at internukleotidkoblingen ble kuttet med liten eller ingen sekvensspesifisitet. Altsa
er ~21 nt fragmentene ikke modifisert og ble generert fra dsRNA slik at 5’

monofosfater og 3’-hydroksyler var til stede pa 5’-enden.

1.2.4 Syntetiske 21 og 22 nt RNA’er medierer mal-RNA kutting

Analyse av produktene ved dsRNA-prosessering antydet at ~21 nt fragmentene
genereres ved en reaksjon med alle karakteristikaene til en RNase llI-
kuttereaksjon (Dunn, 1982; Nicholson, 1999; Robertson, 1990; Robertson, 1982).
RNase Il lager kutt med overheng i dsRNA’et og etterlater seg et 3’ overheng pa
ca. 2 nt. Vi syntetiserte kjemisk 21 og 22 nt RNA’er, som er identiske i sekvens til
noen av de klonede ~21 nt fragmentene, og testet dem for deres evne til a
mediere mal-RNA nedbrytning (Figur 5A og 5B). 21 og 22 nt RNA-dupleksene ble
inkubert ved 100 nM konsentrasjoner i lysatet, en 10 ganger hayere konsentrasjon
enn 52 bp kontroll-dsRNA’et. Under disse betingelsene er mal-RNA kutting enkel a
detektere. Senkning av konsentrasjonen av 21 og 22 nt dupleksene fra 100 til 10
nM forarsaker fortsatt mal-RNA kutting. @kning av duplekskonsentrasjonen fra 100
nM til 1000 nM gker imidlertid ikke videre malkutting, trolig pga. en begrensende

proteinfaktor i lysatet.

| motsetning til 29 eller 30 bp dsRNA’er som ikke medierte RNAI, medierte 21 og
22 nt dsRNA’ene med overhengende 3’ ender pa 2 til 4 nt effektiv nedbrytning av
mal-RNA (dupleksene 1, 3, 4, 6, Figur 5A og 5B). Rettendede 21 eller 22 nt
dsRNA’er (dupleksene 2, 5 og 7, Figur 5A og 5B) ble redusert i deres evne til &
degradere malet og indikerer at overhengende 3’ ender er kritiske for
rekonstitusjon av RNA-proteinnukleasekomplekset. De enkelttradede
overhengene kan vaere ngdvendige for hgyaffinitetsbinding av ~21 nt dupleksen til
proteinkomponentene. Et 5’ terminalt fosfat, selv om det var til stede etter dsSRNA-
prosessering, var ikke ngdvendig for @ mediere mal-RNA kutting og var
fraveerende i de korte, syntetiske RNA’ene. De syntetiske 21 og 22 nt dupleksene
guidet kutting av sense- sa vel som antisensemal i regionen bundet av den korte
dupleksen. Dette er et viktig resultat tatt i betraktning at et 39 bp dsRNA, som
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danner to par clustere av ~21 nt fragmenter (Figur 2), kuttet sense- eller
antisensemal bare én gang og ikke to ganger. Vi tolker dette resultatet ved a
antyde at bare én av to trader foreliggende i ~21 nt dupleksen kan guide mal-RNA
kutting og at retningen til ~21 nt dupleksen i nukleasekomplekset blir bestemt av
den opprinnelige retningen til dSsSRNA-prosessering. Presentasjonen av en allerede
perfekt prosessert ~21 nt dupleks for in vitro-systemet tillater imidlertid dannelse
av det aktive sekvensspesifikke nukleasekomplekset med to mulige retninger av
den symmetriske RNA-dupleksen. Dette resulterer i kutting av sense- sa vel som

antisensemal i regionen som har likhet med 21 nt RNA-dupleksen.

Malkuttesetet er lokalisert 11 eller 12 nt nedstrems for det ferste nukleotidet som
er komplementaert til 21 eller 22 nt guidesekvensen, dvs. kuttesetet er naer senter
av regionen bundet av 21 eller 22 nt RNA’ene (Figur 4A og 4B). Forskyving av
sensetraden til en 22 nt dupleks med to nukleotider (sammenligne dupleks 1 og 3 i
Figur 5A) forskjav bare kuttesetet til antisensemalet med to nukleotider.
Forskyving av bade sense- og antisensetrad med to nukleotider flyttet begge
kutteseter med to nukleotider (sammenligne dupleks 1 og 4). Vi spar at det vil bli
mulig a utforme et par av 21 eller 22 nt RNA’er for a kutte et mal-RNA pa nesten
enhver gitt posisjon.

Spessifisiteten til mal-RNA kutting guidet av 21 og 22 nt RNA’er synes hay
ettersom ingen avvikende kutteseter er detektert (Figur 5B). Det bar imidlertid bli
registrert at nukleotidene foreliggende i 3’ overhenget til 21 og 22 nt RNA-
dupleksen kan bidra mindre til substratgjenkjennelse enn nukleotidene naer
kuttesetet. Dette er basert pa observasjonen av at det 3’ ytterste nukleotidet i 3’
overhenget til de aktive dupleksene 1 eller 3 (Figur 5A) ikke er komplementaert til
malet. En detaljert analyse av spesifisiteten til RNAi kan na bli enkelt giennomfart

ved anvendelse av syntetiske 21 og 22 nt RNA’er.

Basert pa beviset at syntetiske 21 og 22 nt RNA’er med overhengende 3’ ender
medierer RNA-interferens, foreslar vi a kalle ~21 nt RNA’ene for "korte,
interfererende RNA'er” eller siRNA’er og det respektive RNA-proteinkomplekset
for "en liten, interfererende ribonukleoproteinpartikkel” eller siRNP.
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1.2.5 3’ Overheng av 20 nt pa korte dsRNA’er inhiberer RNAI

Vi har vist at korte, rettendede dsRNA’er blir prosessert fra endene til dsRNA'et. |
lopet av var studie av lengdeavhengigheten til dsRNA i RNAI har vi ogsa analysert
dsRNA’er med 17 til 20 nt overhengende 3’ ender, og til var overraskelse fant vi at
de var mindre effektive enn rettendede dsRNA’er. Den inhibitoriske effekten av
lange 3’ ender var spesielt uttalt for dsRNA’er opp til 100 bp, men var mindre
dramatisk for lengre dsRNA'er. Effekten skyldtes ikke ufullkommen dsRNA-
dannelse basert pa nativ gelanalyse (resultater er ikke vist). Vi testet om den
inhibitoriske effekten av lange, overhengende 3’ ender kunne bli anvendt som et
verktay til a styre dsRNA-prosessering til bare én av de to endene av en kort RNA-
dupleks.

Vi syntetiserte fire kombinasjoner av 52 bp modell-dsRNA’et, buttendet, 3’
forlengelse pa bare sensetraden, 3’ forlengelse pa bare antisensetraden og dobbel
3’ forlengelse pa begge tradene og kartla mal-RNA kuttesetene etter inkubering i
lysat (Figur 6A og 6B). Det ferste og dominerende kuttesetet til sensemalet ble
tapt nar 3’ enden av antisensetraden til dupleksen ble forlenget og vice versa, det
sterke kuttesetet til antisensemalet ble tapt nar 3’ enden av sensetraden til
dupleksen ble forlenget. 3’ forlengelser pa begge tradene gjorde 52 bp dsRNA’et
praktisk talt inaktivt. En forklaring for dsRNA-inaktiveringen ved ~20 nt 3’
forlengelser kan veere assosieringen av enkelttradede RNA-bindende proteiner
som kan interferere med assosieringen av én av de dsRNA-prosesserende
faktorene pa denne enden. Dette resultatet er ogsa i samsvar med var modell der
bare én av tradene til sSiRNA-dupleksen i sammensatt siRNP kan guide mal-RNA
kutting. Retningen pa traden som guider RNA-kutting er definert av retningen til
dsRNA-prosesseringsreaksjonen. Det er sannsynlig at naerveer av 3’ ender med
overheng kan lette monteringen av prosesseringskomplekset. En blokk pa 3’
enden av sensetraden vil bare tillate dsRNA-prosessering fra den motstaende 3’
enden av antisensetraden. Dette igjen genererer siRNP-komplekser der bare
antisensetraden til siRNA-dupleksen kan guide kutting av sense mal-RNA. Det
samme gjelder for den resiproke situasjonen.

Den mindre uttalte inhibitoriske effekten av lange 3’ forlengelser i tilfellet med

lengre dsRNA’er (> 500 bp, resultater er ikke vist) indikerer at lange dsRNA’er
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ogsa kan inneholde interne dsRNA-prosesseringssignaler eller kan bli prosessert
samtidig pga. assosieringen av multiple kuttefaktorer.

1.2.6 En modell for dsRNA-styrt mRNA-kutting

De nye biokjemiske resultatene oppdaterer modellen for hvordan dsRNA binder
mRNA for nedbrytning (Figur 7). Dobbelttradet RNA blir farst prosessert til korte
RNA-duplekser som hovedsakelig er 21 og 22 nt lange og har 3’ ender med
overheng som tilsvarer en RNase llI-lignende reaksjon (Dunn, 1982; Nicholson,
1999; Robertson, 1982). Basert pa 21-23 nt lengden til de prosesserte RNA-
fragmentene har det allerede blitt spekulert i at en RNase lll-lignende aktivitet kan
veere involvert i RNAI (Bass, 2000). Denne hypotesen stattes videre ved naervaer
av 5’ fosfater og 3’ hydroksyler pa terminalene til sSiRNA’ene som er observert i
RNase lll-reaksjonsprodukter (Dunn, 1982; Nicholson, 1999). Bakteriell RNase Il
og de eukaryote homologene Rnt1p i S. cerevisiae og Pac1p i S. pombe har blitt
vist a delta i prosessering av ribosomalt RNA sa vel som snRNA og snoRNA’er (se
for eksempel Chanfreau et al., 2000).

Lite er kjent om biokjemien til RNase Ill-homologer fra planter, dyr eller menneske.
To familier av RNase llI-enzymer har blitt identifisert hovedsakelig med
databaseguidet sekvensanalyse eller kloning av cDNA’er. Den farste RNase |lI-
familien er representert ved det 1327 aminosyre lange D. melanogaster-proteinet
drosha (Acc. AF116572). C-terminalen er sammensatt av to RNase Il og ett
dsRNA-bindende domene og N-terminalen har ukjent funksjon. Nzere homologer
er ogsa funnet i C. elegans (Acc. AF160248) og menneske (Acc. AF189011)
(Filippov et al., 2000; Wu et al., 2000). Drosha-lignende human RNase lll ble nylig
klonet og karakterisert (Wu et al., 2000). Genet er uttrykt i alle humane vev og
cellelinjer, og proteinet er lokalisert i kjernen og kjernelegemet i cellen. Basert pa
resultater fra antisenseinhibisjonsstudier ble det antydet en rolle for dette proteinet
i rRNA-prosessering. Den andre klassen er representert av C. elegans-genet
K12H4.8 (Acc. S44849) som koder for et protein som er 1822 aminosyrer langt.
Dette proteinet har et N-terminalt RNA-helikasemotiv som er etterfulgt av 2 RNase
lli-katalytiske domener og et dsRNA-bindende motiv, lignende drosha RNase lllI-
familien. Det er nzere homologer i S. pombe (Acc. Q09884), A. thaliana (Acc.
AF187317), D. melanogaster (Acc. AE003740) og menneske (Acc. AB028449)
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(Filippov et al., 2000; Jacobsen et al., 1999; Matsuda et al., 2000). Kanskje er
K12H4.8 RNase lll/helikasen den sannsynlige kandidaten som er involvert i RNAi.

Genetiske screeninger i C. elegans identifiserte rde-1 og rde-4 som essenseielle
for aktivering av RNAI uten en effekt pa transposonmobilisering eller kosuppresjon
(Dernburg et al., 2000; Grishok et al., 2000; Ketting og Plasterk, 2000; Tabara et
al., 1999). Dette forte til hypotesen om at disse genene er viktige for dsRNA-
prosessering, men ikke er involvert i mMRNA-malnedbrytning. Funksjonen til begge
genene er fortsatt ukjent, rde-1 genproduktet er et medlem av en familie med
proteiner som ligner pa kaninproteinet elF2C (Tabara et al., 1999), og sekvensen
til rde-4 har enda ikke blitt beskrevet. Fremtidig biokjemisk karakterisering av disse
proteinene ber avslgre deres molekylaere funksjon.

Prosessering til sSiRNA-dupleksene ser ut til & starte fra endene til begge
rettendede dsRNA’er eller dsRNA’er med korte (1-5 nt) 3’ overheng, og fortsetter i
bortimot 21-23 nt trinn. Lange (~20 nt) 3’ overhengende ender pa korte dsRNA’er
undertrykker RNAI, muligens via interaksjon med enkelttradede RNA-bindende
proteiner. Undertrykkelsen av RNAi med enkelttradede regioner som flankerer kort
dsRNA og mangelen pa siRNA-dannelse fra korte 30 bp dsRNA’er kan forklare
hvorfor strukturerte regioner som ofte er i mRNA’er ikke forer til aktivering av
RNA..

Uten snske om a veere bundet av teori, antar vi at dsSRNA-
prosesseringsproteinene eller en undergruppe av disse forblir assosiert med
siRNA-dupleksen etter prosesseringsreaksjonen. Retningen til sSiRNA-dupleksen i
forhold til disse proteinene avgjer hvilken av de to komplementaere tradene som
guider mal-RNA nedbrytning. Kjemisk syntetiserte siRNA-duplekser guider kutting
av sense- sa vel som antisense mal-RNA ettersom de kan assosiere med

proteinkomponentene i hver av de to mulige retningene.

Bemerkelsesverdig funn av at syntetiske 21 og 22 nt siRNA-duplekser kan bli
anvendt for effektiv mMRNA-nedbrytning tilveiebringer nye verktay for
sekvensspesifikk regulering av genekspresjon i funksjonell genteknologi, sa vel
som biomedisinske studier. siRNA’ene kan veere effektive i mammalske systemer,
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der lange dsRNA’er ikke kan bli anvendt pga. aktiveringen av PKR-responsen
(Clemens, 1997). Derfor representerer siRNA-dupleksene et nytt alternativ til
antisense- eller ribozymterapeutika.

Eksempel 2

RNA-interferens i humane vevskulturer

2.1 Fremgangsmater

2.1.1 RNA-fremstilling

21 nt RNA’er ble syntetisert kjemisk ved anvendelse av Expedite RNA-
fosforamiditter og tymidinfosforamiditt (Proligo, Tyskland). Syntetiske
oligonukleotider fikk fiernet beskyttelsen og gelrenset (Eksempel 1), etterfulgt av
Sep-Pak C18 kassett (Waters, Milford, MA, USA) rensing (Tuschl, 1993). siRNA-
sekvensene rettet mot GL2- (Acc. X65324) og GL3-luciferase (Acc. U47296)
svarte til de kodende regionene 153-173 i forhold til det farste nukleotidet i
startkodonet, siRNA’er rettet mot RL (Acc. AF025846) svarte til region 119-129
etter startkodonet. Lengre RNA’er ble transkribert med T7 RNA-polymerase fra
PCR-produkter, etterfulgt av gel- og Sep-Pak rensing. De 49 og 484 bp GL2 eller
GL3 dsRNA’ene svarte til henholdsvis posisjon 113-161 og 113-596 i forhold til
translasjonsstart; de 50 og 501 bp RL dsRNA’ene svarte til henholdsvis posisjon
118-167 og 118-618. PCR-templater for dsRNA-syntese rettet mot humanisert
GFP (hG) ble amplifisert fra pAD3 (Kehlenbach, 1998), hvorved 50 og 501 bp hG
dsRNA svarte til henholdsvis posisjon 118-167 og 118-618 i forhold til
startkodonet.

For hybridisering av siRNA’er ble 20 uM enkelttrader inkubert i hybridiseringsbuffer

(100 mM kaliumacetat, 30 mM HEPES-KOH ved pH 7,4, 2 mM magnesiumacetat)
i 1 min ved 90 °C etterfulgt av 1 time ved 37 °C. 37 °C inkuberingstrinnet ble
forlenget natten over for 50 og 500 bp dsRNA’ene, og disse
hybridiseringsreaksjonene ble utfart ved tradkonsentrasjoner pa henholdsvis 8,4
uM og 0,84 uM.

2.1.2 Cellekultur

333713
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S2-celler ble ekspandert i Schneiders Drosophila-medium (Life Technologies)
supplert med 10 % FBS, 100 enheter/ml penicillin og 100 pg/ml streptomycin ved
25 °C. 293, NIH/3T3, HeLa S3, COS-7 celler ble dyrket ved 37 °C i Dulbeccos
modifiserte Eagles-medium supplert med 10 % FBS, 100 enheter/ml penicillin og
100 pg/ml streptomycin. Celler ble regelmessig fortynnet og dyrket videre for a
opprettholde eksponentiell vekst. 24 timer fer transfeksjon ved ca. 80 %
sammenhengende dekke av celler ble mammalske celler trypsinert og fortynnet
1:5 med ferskt medium uten antibiotika (1-3 x 10° celler/ml) og overfert til 24-
brenners plater (500 pl/brenn). S2-celler ble ikke trypsinert fgr fortynning.
Transfeksjon ble utfart med Lipofectamin2000-reagens (Life Technologies) som
beskrevet av produsenten for adherente cellelinjer. 1,0 ug pGL2-kontroll
(Promega) eller pGL3-kontroll (Promega), 0,1 ug pRL-TK (Promega) og 0,28 pg
siRNA-dupleks eller dsRNA, formulert inn i liposomer, ble tilsatt pr. brenn; det
endelige volumet var 600 pl pr. brgnn. Celler ble inkubert 20 t etter transfeksjon og
fremstod sunne deretter. Luciferaseekspresjon ble deretter monitorert med dual
luciferasetest (Promega). Transfeksjonseffektivitet ble bestemt med
fluorescensmikroskopi for mammalske cellelinjer etter kotransfeksjon av 1,1 ug
hGFP-kodende pAD3 og 0,28 ng invGL2 inGL2 siRNA og var 70-90 %.
Rapportagrplasmider ble amplifisert i XL-1 Blue (Stratagene) og renset ved
anvendelse av Qiagen EndoFree Maxi Plasmid-testsettet.

2.2 Resultater og diskusjon

For a teste om siRNA’er ogsa kan mediere RNAI i vevskultur, syntetiserte vi 21 nt
siRNA-duplekser med symmetriske 2 nt 3’ overheng rettet mot rapportargener
som koder for Renilla reniformis og to sekvensvarianter av ildflue (Photinus
pyralis, GL2 og GL3) luciferaser (Figur 8a, b). siRNA-dupleksene ble
kotransfektert med rapporterplasmidkombinasjonene pGL2/pRL eller pGL3/pRL
inn i D. melanogaster Schneider S2-celler eller mammalske celler ved anvendelse
av kationiske liposomer. Luciferaseaktiviteter ble bestemt 20 t etter transfeksjon. |
alle cellelinjer som ble testet observerte vi spesifikk reduksjon av ekspresjonen av
rapportgrgenene i naerveer av beslektede siRNA-duplekser (Figur 9a-j). De
absolutte luciferaseekspresjonsnivaene var bemerkelsesverdig upavirket av ikke-

beslektede siRNA’er, hvilket indikerer fravaer av skadelige bivirkninger med 21 nt
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RNA-duplekser (f.eks. Figur 10a-d for HeLa-celler). | D. melanogaster S2-celler
(Figur 9a, b) var den spesifikke inhibisjonen av luciferaser komplett. | mammalske
celler, der rapport@rgenene ble uttrykt 50- til 100 ganger sterkere, var den
spesifikke suppresjonen mindre komplett (Figur 9c-j). GL2-ekspresjon ble redusert
3- til 12-fold, GL3-ekspresjon 9- til 25-fold og RL-ekspresjon 1- til 3-fold i respons
til de beslektede siRNA’ene. For 293-celler var binding av RL-luciferase med RL-
siRNA’er ineffektiv, selv om GL2- og GL3-mal responderte spesifikt (Figur 9i, j).
Mangelen pa reduksjon av RL-ekspresjon i 293-celler kan skyldes dens 5- til 20-
fold hayere ekspresjon sammenlignet med enhver annen testet mammalsk
cellelinje og/eller begrenset tilgjengelighet av malsekvensen pga. RNA-sekundaer
struktur eller assosierte proteiner. Ikke desto mindre indikerte spesifikk binding av
GL2- og GL3-luciferase med de beslektede siRNA-dupleksene at RNAi ogsa virker
i 293-celler.

2 nt 3’ overhenget i alle siRNA-duplekser, bortsett fra uGL2, bestod av (2’-deoksy)
tymidin. Substitusjon av uridin med tymidin i 3’ overhenget ble godt tolerert i D.
melanogaster in vitro-systemet, og sekvensen til overhenget var ikke kritisk for
malgjenkjennelse. Tymidinoverhenget ble valgt fordi det angivelig skal gke
nukleaseresistens til siRNA’er i vevsdyrkningsmediet og i transfekterte celler.
Faktisk var det tymidinmodifiserte GL2 siRNA’et litt mer effektiv enn det ikke-
modifiserte uGL2 siRNA’et i alle cellelinjer som ble testet (Figur 9a, c, e, g, i). Det
er tenkelig at videre modifiseringer av de 3’ overhengende nukleotidene kan gi
ekstra fordeler til levering og stabilitet av siRNA-duplekser.

| kotransfeksjonseksperimenter ble 25 nM siRNA-duplekser med hensyn til det
endelige volumet med vevsdyrkningsmedium anvendt (Figur 9, 10). @kning av
siRNA-konsentrasjonen til 100 nM gkte ikke de spesifikke inaktiveringseffektene,
men begynte a affisere transfeksjonseffektivitet pga. konkurranse for
liposominnkapsling mellom plasmid-DNA og siRNA (resultater er ikke vist).
Reduksjon av siRNA-konsentrasjonen til 1,5 nM reduserte ikke den spesifikke
inaktiveringseffekten (resultater er ikke vist), selv om siRNA’ene na bare var 2- til
20-fold mer konsentrert enn DNA-plasmidene. Dette antyder at siRNA’er er
usedvanlig kraftige reagenser for mediering av geninaktivering og at siRNA’er er

effektive ved konsentrasjoner som er flere stgrrelsesordener under
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konsentrasjonene anvendt i konvensjonelle antisense- eller ribozymgenrettede

eksperimenter.

For a monitorere effekten av lengre dsRNA’er pa mammalske celler, ble 50 og 500
bp dsRNA’er beslektet med rapportegrgenene fremstilt. Som uspesifikk kontroll ble
dsRNA’er fra humanisert GFP (hG) (Kehlenbach, 1998) anvendt. Nar dsRNA’er
ble kotransfektert i identiske mengder (ikke konsentrasjoner) som siRNA-
dupleksene, ble rapportgrgenekspresjonen redusert sterkt og uspesifikt. Denne
effekten er vist for HeLa-celler som et representativt eksempel (Figur 10a-d). De
absolutte luciferaseaktivitetene ble uspesifikt redusert henholdsvis 10- til 20-fold
med 50 bp dsRNA og 20- til 200-fold med 500 bp dsRNA-kotransfeksjon.
Lignende uspesifikke effekter ble observert for COS-7 og NIH/3T3 celler. For 293-
celler ble en 10- til 20-fold uspesifikk reduksjon bare observert for 500 bp
dsRNA’er. Uspesifikk reduksjon i rapport@rgenekspresjon med dsRNA > 30 bp var

forventet som del av interferonresponsen.

Overraskende, til tross for den sterke, uspesifikke reduksjonen i
rapportgrgenekspresjon, detekterte vi reproduserbart ekstra sekvensspesifikk,
dsRNA-mediert inaktivering. De spesifikke inaktiveringseffektene var imidlertid
bare apenbar nar de relative rapportgrgenaktivitetene ble normalisert i forhold il
hG dsRNA-kontrollene (Figur 10e, f). En 2- til 10-fold spesifikk reduksjon i respons
til beslektet dsRNA ble observert, ogsa i de andre tre mammalske cellelinjene som
ble testet (resultater er ikke vist). Spesifikke inaktiveringseffekter med dsRNA’er
(356-1662 bp) ble tidligere rapportert i CHO-K1 celler, men mengdene av dsRNA
som var ngdvendige for a detektere en 2- til 4-fold spesifikk reduksjon var ca. 20-
fold hayere enn i vare eksperimenter (Ui-Tei, 2000). Ogsa CHO-K1 celler ser ut til
a mangle interferonresponsen. | en annen rapport ble 293, NIH/3T3 og BHK-21
celler testet for RNAi ved anvendelse av luciferase/lacZ rapportarkombinasjoner
og 829 bp spesifikt lacZ- eller 717 bp uspesifikt GFP-dsRNA (Caplen, 2000). Det
mislykkede forsgket pa a detektere RNAI i dette tilfellet kan skyldes den mindre
sensitive luciferase/lacZ-rapportgrtesten og lengdeforskjellene mellom mal og
kontroll-dsRNA. Samlet antyder vare resultater at RNAi er aktivi mammalske
celler, men at inaktiveringseffekten er vanskelig a detektere, hvis

interferonsystemet er aktivert av dsRNA > 30 bp.
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| korthet har vi for forste gang demonstrert sSiRNA-mediert geninaktivering i
mammalske celler. Anvendelsen av korte siRNA’er er lovende for inaktivering av
genfunksjon i human vevskultur og utvikling av genspesifikke terapeutika.

Eksempel 3
Spesifikk inhibisjon av genekspresjon med RNA-interferens

3.1 Materialer og fremgangsmater

3.1.1 RNA-fremstilling og RNAi-test

Kjemisk RNA-syntese, hybridisering og luciferasebaserte RNAi-tester ble utfart
som beskrevet i Eksempel 1 eller 2 eller i tidligere publikasjoner (Tuschl et al.,
1999; Zamore et al., 2000). Alle siRNA-duplekser var rettet mot ildflueluciferase,
og luciferase mRNA-sekvensen var avledet fra pGEM-luc (GenBank acc. X65316)
som beskrevet (Tuschl et al., 1999). siRNA-dupleksene ble inkubert i D.
melanogaster RNAi/translasjonsreaksjon i 15 min fer tilsetning av mRNA'er.
Translasjonsbaserte RNAi-tester ble minst utfert i triplikater.

For kartlegging av kutting av sense mal-RNA, ble et 177-nt transkript generert,
som svarer til ildflueluciferasesekvensen mellom posisjon 113-273 i forhold til
startkodonet, etterfulgt av 17-nt komplementet til SP6-promotersekvensen. For
kartlegging av antisense mal-RNA Kkutting, ble et 166-nt transkript dannet fra et
templat, som ble amplifisert fra plasmidsekvens med PCR ved anvendelse av 5’
primer TAATACGACTCACTATAGAGCCCATATCGTTTCATA (T7-promoter
understreket) og 3’ primer AGAGGATGGAACCGCTGG. Malsekvensen svarer il

komplementet til ildflueluciferasesekvensen mellom posisjon 50-215 i forhold til

startkodonet. Guanylyltransferasemerkning ble utfert som tidligere beskrevet
(Zamore et al., 2000). For kartlegging av mal-RNA kutting ble 100 nM siRNA-
dupleks inkubert med 5 til 10 nM mal-RNA i D. melanogaster-embryolysat under
standard betingelser (Zamore et al., 2000) i 2 t ved 25 °C. Reaksjonen ble stoppet
ved tilsetning av 8 volumer av proteinase K-buffer (200 mM Tris-HCI pH 7,5, 25
mM EDTA, 300 mM NacCl, 2 vektprosent/volum natriumdodecylsulfat). Proteinase

K (E. M. Merck, lgst i vann) ble satt til en endelig konsentrasjon pa 0,6 mg/mil.
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Reaksjonene ble deretter inkubert i 15 min ved 65 °C, ekstrahert med
fenol/kloroform/isoamylalkohol (25:24:1) og presipitert med 3 volumer av etanol.
Prever ble overfert til 6 % sekvenseringsgeler. Lengdestandarder ble generert ved
delvis RNase T1-kutting og delvis basehydrolyse av cap-merkede sense- eller
antisense mal-RNA’er.

3.2 Resultater

3.2.1 Variasjon av 3’ overhenget i duplekser av 21-nt siRNA’er

Som beskrevet ovenfor var 2 eller 3 uparede nukleotider pa 3’ enden av siRNA-
duplekser mer effektive i mal-RNA nedbrytning enn de respektive rettendede
dupleksene. For a utfere en mer omfattende analyse av funksjonen til de terminale
nukleotidene, syntetiserte vi fem 21-nt sense-siRNA’er, hver forskjevet med ett
nukleotid i forhold til mal-RNA’et, og atte 21-nt antisense-siRNA’er, hver forskjevet
med ett nukleotid i forhold til malet (Figur 11A). Ved & kombinere sense- og
antisense-siRNA’er ble atte serier av siRNA-duplekser med syntetisk
overhengende ender generert som dekker et omrade pa 7-nt 3’ overheng til 4-nt 5’
overheng. Interferensen av siRNA-duplekser ble malt ved anvendelse av dual
luciferasetest (Tuschl et al., 1999; Zamore et al., 2000). siRNA-duplekser var rettet
mot ildflueluciferase-mRNA, og Renilla reniformis luciferase-mRNA ble anvendt
som intern kontroll. Luminescensforholdet mellom mal- og kontrolluciferaseaktivitet
ble bestemt i naervaer av siRNA-dupleks og ble normalisert til forholdet observert i
fravaer av dsRNA. For sammenligning er interferensforholdet av lange dsRNA’er
(39 til 504 pb) vist i Figur 11B. Interferensforholdene ble bestemt ved
konsentrasjoner pa 5 nM for lange dsRNA’er (Figur 11A) og ved 100 nM for
siRNA-duplekser (Figur 11C-J). 100 nM konsentrasjonene av siRNA’er ble valgt,
fordi fullstendig prosessering av 5 nM 504 bp dsRNA ville resultere i 120 nM totale
siRNA-duplekser.

Evnen 21-nt siRNA-duplekser har til & mediere RNAI er avhengig av antallet
overhengende nukleotider eller basepar dannet. Duplekser med fire til seks 3’
overhengende nukleotider kunne ikke mediere RNAI (Figur 11C-F), hvilket ogsa
var tilfelle for duplekser med to eller flere 5’ overhengende nukleotider (Figur 11 G-

J). Dupleksene med 2-nt 3’ overheng var mest effektive til 8 mediere RNA-
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interferens, skjont effektiviteten til inaktivering ogsa var sekvensavhengig, og
forskjeller opp til 12-fold ble observert for ulike siRNA-duplekser med 2-nt 3’
overheng (sammenligne Figur 11 D-H). Duplekser med rette ender, 1-nt 5’
overheng eller 1- til 3-nt 3’ overheng var enkelte ganger funksjonelle. Den lille
inaktiveringseffekten observert for siRNA-dupleksen med 7-nt 3’ overheng (Figur
11C) kan skyldes en antisenseeffekt av det lange 3’ overhenget i stedet for RNA..
Sammenligning av effektiviteten til RNAi mellom lange dsRNA’er (Figur 11B) og de
mest effektive 21-nt siRNA-dupleksene (Figur 11E, G, H) antyder at en enkel
siRNA-dupleks ved konsentrasjon pa 100 nM kan veere like effektiv som 5 nM 504
bp dsRNA.

3.2.2 Lengdevariasjon av sense-siRNA’et paret til et uforandret 21-nt
antisense-siRNA

For a utforske effekten av siRNA-lengde pa RNAI, fremstilte vi tre serier av siRNA-
duplekser, ved a kombinere tre 21-nt antisensetrader med atte, 18- til 25-nt sense
trader. 3’ overhenget til antisense-siRNA’et ble bestemt til 1, 2 eller 3 nt i hver
siRNA-dupleksserie, mens sense-siRNA’et ble variert pa dets 3’ ende (Figur 12A).
Uavhengig av lengden til sense-siRNA’et fant vi at duplekser med 2-nt 3’ overheng
av antisense-siRNA (Figur 12C) var mer aktive enn de med 1- eller 3-nt 3’
overheng (Figur 12B, D). | den ferste serien med 1-nt 3’ overheng av antisense-
siRNA var duplekser med et 21- og 22-nt sense-siRNA, som henholdsvis bzerer et
1- og 2-nt 3’ overheng av sense-siRNA, mest aktive. Duplekser med 19- til 25-nt
sense-siRNA’er var ogsa i stand til 8 mediere RNA, men i en mindre grad.
Likeledes, i den andre serien med 2-nt overheng av antisense-siRNA, var 21-nt
siRNA-dupleksen med 2-nt 3’ overheng mest aktiv, og enhver annen kombinasjon
med de 18- til 25-nt sense-siRNA’ene var aktiv til en signifikant grad. | den siste
serien med 3-nt antisense-siRNA 3’ overheng var bare dupleksen med et 20-nt
sense-siRNA og 2-nt sense 3’ overhenget i stand til 4 redusere mal-RNA
ekspresjon. Samlet antyder disse resultatene at siRNA-lengden, sa vel som
lengden av 3’ overhenget, er viktig og at duplekser av 21-nt siRNA’er med 2-nt 3’
overheng er optimale for RNA..

3.2.3 Lengdevariasjon av siRNA-duplekser med et konstant 2-nt 3’ overheng
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Vi undersgkte deretter effekten av samtidig forandring av lengden til begge siRNA-
trader ved a opprettholde symmetriske 2-nt 3’ overheng (Figur 13A). To serier av
siRNA-duplekser ble fremstilt inkludert 21-nt siRNA-dupleksen i Figur 11H som
referanse. Lengden pa dupleksene ble variert mellom 20 til 25 bp, ved a forlenge
det baseparede segmentet pa 3’ enden av sense-siRNA’et (Figur 13B) eller pa 3’
enden av antisense-siRNA’et (Figur 13C). Duplekser av 20 til 23 bp forarsaket
spesifikk suppresjon av malluciferaseaktivitet, men 21-nt siRNA-dupleksen var
minst 8 ganger mer effektiv enn hvilken som helst av de andre dupleksene. 24- og
25-nt siRNA-duplekser resulterte ikke i noen detekterbar interferens.
Sekvensspesifikke effekter var underordnet ettersom variasjoner pa begge endene
av dupleksen farte til lignende effekter.

3.2.4 2’-Deoksy- og 2’-O-metyl-modifiserte siRNA-duplekser

For a vurdere viktigheten av siRNA-riboserestene for RNAI, ble duplekser med 21-
nt siRNA’er og 2-nt 3’ overheng med 2’-deoksy- eller 2’-O-metyl-modifiserte trader
undersgkt (Figur 14). Substitusjon av 2-nt 3’ overhengene med 2’-
deoksynukleotider hadde ingen effekt, og til og med utbyttingen av to ekstra
ribonukleotider naer overhengene i den parede regionen dannet signifikant aktive
siRNA’er. Saledes ble 8 av 42 nt i en siRNA-dupleks byttet ut med DNA-rester
uten tap av aktivitet. Fullstendig substitusjon av én eller begge siRNA-tradene med
2’-deoksyrester fiernet imidlertid RNAI, hvilket ogsa var tilfelle for substitusjon med
2’-O-metylrester.

3.2.5 Definisjon av mal-RNA kutteseter

Mal RNA-kutteposisjoner ble tidligere bestemt for 22-nt siRNA-duplekser og for en
21-nt/22-nt dupleks. Det ble funnet at posisjonen for mal-RNA kuttingen var
lokalisert i senteret av regionen bundet av siRNA-dupleksen, 11 eller 12 nt
nedstrems for det farste nukleotidet som var komplementzert til 21- eller 22-nt
siRNA-guidesekvensen. Fem forskjellige 21nt siRNA-duplekser med 2-nt 3’
overheng (Figur 15A) ble inkubert med 5’ cap-merket sense eller antisense mal-
RNA i D. melanogaster-lysat (Tuschl et al., 1999; Zamore et al., 2000). 5’
kutteproduktene ble bestemt pa sekvenseringsgeler (Figur 15B). Mengden av
kuttet sense mal-RNA korrelerer med effektiviteten til sSiRNA-duplekser bestemt i

den translasjonsbaserte testen, og siRNA-dupleksene 1, 2 og 4 (Figur 15B og
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11H, G, E) kutter mal-RNA raskere enn dupleksene 3 og 5 (Figur 15B og 11F, D).
Summen av radioaktivitet til 5’ kutteproduktet og det tilsatte mal-RNA’et var ikke
konstant over tid, og 5’ kutteproduktene akkumulerte ikke. Antakelig blir
kutteproduktene, nar de er frigjort fra siRNA-endonukleasekomplekset, raskt
degradert fordi de mangler enten poly(A) halen eller 5’-cap.

Kuttesetene for bade sense og antisense mal-RNA’er ble lokalisert i midten av
regionen dekket av siRNA-dupleksene. Kuttesetene for hvert mal dannet med de 5
ulike dupleksene varierte med 1-nt i henhold til 1-nt forskyvningen av dupleksene
langs malsekvensene. Malet ble kuttet ngyaktig 11 nt nedstrems for
malposisjonen komplementaer til det 3’ ytterste nukleotidet av det
sekvenskomplementaere guide-siRNA’et (Figur 15A, B).

For a avgjere hvorvidt 5’ eller 3’ enden til guide-siRNA’et bestemmer mal-RNA
kutting, tenkte vi ut den eksperimentelle strategien beskrevet i Figur 16A og B. Et
21-nt antisense-siRNA, som ble holdt uforandret for denne studien, ble paret med
sense-siRNA’er som var modifisert pa enten deres 5’ eller 3’ ender. Posisjonen til
sense og antisense mal-RNA kutting ble bestemt som beskrevet ovenfor.
Forandringer i 3’ enden av sense-siRNA’et, monitorert for 1-nt 5’ overheng til 6-nt
3’ overheng, pavirket verken posisjonen til sense eller antisense mal-RNA kutting
(Figur 16C). Forandringer i 5’ enden av sense-siRNA’et affiserte ikke sense mal-
RNA kuttingen (Figur 16D, gverste panel), som var forventet fordi antisense-
siRNA’et var uforandret. Imidlertid var antisense mal-RNA kuttingen affisert og
sterkt avhengig av 5’ enden til sense-siRNA’et (Figur 16D, nederste panel).
Antisensemalet ble bare kuttet nar sense-siRNA’et var 20 eller 21 nt langt og
kutteposisjonen forskjellig med 1-nt, hvilket antyder at 5’ enden til det
malgjenkjennende siRNA’et bestemmer mal-RNA kutting. Posisjonen lokaliseres
mellom nukleotid 10 og 11 nar man teller i oppstrems retning fra malnukleotidet
paret til det 5’ ytterste nukleotidet av guide-siRNA’et (se ogsa Figur 15A).

3.2.6 Sekvenseffekter og 2’-deoksysubstitusjoner i 3’ overhenget
Et 2-nt 3’ overheng er foretrukket for siRNA-funksjon. Vi gnsket a vite om
sekvensen til de overhengende nukleotidene bidrar til malgjenkjennelse eller om

det bare er en egenskap som er ngdvendig for rekonstitusjon av



10

15

20

25

30

333713

42

endonukleasekomplekset (RISC eller siRNP). Vi syntetiserte sense- og antisense-
siRNA’er med AA, CC, GG, UU og UG 3’ overheng og inkluderte 2’
deoksymodifiseringene TdG og TT. Villtype-siRNA’ene inneholdt AA i sense 3’
overhenget og UG i antisense 3’ overhenget (AA/UG). Alle siRNA-dupleksene var
funksjonelle i interferenstesten og reduserte malekspresjon minst 5-fold (Figur 17).
De mest effektive siRNA-dupleksene som reduserte malekspresjon mer enn 10-
fold var av sekvenstypen NN/UG, NN/UU, NN/TdG og NN/TT (N, hvilket som helst
nukleotid). siRNA-duplekser med et antisense-siRNA 3’ overheng av AA, CC eller
GG var en faktor 2 til 4 mindre aktiv sammenlignet med villtypesekvensen UG eller
mutanten UU. Denne reduksjonen i RNAi-effektivitet skyldes sannsynligvis
bidraget av det nest siste 3’ nukleotidet til sekvensspesifikk malgjenkjennelse,
ettersom det 3’ terminale nukleotidet ble forandret fra G til U uten effekt.

Forandringer i sekvensen til 3’ overhenget av sense-siRNA’et viste ikke noen
sekvensavhengige effekter, som var forventet fordi sense-siRNA’et ikke ma bidra
til sense mal-mRNA gjenkjennelse.

3.2.7 Sekvensspesifisitet for malgjenkjennelse

For & undersgke sekvensspesifisiteten for malgjenkjennelse, innferte vi
sekvensforandringer i de parede segmentene av siRNA-duplekser og bestemte
effektiviteten til inaktivering. Sekvensforandringer ble innfart ved a invertere korte
segmenter med 3- eller 4-nt lengde eller som punktmutasjoner (Figur 18).
Sekvensforandringene i én siRNA-trad ble kompensert i den komplementzere
siRNA-traden for a unnga og bringe forstyrrelse i den baseparede siRNA-
dupleksstrukturen. Sekvensen til alle 2-nt 3’ overhengene var TT (T, 2'-
deoksytymidin) for a redusere syntesekostnader. TT/TT referanse siRNA-
dupleksen var sammenlignbar i RNAi med villtype siRNA-dupleksen AA/UG (Figur
17). Evnen til & mediere rapporter mRNA-nedbrytning ble kvantifisert ved
anvendelse av den translasjonsbaserte luminescenstesten. Duplekser av siRNA’er
med inverterte sekvenssegmenter viste dramatisk redusert evne for binding av
ildflueluciferaserapportar (Figur 18). Sekvensforandringene lokalisert mellom 3’
enden og midten av antisense-siRNA’et fiernet fullstendig mal-RNA gjenkjennelse,
men mutasjoner naer 5’ enden av antisense-siRNA’et har en liten grad av

inaktivering. Transversjon av A/U baseparet lokalisert direkte ovenfor det antatte
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mal-RNA kuttesetet, eller ett nukleotid lenger vekk fra det antatte setet, hindret
mal-RNA kutting, og indikerer derfor at enkel mutasjon i senteret av en siRNA-

dupleks skjelner mellom feilmatchede mal.

3.3 Diskusjon

siRNA’er er verdifulle reagenser for inaktivering av genekspresjon, ikke bare i
insektceller, men ogsa i mammalske celler, med et stort potensial for terapeutisk
anvendelse. Vi har systematisk analysert de strukturelle determinantene til sSiRNA-
duplekser som er ngdvendig for & fremme effektiv mal-RNA nedbrytning i D.
melanogaster-embryolysat, og tilveiebringer derfor regler for utformingen av de
mest effektive siRNA-dupleksene. En perfekt siRNA-dupleks kan inaktivere
genekspresjon med en effektivitet som er sammenlignbar med et 500 bp dsRNA,
gitt at sammenlignbare mengder av totalt RNA blir anvendt.

3.4 siRNA-brukerveiledning

Effektivt inaktiverende siRNA-duplekser er fortrinnsvis sammensatt av 21-nt
antisense-siRNA’er og ber bli valgt for & danne en 19 bp dobbeltheliks med 2-nt 3’
overhengende ender. 2’-deoksysubstitusjoner av 2-nt 3’ overhengende
ribonukleotider affiserer ikke RNAi, men bidrar til & redusere kostnadene av RNA-
syntese og kan gke RNAse-resistens av siRNA-duplekser. Mer omfattende 2’-
deoksy- eller 2’-O-metylmodifiseringer reduserer imidlertid evnen siRNA’er har til a
mediere RNAI, trolig ved a interferere med proteinassosiering for siRNAP-

montering.

Malgjenkjennelse er en sveert sekvensspesifikk prosess mediert av siRNA’et som
er komplementeert til malet. Det 3’ ytterste nukleotidet til guide-siRNA’et bidrar ikke
til spesifisitet av malgjenkjennelse, mens det nest siste nukleotidet av 3’
overhenget pavirker mal-RNA kutting, og en mismatch reduserer RNAI 2- til 4-fold.
5’ enden av et guide-siRNA virker ogsa mer avgjerende for feilmatchet mal-RNA
gienkjennelse sammenlignet med 3’ enden. Nukleotider i senteret av siRNA'et,
lokalisert ovenfor mal-RNA kuttesetet, er viktige spesifisitetsdeterminanter, og til
og med enkle nukleotidforandringer reduserer RNA. til ikke-detekterbart niva.
Dette antyder at siRNA-duplekser kan vaere i stand til & skjelne mutante eller
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polymorfe alleler i genmalrettede eksperimenter, som kan bli en viktig egenskap
for fremtidige terapeutiske fremskritt.

Sense og antisense-siRNA’er, nar de er assosiert med proteinkomponentene i
endonukleasekomplekset eller dets "commitment’-kompleks, ble antydet a spille
forskjellige roller; den relative retningen til siRNA-dupleksen i dette komplekset
definerer hvilken trad som kan bli anvendt for malgjenkjennelse. Syntetiske siRNA-
duplekser har dyadisk symmetri med hensyn til den dobbeltheliske strukturen,
men ikke med hensyn til sekvens. Assosieringen av siRNA-duplekser med RNAI-
proteinene i D. melanogaster-lysatet vil fare til dannelse av to asymmetriske
komplekser. | slike hypotetiske komplekser er det kirale miljget forskjellig for
sense- og antisense-siRNA og dermed deres funksjon. Forutsigelsen gjelder
opplagt ikke for palindrome siRNA-sekvenser eller RNAi-proteiner som kan
assosiere som homodimerer. For a begrense sekvenseffekter, som kan affisere
forholdet mellom sense- og antisensebindende siRNP’er, foreslar vi 8 anvende
siRNA-sekvenser med identiske 3’ overhengende sekvenser. Vi anbefaler a
justere sekvensen til overhenget av sense-siRNA’et til den antisense 3’
overhenget har, fordi sense-siRNA’et ikke har et mal i typiske
geninaktiveringseksperimenter. Asymmetri i rekonstitusjon av sense- og
antisensekuttende siRNP’er kan vaere (delvis) ansvarlig for variasjonen i RNAI-
effektivitet observert for ulike 21-nt siRNA-duplekser med 2-nt 3’ overheng
anvendt i denne studien (Figur 14). Alternativt kan nukleotidsekvensen til malsetet
og/eller tilgjengeligheten av mal-RNA strukturen veere ansvarlig for variasjonen i
effektivitet for disse siRNA-dupleksene.
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PATENTKRAV

1. Isolert dobbelttradet RNA-molekyl, karakterisert ved at hver RNA-
trad har en lengde fra 19-23 nukleotider og hvor minst én trad har et 3’- overheng
med fra 1-3 nukleotider, der nevnte RNA-molekyl er i stand til malspesifikk RNA

interferens.

2. RNA-molekyl ifalge krav 1, hvor hver trad har en lengde fra 20-22

nukleotider.

3. RNA-molekyl ifelge ethvert av kravene 1 eller 2, hvor 3’- overhenget er
stabilisert mot nedbrytning.

4. RNA-molekyl ifglge ethvert av kravene 1-3, som inneholder minst én

modifisert nukleotidanalog.

5. RNA-molekyl ifelge krav 4, hvor den modifiserte nukleotidanalogen velges
fra sukker- eller ryggradmodifiserte ribonukleotider.

6. RNA-molekyl ifglge krav 4 eller 5, hvor nukleotidanalogen er et
sukkermodifisert ribonukleotid, der 2’-OH gruppen er byttet ut med en gruppe valgt
fra H, OR, R, halo, SH, SR', NH, NHR, NR; eller CN, der R er C4-Cs alkyl, alkenyl
eller alkynyl og halo er F, CI, Breller I.

7. RNA-molekyl ifelge krav 4 eller 5, hvor nukleotidanalogen er et
ryggradmodifisert ribonukleotid inneholdende en fosfotioatgruppe.

8. RNA-molekyl ifelge ethvert av kravene 1-7, som har en sekvens som har
en likhet pa minst 70 prosent i forhold til et forutbestemt mRNA-malmolekyl.

9. Fremgangsmate for a fremstille et dobbelttradet RNA-molekyl ifglge ethvert

av kravene 1-8, karakterisert ved atden omfatter trinnene:
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a) syntetisere to RNA-trader som hver har en lengde fra 19-23 nukleotider og
hvor minst én har et 3’- overheng med fra 1-3 nukleotider, der nevnte RNA-
trader kan danne et dobbelttradet RNA-molekyl,

b) kombinere de syntetiserte RNA-tradene under betingelser der et
dobbelttradet RNA molekyl dannes som er i stand til malspesifikk RNA

interferens.

10. Fremgangsmaten ifalge krav 9, hvor RNA-tradene syntetiseres kjemisk.

11.  Fremgangsmaten ifglge krav 9, hvor RNA-tradene syntetiseres enzymatisk.

12.  In vitro fremgangsmate for mediering av malspesifikke RNA interferenser i
en eukaryotcelle, karakterisert ved atden omfatter trinnene:

a) la nevnte celle komme i kontakt med det dobbelttradede RNA-molekylet
ifalge ethvert av kravene 1-8 under betingelser der malspesifikke RNA
interferenser kan forekomme, og

b) mediere en malspesifikk RNA interferens effektuert av det dobbelttradede
RNA’et mot en malnukleinsyre som har en sekvensdel som svarer i alt
vesentlig til det dobbelttradede RNA’et.

13.  Anvendelse av in vitro fremgangsmaten ifglge krav 12 for & bestemme

funksjonen til et gen i en celle.

14.  Anvendelse av in vitro fremgangsmaten ifelge krav 12 for modulering av

funksjonen til et gen i en celle.

15.  Anvendelse ifglge krav 13 eller 14, der genet er assosiert med en
patologisk tilstand.

16. Anvendelse av et dobbeltradet RNA molekyl ifalge ethvert av kravene 1-8
for fremstilling av et medikament for & modulere funksjonen til et patogen-assosiert

gen som er et viralt gen.
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17. Anvendelse av et dobbeltradet RNA molekyl ifglge ethvert av kravene 1-8
for fremstilling av et medikament for & modulere funksjonen til et tumor-assosiert

gen.

18. Anvendelse av et dobbeltradet RNA molekyl ifalge ethvert av kravene 1-8
for fremstilling av et medikament for & modulere funksjonen til et gen assosiert

med en autoimmun sykdom.

19. Farmasgytisk sammensetning, karakterisert ved atdeninneholder
minst ett dobbelttradet RNA-molekyl ifelge ethvert av kravene 1-8 som et aktivt
stoff og en farmaseaytisk baerer.

20. Sammensetning ifglge krav 19, som er for diagnostiske applikasjoner.

21. Sammensetning ifalge krav 19, som er for terapeutiske applikasjoner.
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