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COMPUESTOS DE ARN DE DOBLE HEBRA ESPECIFICOS DE VGLUT

La invencidon se refiere a moléculas de ARN de doble hebra (ARNds)
pequefias, en particular a moléculas desencadenantes de interferencia dirigidas
contra miembros de la familia de los VGLUT, y a células huésped que contienen
el ARNds segun la invencion. Los ARNds segun la invencion y las células
huésped correspondientes son adecuados como medicamentos o para la
produccion de medicamentos, en particular para el tratamiento del dolor y de
otros estados patoldgicos relacionados con miembros de la familia de los
VGLUT o con la expresion no fisiolégica de éstos.

De acuerdo con la definicion de la Asociacion Internacional para el
Estudio del Dolor (IASP), el dolor es una “experiencia sensorial y emocional
desagradable, asociada con una lesion aguda o potencial de un tejido o descrita
en términos de este tipo de lesiones” (Wall y Melzack, 1999). El organismo
reacciona frente a un estimulo doloroso (nociceptivo) con una reaccion compleja
en la que intervienen componentes discriminadores sensoriales, cognitivos,
afectivos, autonomos y motores. Mientras que el dolor agudo constituye una
reaccion protectora fisioldgica y tiene una importancia vital para la supervivencia
del individuo, el dolor crénico no tiene ninguna funcién bioldgica clara. El dolor
nociceptivo se desencadena a través de estimulos ndxicos, como calor,
estimulacion mecanica, protones o frio, en érganos sensoriales de umbral alto
especializados, los nociceptores, y es transmitido en forma de actividad eléctrica
al asta posterior de la médula espinal a través de fibras C no mielinizadas o
fiboras A3 poco mielinizadas. Para ello, los nociceptores estan dotados de
receptores especificos y canales de iones (Scholz y Woolf, 2002).

El tejido herido o lesionado, las inflamaciones o las células tumorales
pueden ser sefales para los nociceptores, conduciendo a la liberacion de
mediadores quimicos de células inflamatorias, vasos sanguineos y terminales
aferentes, que bien producen por si mismos una activacién de los nociceptores
(por ejemplo a través de la bradiquinina), bien modifican el comportamiento
estimulo-respuesta de las fibras nerviosas aferentes, por ejemplo mediante la
reduccion del umbral de activacion (por ejemplo a través de prostaglandinas,
interleuquinas, NGF), provocando asi una sensibilizacién de los nociceptores
(Scholz y Woolf, 2002).
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La intensidad del dolor viene determinada por la cantidad de impulsos por
unidad de tiempo. En caso de una estimulacion nociceptiva periférica, los
componentes de respuesta sinaptica rapida (5 - 20 mseg) y las respuestas
reflejas monosinapticas estan mediados principalmente por los receptores de
AMPA vy cainato, mientras que los receptores de NMDA y de glutamato
metabotrépicos intervienen de forma especial en los componentes de respuesta
tardios mas persistentes (20 - 150 mseg) y con mediacion polisinaptica (Tolle,
1997).

La liberacién de glutamato en el asta posterior de la médula espinal
desempena un papel decisivo en el origen de dolores crénicos (Baranauskas y
Nitri, 1998; Zhuo, 2001). La liberacion de glutamato conduce a la activacion de
los receptores de glutamato (AMPA, cainato, mGlu-R, NMDA). Por consiguiente,
las proteinas que intervienen en la liberacion de glutamato son un objetivo
interesante para la investigacion del dolor.

El glutamato es uno de los neurotransmisores excitatorios mas
importantes del sistema nervioso de los vertebrados. EI aminoacido no esencial
glutamato no puede superar la barrera hematoencefalica y, por ello, se sintetiza
en el cerebro a partir de glucosa y muchos otros precursores.

La enzima glutaminasa activada por fosfato (PAG) cataliza la formacion
de glutamato en las terminaciones nerviosas excitatorias a partir de glutamina.
El transportador vesicular de glutamato (VGLUT) empaqueta el glutamato en
vesiculas y, después de la llegada de un potencial de accion despolarizadora
por la afluencia de calcio, libera el glutamato de las vesiculas en la fisura
sinaptica. Desde la fisura sinaptica, el glutamato es transportado en parte a
través de un transportador de membrana plasmatica para aminoacidos
excitatorios (EAATSs) de vuelta a los terminales excitatorios, donde de nuevo es
empaquetado en vesiculas.

Por consiguiente, en el transporte de glutamato intervienen proteinas
transportadoras de 2 superfamilias: transportadores de membrana plasmatica y
el transportador vesicular de membrana (Disbrow y col., 1982; Shioi y col., 1989;
Tabb y col., 1992).

Se han identificado tres transportadores vesiculares de glutamato, el
VGLUT1 (SLC17A6), el VGLUT2 (SLC17A7) y el VGLUT3 (SLC17A8) como
miembros de la familia de los transportadores SLC-17 (transportadores
vesiculares de glutamato/fosfato de tipo 1), que median en el transporte de
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aniones organicos y que en primer lugar se identificaron como transportadores
de fosfato dependientes de Na’). El VGLUT1, el VGLUT2 y el VGLUT3 se
denominan en conjunto como VGLUT. Las proteinas de la familia SLV17
consisten en proteinas transmembrana de varios intervalos con 6 a 12 dominios
transmembrana hipotéticos, apareciendo los tres transportadores de glutamato
arriba mencionados como subfamlia de la familia SLC17. Las secuencias de
aminoacidos de los tres VGLUT arriba mencionados presentan una altisima
homologia entre si (Takamori y col., 2002). La secuencia de ADNc del VGLUT2
humano se encuentra en los bancos de datos bajo el numero de acceso de
banco de genes NM_020346. La secuencia de aminoacidos del VGLUT2
humano se encuentra en los bancos de datos bajo el numero de acceso
NP_065079. La secuencia de ADNc del VGLUTZ2 de rata se encuentra en los
bancos de datos bajo el numero de acceso NM_053427. La secuencia de
aminoacidos de VGLUT2 de rata se encuentra en los bancos de datos bajo el
numero de acceso NP_445879. La secuencia de ADNc del VGLUT2 de raton se
encuentra en los bancos de datos bajo el numero de acceso BC038375. La
secuencia de aminoacidos de VGLUT2 de ratdon se encuentra en los bancos de
datos bajo el numero de acceso AAH38375.

Las capas corticales del cerebro presentan un fuerte nivel de expresion
de ARNm de VGLUT1, mientras que el ARNm de VGLUT2 se puede detectar
principalmente en la capa IV de la corteza. La expresién de VGLUT3 se localiza,
por ejemplo, en las células inhibidoras en la capa Il de la corteza parietal o en
las interneuronas GAD-positivas del estrato radiado de CA1-CA3 del hipocampo.
Ademas, VGLUT1 y VGLUT2 sdlo se han podido detectar en las terminaciones
nerviosas, mientras que VGLUT3 no soélo se ha detectado en las vesiculas
sinapticas, sino también en estructuras vesiculares de astrocitos y dendritas
neuronales (Fremeau y col., 2002).

EI VGLUT1 y el VGLUT2 se expresan en dos poblaciones independientes
en el ganglio espinal, presentando una tercera subpoblacion una coexpresion de
VGLUT1 y VGLUT2. EI ARNm de VGLUT2 es expresado principalmente por
neuronas DRG pequenas y medianas. En cambio, el ARNm de VGLUT1 es
expresado principalmente por neuronas DRG medianas y grandes (ganglio de la
raiz dorsal). Esporadicamente también se encuentran neuronas que expresan
ARNm de VGLUT3 en el ganglio espinal (Oliveira y col., 2003; Tood y col.,
2003).
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Tanto el VGLUT1 como el VGLUT2 se pueden detectar a nivel proteinico
en la sustancia gris de la médula espinal (Varoqui y col., 2002). La dominancia
del VGLUT2 en el asta posterior superficial indica un papel destacado en la
transmision del dolor. La dominancia de VGLUT1 en el asta posterior profunda
indica un papel en la propiocepcion. Por consiguiente, principalmente el
VGLUTZ2, pero también el VGLUT1, constituyen un objetivo para la investigacion
del dolor (Varoqui y col., 2002).

El tratamiento eficaz del dolor es uno de los grandes retos de la medicina
molecular. El dolor agudo y transitorio es una importante sefal del cuerpo para
preservar a las personas contra dafios graves producidos por el entorno o por
sobrecarga del cuerpo. En cambio, el dolor crénico, que dura mas que la causa
del dolor y que el tiempo previsible de curacion, no tiene ninguna funcién
biolégica conocida y afecta a cientos de millones de personas en todo el mundo.
Sélo en Alemania, alrededor de 7,5 millones de personas padecen dolor crénico.
Por desgracia, el tratamiento farmacologico del dolor crénico todavia es
insatisfactorio y, en consecuencia, sigue siendo un reto para la investigacion
meédica actual. A menudo, los analgésicos existentes en la actualidad no son
suficientemente eficaces y, en parte, tienen graves efectos secundarios.

Debido a su funcidn y su perfil de expresion, las proteinas de VGLUT en
general y de VGLUT2 en especial constituyen un punto de partida interesante
como objetivo para nuevos medicamentos contra el dolor (Varoqui y col., 2002).

De la investigacion analgésica ya se conocen por ejemplo algunas
sustancias que pueden modular la actividad o la expresion de los VGLUT
(Carrigan y col., 2002; Roseth y col., 1995; Roseth y col., 1998). Sin embargo,
dichas sustancias no actuan de forma especifica sobre el subtipo y las
aplicaciones terapéuticas estan limitadas tanto por la disponibilidad de los
inhibidores del sistema nervioso y de las vesiculas sinapticas, como por la
accion no especifica en los tres VGLUT.

El objetivo de la invencion consiste en proponer otras sustancias que
puedan modular de forma selectiva y eficaz el efecto de los VGLUT, esto es por
ejemplo VGLUT1, VGLUT2 y VGLUT3, y que en caso dado tengan
permeabilidad celular. El objetivo de la presente invencién también incluye la
utilizacion de estas sustancias para fines terapéuticos, en particular para el
tratamiento del dolor.
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El objetivo arriba mencionado se resuelve mediante los objetos de la
presente invencion caracterizados en las reivindicaciones. De acuerdo con la
invencion, para resolver este objetivo se proponen ARNds especificos de
VGLUT capaces de provocar el fendmeno de la interferencia de ARN.

La invencioén se refiere a moléculas de ARNSsi especificas de VGLUT con
una secuencia seleccionada entre

sl-"VGLUT2 100-120 EGT

5 GCA GGA UAA CCG AGA GAC CTT &

¥ T CGU CCU AUU GGC UCU CUG G 5
slHVGLUTZ 100-120 AMB

5 GCA GGA Uaa CCG AGA GAC CTT 2

¥ T CGU CCu AUU GGC UCU CuG G 5' y
si-rVGLUT2 166-186 AMB

5 GGC UCC GCU AUG CGA CUG UTT 3

3 T CCG AGG CGA UAC GCU GAC A 5,

La estructura general consiste en un ARN de doble cadena con una
macromolécula formada por ribonucleétidos, consistiendo el ribonucleétido en
una pentosa (ribosa), una base organica y un fosfato. En este contexto, las
bases organicas del ARN son las bases puricas adenina (A) y guanina (G) y las
bases pirimidinicas citosina (C) y uracilo (U). El ARNds contiene nucleétidos con
una estructura dirigida con salientes. Los ARN de doble cadena de este tipo
segun la invencién pueden provocar el fenémeno de la interferencia de ARN
(ARNSsi).

El fendbmeno de la interferencia de ARN como sistema de defensa
inmunoldgico se observd en el curso de la investigacion inmunoldgica con
eucariotas superiores.
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En un primer momento, el sistema se describié en diferentes especies
independientes entre si, primero en C. elegans (Fire y col., 1998), antes de
poder identificar que los mecanismos basicos en determinados planos de los
procesos son idénticos: la resistencia a virus mediada por ARN en plantas
(Lindbo y Dougherty, 1992), el PTGS (posttranscriptional gene silencing) en
plantas (Napoli y col., 1990) y la interferencia de ARN en eucariotas se basan,
en consecuencia, en un funcionamiento comun (Plasterk, 2002).

La técnica in vitro de la interferencia de ARN (ARNi) se basa en
moléculas de ARN de doble hebra (ARNds) que provocan la supresion
especifica de la secuencia de expresion genética (Zamore (2001), Nat. Strict.
Biol. 9: 746-750; Sharp (2001), Genes Dev. 5:485-490; Hannon (2002), Nature
41: 244-251). La activacion de la proteina quinasa R y RNAsa L provoco efectos
no especificos en la transfeccidén de células de mamifero con ARNds largos, por
ejemplo una respuesta de interferén (Stark y col. (1998), Annu. Rev. Biochem.
67: 227-264; He y Katze (2002), Viral Immunol. 15: 95-119). Estos efectos no
especificos se evitan con la utilizacion de los denominados ARNds mas cortos,
por ejemplo de 21 a 23 pb (en inglés “small interfering RNA”), ya que los ARNds
mas cortos de 30 pb no provocan efectos no especificos (Elbashir y col. (2001),
Nature 411: 494-498). Recientemente también se han utilizado ARNds in vivo
(McCaffrey y col. (2002), Nature 418: 38-39; Xla y col. (2002), Nature Biotech.
20: 1006-1010; Brummelkamp y col. (2002), Cancer Cell 2: 243-247).

En el marco de la presente invencion se dan a conocer ARNds
(moléculas de ARN-si) dirigidos contra miembros determinados de la familia de
los VGLUT. De acuerdo con la invencién, estos ARNds consisten en las
secuencias arriba definidas. EIl ARNds se puede encontrar (i) en forma de un
ARN:Ssi, (ii) en forma de un ARNdSs largo, que incluye uno o mas ARNSsi idénticos
o diferentes en la secuencia del ARNds largo, (iii) en forma de un ARN de
horquilla basado en ARNsi o (iv) en forma de un ARNsi de horquilla basado en
un ARNmi.

Mientras que el ARNsi (i) (tipicamente obtenido por sintesis quimica y
después incorporado intracelularmente en el complejo RISC eludiendo el paso
“dicing”, con lo que comienza una degradacion de ARNm especifico de
secuencia (de la secuencia diana)) se describe a continuacion, el caso (ii), es
decir, un ARNds largo (ds doble hebra), consiste en un precursor del ARNSsi
(segun (i), que primero se procesa mediante un paso “dicing” (enzima: Dicer)
para obtener ARNsi maduro. Este precursor de ARNSsi, que tipicamente primero
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se transforma intracelularmente en ARNsi maduro, también cumple las
condiciones para ser utilizado por ejemplo como medicamento o para la
produccion de un medicamento para el tratamiento de las indicaciones
mencionadas en la presente solicitud.

Por consiguiente, a partir de moléculas de ARNds de VGLUT mayores, en
particular moléculas de ARNds especificas de VGLUT-1, -2 o -3
(preferentemente > 30 pb, de forma especialmente preferente < 40 pb y en
particular > 50 pb), después del procesamiento se obtienen diversos ARNSsi
distintos que pueden presentar diferentes eficacias. Las moléculas de ARNds
largas (en caso dado en forma de horquilla), que se transforman
intracelularmente en diferentes ARNsi después del procesamiento con Dicer,
también se pueden expresar en una célula (sin tener en cuenta la sintesis
quimica) en base a vectores y bajo el control de un promotor Pol Il. El promotor
Pol Il permite aqui una expresion especifica inducible de un tipo de tejido o de
célula (Kennerdell y Carthew, 2000). Por consiguiente, esta forma de aplicacion
posibilita una expresion simultanea inducible y transitoria de una gran cantidad
de ARNSsi procedentes de un ARNds precursor.

Las moléculas de ARNds de este tipo pueden dar lugar a un fenotipo
determinado mediante técnicas de manipulacion genética, como recombinacién
homdloga de células madre.

También se pueden utilizar modificaciones de ARNsi segun (i), es decir
bucles en horquilla basados en ARNSsi (iii). Este tipo de horquillas puede
aparecer preferentemente en uno de los extremos de la doble cadena de ARNSsi,
pero en caso dado también puede aparecer en los dos extremos. En este caso
se trata tipicamente de al menos 5, preferentemente al menos 8 y de forma
especialmente preferente al menos 10 nucledtidos que, debido a modificaciones
y/o a una falta de complementariedad correspondiente, no forman ninguna
cadena doble, sino que forman un bucle que al principio une las dos cadenas
entre si de forma covalente. Los ARN de horquilla de este tipo basados en
ARNSsi se pueden procesar, por ejemplo intracelularmente, con las enzimas
correspondientes (por ejemplo Dicer) para obtener un ARNSsi activo. Por ultimo,
también son posibles ARN de horquilla basados en ARNmi (iv) dirigidos contra
secuencias de la familia de los VGLUT.

En este caso se trata de ARNsi no perfectamente complementario,
preferiblemente con al menos una horquilla en el extremo (en los extremos).
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Estas dobles cadenas de ARNm no perfectamente complementarias presentan
al menos un emparejamiento erroneo, preferentemente entre 1 y 4
emparejamientos erréneos en la cadena doble. El efecto del ARN de horquilla
basado en ARNmi se basa en su procesamiento enzimatico (por ejemplo
mediante Dicer) para obtener ARNmi, la incorporacion subsiguiente de éste en
RNPmi y finalmente la inhibicion de su traduccion.

Las longitudes correspondientes de las cadenas dobles segun las formas
de realizacion (i), (iii) y (iv) no se diferencian entre si y todas las formas de
realizacion se pueden sintetizar quimicamente.

Para la preparacion de un ARNm en una célula eucaridtica, el gen se
transcribe en toda su longitud, tanto intrones como exones, en una molécula de
ARN larga, el transcripto primario. La estabilidad del ARNm celular se asegura
mediante el procesamiento del transcripto primario en el extremo 5 mediante la
adicion de un nucledtido atipico con una guanina metilada y una poliadenilacién
en el extremo 3’. Antes de que el ARN abandone el nucleo celular, las
secuencias intrénicas se eliminan mediante empalme de ARN y los exones se
unen entre si.

Las secuencias diana para el ARNds segun la invencidon pueden consistir
tanto en el transcripto primario como en el ARNm procesado. En lo sucesivo, el
transcripto primario y el ARNm se designaran colectivamente como ARN(m).

Las moléculas de ARN-si segun la invencion estan dirigidas contra
regiones definidas en el area de codificacién del ARN(m) de un miembro de la
familia de los VGLUT.

Por ello, los ARNsi (de doble hebra) segun la invencion presentan en su
extremo al menos una cadena de secuencia TT, preferentemente en posicion
saliente con respecto al extremo de la otra cadena complementaria. La otra
cadena complementaria del ARNsi segun la invencion se corresponde en su
secuencia en un extremo tipicamente con las secuencias detras de AA arriba
mencionadas a modo de ejemplo (sustituyendo T con respecto a las secuencias
diana arriba indicadas por U en el ARNsi segun la invencién), y en el otro
extremo presenta tipicamente un TT saliente (véase también el ejemplo de
realizacion 4).

No obstante, el bloqueo y la disociacion efectivos del ARN(m) de un
miembro de la familia de los VGLUT preferiblemente se logra teniendo en
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cuenta determinadas reglas de seleccion para elegir la secuencia diana de los
ARN(ds segun la invencion.

Los ARNds segun la invencion presentan un contenido en GC de al
menos un 30%, en particular del 30% al 70% y en especial del 40% al 60%.

Preferiblemente, los extremos del ARN de doble hebra (ARNds) se
pueden modificar para impedir una degradacion en la célula o una disociacion
en cadenas simples, en particular para evitar una degradacion prematura por
nucleasas.

Se produce la disociacion de las cadenas simples del ARNdSs,
normalmente no deseada, especialmente cuando se utilizan concentraciones
bajas o longitudes de cadena cortas. Para lograr una inhibicién especialmente
eficaz de la disociacion, la cohesion de la estructura de doble cadena de los
ARNds segun la invencion, causada por los pares de nucledtidos, se puede
incrementar mediante al menos una y preferentemente 2 a 5 uniones quimicas.
Un ARNds segun la invencion cuya disociacion ha sido reducida presenta una
mayor estabilidad frente a la degradacion enzimatica y quimica en la célula o en
el organismo o ex vivo.

La unién quimica de las cadenas individuales de un ARNds segun la
invencion se forma convenientemente mediante un enlace covalente o idnico, un
puente de hidrégeno, una interaccion hidréfoba, preferentemente interacciones
de van der Waals o interacciones de apilamiento, o mediante coordinacion con
iones metalicos. De acuerdo con una caracteristica de configuracion
especialmente ventajosa, la unién quimica se puede establecer en al menos uno
de los extremos, preferiblemente en los dos extremos. También se ha
comprobado que resulta ventajoso que la uniéon quimica se forme mediante uno
0 mas grupos de unién, consistiendo los grupos de unién preferentemente en
cadenas poli-(oxifosfinicooxi-1,3-propanodiol) y/o polietilenglicol. La unién
quimica también se puede conseguir utilizando analogos de purina en la
estructura de doble hebra en lugar de purinas. También resulta ventajoso que la
unién quimica se forme mediante la introducciéon de unidades de azabenceno en
la estructura de doble hebra. También se puede conseguir utilizando analogos
de nucledtidos ramificados en la estructura de cadena doble en lugar de
nucleotidos.

Se ha comprobado que resulta conveniente utilizar al menos uno de los
siguientes grupos para la formacion de la unién quimica: azul de metilo; grupos
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bifuncionales, preferentemente bis-(2-cloroetil)amina; N-acetil-N’-(p-
glioxibenzoil)cistamina; 4-tiouracilo; psoraleno. La uniéon quimica también se
puede conseguir disponiendo grupos tiofosforilo en los extremos del area de
doble hebra. Preferentemente, la union quimica se forma en los extremos del
area de doble hebra mediante enlaces de triple hélice. La unidon quimica se
puede inducir convenientemente mediante luz ultravioleta.

La modificacion de los nucleétidos del ARNds conduce a una
desactivacion de una proteina quinasa dependiente de ARN (de doble cadena)
(“RNA-dependent”’) (PKR) en la célula. La PKR induce la apoptosis.
Ventajosamente, al menos un grupo 2’-hidroxilo de los nucleétidos de los ARNds
de la estructura de doble hebra se ha sustituido por un grupo quimico,
preferentemente un grupo 2’-amino o un grupo 2’-metilo. Al menos un nucleoétido
de al menos una cadena de la estructura de doble hebra también puede
consistir en un, asi llamado, “loked nucleotide” con un anillo de azucar,
preferiblemente modificado de forma quimica mediante un puente de 2’-O, 4’-C-
metileno. Ventajosamente varios nucleétidos consisten en “loked nucleotides”.

Las modificaciones de los nucledtidos del ARNds segun la invencion se
refieren en particular a la disociacién de los nucleétidos mediante refuerzo del
enlace por puente de hidrégeno. De este modo se aumenta la estabilidad de los
nucleotidos y éstos se protegen frente a un ataque por ARNasas.

Otra posibilidad para evitar una disociaciéon prematura del ARNds segun
la invencién en la célula se basa en la configuracion del bucle de horquilla. En
una forma de realizacion especial, un ARNds segun la invencién presenta una
estructura de horquilla para retardar la cinética de disociacion. En una estructura
de este tipo preferentemente se configura una estructura de bucle en el extremo
5’ y/o en el extremo 3’. Una estructura de bucle de este tipo no presenta ningun
puente de hidrogeno.

También se puede evitar una degradacién prematura mediante la
modificacion del esqueleto del ARNds segun la invencién. Especialmente se
trata de un ARNds modificado (por ejemplo fosfotioato, 2’-O-metil-ARN, LNA,
LNA/GAP-meros de ADN) de modo que presenta una vida media in vivo mas
larga.

Un ARNds segun la invencion esta dirigido contra los ARN(m) de la
familia VGLUT2, en particular de mamiferos, como humano, mono, rata, perro,
gato, raton, conejo, cobaya, hamster, vaca, cerdo, oveja y cabra.
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Preferentemente, una molécula de ARN-si segun la invencion inhibe la
expresion de VGLUT2 en la célula al menos en un 50%, 60%, 70%, de forma
especialmente preferente en al menos un 90%.

La medida de la inhibicion puede realizarse mediante Northern-Blot, PCR
cuantitativa en tiempo real o a nivel proteinico con anticuerpos especificos de
VGLUT2.

El ARNds se prepara mediante procedimientos conocidos por los
especialistas. En este contexto se sintetizan nucledtidos, en particular también
oligonucledtidos, por ejemplo segun la sintesis de Merryfield, en un soporte
insoluble (H.G. Gassen y col., Chemical and Enzymatic Synthesis of
Genefragments (Editorial Chemie, Weinheim 1982)) o de otro modo
(Beyer/Walter; Lehrbuch der Organischen Chemie, 20 edicion, (Editorial S.
Hirzel, Stuttgart 1984), pp. 816 y siguientes). La obtencion del ARNm de VGLUT
se puede llevar a cabo por hibridacion mediante bancos de datos genémicos y
de ADNc. Las moléculas de ARNds segun la invencion, en particular las
moléculas de ARNSsi, se pueden preparar por ejemplo sintéticamente y en caso
dado también se pueden adquirir de diferentes proveedores, por ejemplo IBA
GmbH (Géttingen, Alemania).

El ARN de doble hebra (ARNds) segun la invencion puede estar incluido
en estructuras micelares que influyen en la separacion de grupos de sustancias
in vitro e in vivo. En este caso, el ARNds esta presente preferentemente en
liposomas. Los liposomas consisten en membranas artificiales esféricas
cerradas formadas por fosfolipidos en las que se pueden encapsular sustancias
hidrofilas en el espacio interior acuoso e incorporar sustancias lipofilas en el
espacio interior de la membrana lipidica. La condicion previa para la utilizacion
de liposomas para fines experimentales o terapéuticos consiste en su
compatibilidad con las células y tejidos. EI ARNds, que preferentemente esta
presente en los liposomas, puede estar modificado con una secuencia peptidica,
preferentemente con una secuencia rica en lisina y arginina, por ejemplo una
secuencia de la proteina TAT viral (que por ejemplo contiene AS 49-57), para
después superar mas facilmente la membrana celular como péptido
transportador.

El ARNds también puede estar incluido en capsides virales naturales o en
capsides artificiales producidas por métodos quimicos o enzimaticos o en
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estructuras derivadas de éstas. Las caracteristicas arriba indicadas permiten la
introduccién del ARNds en células diana predeterminadas.

Una configuracion de los ARNds de VGLUT alternativa al ARNsi consiste
en microARN (véase mas arriba) con al menos un bucle de horquilla que une de
forma covalente las dos cadenas no perfectamente complementarias (ARN de
horquilla basado en ARNmi) (véase también Schwarz y col., 2002). Estos
ARNmi de VGLUT son transcritos por las propias células y, después de una
unién especifica de secuencia con el ARNm, no conducen a una degradacién
del ARNm, sino que unicamente inducen una inhibicién de la traduccion. Los
ARNmi de VGLUT segun la invencion se transcriben como precursores con una
longitud de al menos 50, preferentemente entre 60 y 80, de forma especialmente
preferente entre 65 y 75 nucleétidos, y constituyen una “estructura de horquilla”
caracteristica. La enzima Dicer recorta en la célula de estos precursores un area
de doble hebra con una longitud de 21 a 23 nucledtidos, que se separa en otros
pasos. Esto permite por ejemplo incorporar el ARNmi maduro en una particula
de RNPmi. Estas particulas pueden mediar entonces en la inhibicion de la
traduccion  especifica del ARNm complementario. ElI grado de
complementariedad con respecto al ARNm diana determina si el ADN duplex
formado actua como ARNmi o como ARNSsi.

De acuerdo con la invencion, numerosos sistemas vectoriales posibilitan
la utilizacion de ARNmi para una transcripcién posterior estable y regulada de
los ARNsi de VGLUT correspondientes. La transcripcion de los ARNmi puede
estar controlada por promotores de polimerasa lll (por ejemplo promotores H1 o
U6) y también promotores de polimerasa Il (Brummelkamp y col., 2002; Lee y
col., 2002; Miyagishi y Taira, 2002). En este contexto, las cadenas sentido y
antisentido pueden ser leidas por diferentes promotores y se pueden condensar
en la célula formando duplicaciones de 19-nt con salientes 4-nt (B) (Lee y col.,
2002), o se utiliza la expresion de estructuras de horquilla (Brummelkamp y col.,
2002).

Preferentemente, para estos sistemas de vectores se utilizan vectores
virales, por ejemplo vectores retrovirales o vectores derivados de adenovirus.
Los vectores virales tienen una transduccion muy eficiente y selectiva de células
especificas, incluyendo células primarias, y con ello posibilitan un espectro de
aplicacion mas amplio, por ejemplo en la terapia del dolor.
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De acuerdo con otra configuracion especialmente ventajosa esta previsto
que el ARNds esté unido, asociado o rodeado por una proteina de envoltura
viral procedente de un virus, derivada de éste o preparada sintéticamente. La
proteina de envoltura se puede derivar de poliomavirus. Por consiguiente, se
puede tratar por ejemplo de la proteina viral 1 (VP1) y/o la proteina viral 2 (VP2)
de poliomavirus. La utilizacion de proteinas de envoltura de este tipo se da a
conocer por ejemplo en el documento DE 19618797 A1. Las caracteristicas
arriba indicadas facilitan considerablemente la incorporacion de los ARNds en la
célula.

En una forma de realizacion preferente, la expresion de los ARNds segun
la invencion tiene lugar estando el 1 molde (ARNds sentido) y el 2° molde
(ARNds antisentido) bajo el control de dos promotores idénticos o diferentes. La
expresion tiene lugar in vivo y se introduce en las células por terapia genética a
través de vectores.

Otro objeto de la presente invencién consiste en un medicamento que
contiene al menos un ARNds segun la invencion y/o una célula que incluye
dicho ARNds, y en caso dado también sustancias auxiliares y/o aditivos
adecuados.

Medicamento: Sustancia correspondiente a la definicion dada en el Articulo
1§2 de la Ley Reguladora del Trafico de Medicamentos (AMG) alemana. Es
decir, sustancias o preparados de sustancias concebidos para ser utilizados en
el cuerpo humano o animal con el fin de

1. curar, mitigar, prevenir o reconocer enfermedades, dolencias, dafos
corporales o molestias patoldgicas;

2. permitir reconocer la condicion, el estado o las funciones del cuerpo o
estados animicos;

3. sustituir principios activos o fluidos generados por el cuerpo humano;

4. rechazar, eliminar o hacer inocuos los agentes patégenos, parasitos o
sustancias exdégenas; o

5. influir en la condicion, el estado o las funciones del cuerpo o estados
animicos.

Los medicamentos segun la invencion se pueden administrar como
medicamentos liquidos en forma de soluciones para inyeccion, gotas o jugos,
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como medicamentos semisolidos en forma de granulados, tabletas, pellets,
parches, capsulas, apositos o aerosoles y, ademas de al menos uno de los
objetos de la invencion, dependiendo de la forma galénica, también puede
contener en caso dado materiales vehiculo, sustancias de carga, disolventes,
diluyentes, colorantes y/o aglutinantes. La seleccién de los materiales auxiliares y
de la cantidad a utilizaR de los mismos depende de la forma de administracién del
medicamento, es decir, por via oral, parenteral, intravenosa, intraperitoneal,
intradérmica, intramuscular, intranasal, bucal, rectal o local, por ejemplo sobre
infecciones en la piel, las mucosas y los ojos. Para la administracion oral son
adecuados los preparados en forma de tabletas, grageas, capsulas, granulados,
gotas, jugos y jarabes, y para la administracion parenteral, topica y por inhalacion
son adecuadas las soluciones, suspensiones, preparados secos de facil
reconstitucion y los aerosoles. Los objetos de la invencion en un depdésito, en
forma disuelta o en un apdsito, dado el caso afiadiendo agentes promotores de la
penetracion en la piel, son preparados adecuados para la administracion
percutanea. Los preparados a utilizar por via oral o percutanea pueden liberar los
objetos de la invencién de forma retardada. La cantidad de principio activo a
administrar a los pacientes varia en funcion del peso del paciente, del tipo de
administracion, de la indicacion y del grado de la enfermedad. Normalmente se
administran de 2 a 500 mg/kg de peso corporal de al menos un objeto de la
invencion. Si el medicamento se ha de utilizar principalmente para la terapia
genética, como sustancias auxiliares o aditivos adecuados son recomendables,
por ejemplo, soluciones fisioldgicas salinas, estabilizadores, inhibidores de
proteasa, inhibidores de ADNasa, etc.

Otro objeto de la presente invencioén se refiere a células huésped, excepto
gametos humanos y células madre embrionarias humanas, que se transforman
con al menos una molécula de ARNsi segun la invencién. Las moléculas de
ARNds segun la invencidén se pueden introducir en la célula huésped
correspondiente a través de los métodos habituales, por ejemplo transformacion,
transfeccion, transduccion, electroporacion o pistola genética. En el caso de la
transformacion, se introducen en la célula al menos dos moléculas de ARNSi
diferentes entre si, siendo una cadena de cada molécula de ARNSi
complementaria al menos por secciones al ARN(m) de un miembro de la familia
VGLUTZ2. El area del ARNds complementaria al ARN(m) de VGLUT2 contiene
menos de 25 pares de nucledétidos sucesivos.

Como células huésped entran en consideracién todas las células
procarioticas o eucarioticas, por ejemplo bacterianas, hongos, levaduras, células



10

15

20

25

30

35

ES 2347 574 T3

-15 -

vegetales o animales. Algunas células huésped preferentes son células
bacterianas como Escherichia coli, Streptomyces, Bacillus o Pseudomonas,
microorganismos eucarioticos como Aspergillus o Saccharomyces cerevisiae 0
las levaduras de panaderia usuales (Stinchcomb y col. (1997) Nature 282: 39).

Sin embargo, en una forma de realizacién preferente, para la
transformacién mediante constructos de ARNds segun la invencion se eligen
células de organismos multicelulares. En principio, como célula huésped se
puede utilizar cualquier cultivo celular eucariético superior, aunque son
especialmente preferentes las células de mamiferos, por ejemplo de simio, rata,
hamster, ratbn o humanas. Los especialistas conocen numerosas lineas
celulares establecidas. En una relacion, que de ningin modo es definitiva, se
mencionan las siguientes lineas celulares: 293T (linea celular renal embrionaria)
(Graham vy col., J. Gen. Virol. 36: 59 (1997), BHK (células renales de hamster
recién nacido), CHO (células de ovarios de hamster, Urlaub y Chasin, Proc. Natl.
Accad. Sci. EE. UU. 77: 4216, (1980)), HeLa (células de carcinoma humano) y
otras lineas celulares establecidas, en particular para uso en laboratorio, por
ejemplo células HEK293, SF9 o COS, wt-PC12 y cultivos primarios de DRG. De
forma totalmente preferente se emplean células humanas, en particular células
madre neuronales y células de la “via del dolor”, preferentemente neuronas
sensoriales primarias. Algunas células humanas, en particular células autoélogas
de un paciente, después de la transformacion (sobre todo ex vivo) con
moléculas de ARNds segun la invencion son adecuadas de forma totalmente
preferente como medicamentos, por ejemplo para fines de terapia genética, es
decir, después de realizar una extraccidon de células, en caso dado una
expansion ex vivo, transformacion, seleccion y finalmente retrasplante en el
paciente.

Otro objeto preferente consiste también en la utilizaciéon de al menos una
molécula de ARNSsi o un preparado farmacéutico segun la invenciéon y/o una
célula segun la invencion para producir un medicamento o analgésico para el
tratamiento del dolor, en particular del dolor cronico, alodinia tactil, dolor
provocado térmicamente y/o dolor inflamatorio.

Los objetos segun la invencion son adecuados como medicamentos, por
ejemplo para la inhibicién de la nocicepcion, por ejemplo mediante la reduccion
de la expresiéon de al menos un miembro de la familia VGLUT2 mediante las
moléculas de ARNSsi segun la invencion.
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Ademas se da a conocer la utilizacion de al menos una molécula de
ARNSsi segun la invencion y/o una célula segun la invencion para producir un
medicamento para el tratamiento de la incontinencia urinaria, sintomas
neurégenos de la vejiga, prurito, tumores, inflamaciones, en particular
inflamaciones asociadas con VGLUT con sintomas como asma, y también de
todos los sintomas patolégicos relacionados con los miembros de la familia de
los VGLUT.

Otro objeto de la invencién consiste en un procedimiento para el
tratamiento, en particular para el tratamiento del dolor, en un humano o un
mamifero no humano que requiera un tratamiento contra el dolor, en particular
dolor cronico, mediante la administracion de un medicamento segun la
invencién, en particular un medicamento que contiene una molécula de ARNSsi
segun la invencidon. Otro objeto también consiste en los procedimientos
correspondientes para el tratamiento del prurito y/o la incontinencia urinaria.

Otro objeto preferente consiste igualmente en la utilizacion de al menos
una molécula de ARNSsi segun la invencion, en particular ARNsi, y/o una célula
segun la invencién para la terapia genética, preferentemente para la terapia
genética in vivo o in vitro.

Otro objeto preferente consiste igualmente en la utilizacion de al menos
una molécula de ARNsi segun la invencion y/o de una célula segun la invencién
para la terapia genética, preferentemente para la terapia genética in vivo o in
vitro. Por el concepto “terapia genética” se entiende una forma de terapia en la
que, mediante la introduccion de acidos nucleicos en las células, se expresa por
ejemplo un gen efector, en la mayoria de los casos una proteina, es decir, en el
presente caso en particular el ARNds segun la invencion.

En principio se distingue entre procedimientos in vivo y procedimientos in
vitro. En el caso de los procedimientos in vitro, se retiran células del organismo y
se someten a transfeccion con vectores ex vivo para, a continuacion,
introducirlas de nuevo en el mismo organismo o en un organismo diferente. En
la terapia genética in vivo se administran vectores, por ejemplo para luchar
contra tumores, de forma sistémica (por ejemplo a través de la via sanguinea) o
directamente en el tumor. De acuerdo con una forma de realizacion preferente,
se administra un vector que mantiene tanto el elemento de transcripcién para el
ARNds sentido como el elemento de transcripcion para el ARNds antisentido
bajo el control de los promotores adecuados. De acuerdo con otra forma de
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realizacion preferente, los dos elementos de transcripcion se pueden encontrar
en vectores diferentes.

Otro objeto preferente consiste en un sistema de diagnéstico que
contiene al menos un ARNds y/o una célula segun la invencién, y en caso dado
también aditivos adecuados. El concepto “sistema de diagndstico” significa aqui
un compuesto o un procedimiento que puede ser utilizado para diagnosticar una
enfermedad.

También se describe un procedimiento para identificar sustancias
moduladoras del dolor. En un paso de procedimiento (a), preferentemente
previo, se lleva a cabo una sobreexpresién de VGLUT, preferentemente de
VGLUT1, VGLUT2 o VGLUT3, en una célula de ensayo. Esta sobreexpresion en
una célula de ensayo asegura una concentracion elevada de VGLUT en estas
células de ensayo manipuladas y utilizadas para la investigacion posterior, lo
que permite determinar con mas precision el grado de eficacia de las sustancias
potencialmente moduladoras del dolor por ampliacion de escala. No obstante,
para el procedimiento también se pueden utilizar en principio células que no han
sido manipuladas de este modo, pero que expresan VGLUT de forma nativa.

Las células de ensayo preferentemente cultivables, obtenidas en caso
dado mediante la ejecucion previa del paso de procedimiento (a), se someten a
los pasos de procedimiento (b) y (b’) (en particular paralelos), es decir: (b) una
manipulacion preferentemente por ingenieria genética de al menos una célula
(célula de ensayo) con al menos un ARNds segun la invencién, y (b’) un ensayo
comparativo (ensayo control) (en particular paralelo) con al menos una célula
idéntica (célula de control). Dependiendo de los conocimientos que se deseen
obtener, este ensayo comparativo de acuerdo con el paso de procedimiento (b’)
puede perseguir diferentes objetivos. Por ello, se pueden concebir diferentes
formas de configuracion. Por ejemplo, el ensayo comparativo se puede llevar a
cabo con células de ensayo que, a diferencia del paso de procedimiento (b), se
utilizan sin ningun tipo de manipulacién por ingenieria genética con ARNds. No
obstante, alternativamente las células de control también pueden presentar un
ARNds modificado, por ejemplo no correspondiente a la invencion, o haber sido
manipuladas con un ARNds determinado de efecto conocido en la expresion de
VGLUT. Por ultimo, en caso dado también se puede prescindir del paso de
procedimiento (b’). En un paso de procedimiento (c) se lleva a cabo la
incubacion de las células de ensayo que expresan VGLUT y, de acuerdo con el
paso de procedimiento (b), también presentan la sustancia a ensayar, bajo
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condiciones adecuadas. Tipicamente, la incubacion de las células de ensayo del
paso de procedimiento (b) y la incubacién de las células de control de acuerdo
con el paso de procedimiento (b’) se llevan a cabo en paralelo.

A continuacion, en un paso de procedimiento (d) se mide por ejemplo la
union de la sustancia de ensayo con el ARN(m) de VGLUT sintetizado por las
células, preferiblemente bajo condiciones adecuadas. Para ello puede ser
necesaria por ejemplo una preparacién de las células de ensayo manipuladas
con la sustancia de ensayo. Sin embargo es preferible medir al menos un
parametro funcional modificado por la uniéon de la sustancia de ensayo,
tipicamente ARNds, por ejemplo con el ARN(m) de VGLUT. Este parametro
modificado puede consistir, por ejemplo, en un fenotipo cuantificable de la célula
incubada, que se produce por la unién de la sustancia de ensayo con el ARN(m)
de VGLUT, por ejemplo debido a la inhibicién de la proteina de VGLUT causada
por dicha union. La medicién también puede tener lugar, por ejemplo, mediante
métodos de inmunofluorescencia, con los que se determina la concentracion de
VGLUT en las células diana. No obstante, el VGLUT sobreexpresado en la
célula de ensayo mediante el paso de procedimiento (a) puede estar
configurado (adicionalmente) en caso dado con una funcién indicadora. De este
modo se podria medir directamente en la célula por ejemplo una propiedad de
fluorescencia (o en caso dado su inhibicion por la adiciéon de una sustancia de
ensayo positiva) vinculada con el VGLUT sobreexpresado mediante un
constructo genético correspondiente. Después, en un paso de procedimiento (e)
tiene lugar la identificacion de las sustancias potencialmente moduladoras del
dolor, por ejemplo segun la magnitud de la diferencia entre el valor de medicién
de la célula de ensayo y el valor de medicion de la célula de control.

El ARNds introducido por transfeccién en las células de ensayo en forma
de manipulaciéon por ingenieria genética de acuerdo con el paso de
procedimiento (b) o (b’), como sustancia tipica de un procedimiento de este tipo,
también se puede introducir por transfeccién a través de cualquier otro método
alternativo. Por ejemplo, la adicién puede tener lugar de forma exdgena en las
células de ensayo, en caso dado junto con otras medidas quimicas o fisicas
conocidas en el estado actual de la técnica, para asegurar la absorcion del
ARNds en las células, por ejemplo por electroporacioén, etc. Si las sustancias de
ensayo de ARNds aplicadas exdgenamente a las células de ensayo no pueden
atravesar como tales la membrana celular, su capacidad para atravesar la
membrana celular se puede aumentar también mediante las formulaciones
correspondientes, por ejemplo en liposomas o mediante el acoplamiento a



10

15

20

25

30

35

ES 2347 574 T3

-19 -

reforzadores conocidos por su penetracion de membrana, por ejemplo polimeros
correspondientes, o reactivos de transfeccion.

En este contexto, el concepto “modulador del dolor” se refiere a una
influencia reguladora potencial del dolor fisiolégico, en particular a un efecto
analgésico. El término “sustancia” incluye cualquier compuesto adecuado como
principio activo medicinal, por consiguiente particularmente principios activos de
bajo peso molecular, pero también otros como acidos nucleicos, grasas,
azucares, péptidos o proteinas como anticuerpos. Por “incubacion bajo
condiciones adecuadas” se ha de entender aqui que la sustancia a examinar
puede reaccionar con la célula o con el preparado correspondiente en un medio
acuoso durante un tiempo determinado antes de la medicion. La temperatura del
medio acuoso se puede regular, por ejemplo entre 4°C y 40°C, preferentemente
a temperatura ambiente o0 a 37°C. El tiempo de incubacion puede variar de unos
segundos a varias horas, dependiendo de la interaccion de la sustancia con la
proteina. No obstante son preferentes tiempos de incubacion de 1 minuto a 60
minutos. El medio acuoso puede contener sales y/o sistemas tampdn
adecuados, de modo que durante la incubacion el medio presente un pH por
ejemplo entre 6 y 8, preferentemente un pH 7,0 - 7,5. También se pueden anadir
al medio otras sustancias adecuadas, como coenzimas, nutrientes, etc. Los
especialistas pueden determinar facilmente las condiciones adecuadas en
funcion de la interaccion examinada de la sustancia con la proteina basandose
en su experiencia, en la literatura o en ensayos preliminares sencillos, con el fin
de obtener el valor de medida lo mas claro posible en el procedimiento. Una
célula que ha sintetizado una proteina es una célula que ya ha expresado esta
proteina de forma enddégena o una célula que ha sido modificada por ingenieria
genética de tal modo que expresa dicha proteina y correspondientemente
contiene la proteina desde el comienzo del procedimiento descrito. Las células
pueden ser células de lineas celulares dado el caso inmortalizadas o células
nativas procedentes de tejidos y aisladas de éstos, estando la agrupacién
celular disuelta en la mayoria de los casos. El preparado de estas células
incluye principalmente materiales homogeneizados de las células, el citosol, una
fraccion de membrana de las células con fragmentos de membrana, una
suspension de organulos celulares aislados, etc.

La escala por la cual el procedimiento permite hallar sustancias de interés
consiste bien en la unién con la proteina, que se puede comprobar por ejemplo
mediante desplazamiento de un ligando conocido o mediante la proporcion de
sustancia unida, bien en la modificacion de un parametro funcional por la
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interaccion de la sustancia con la proteina. Esta interaccion puede consistir
principalmente en una regulacion, inhibicion y/o activacion de receptores,
canales de iones y/o enzimas. Los parametros funcionales modificados pueden
ser, por ejemplo, la expresion genética, el medio idnico, el pH o el potencial de
membrana, o la variacion de la actividad enzimatica o de la concentracion del 2°
mensajero. En este contexto se han de tener en cuenta los siguientes
significados:

- Manipulado por _ingenieria_genética: Manipulacion de células, tejidos u
organismos de tal modo que se introduce material genético en los
mismos.

- Expresado de forma enddégena: Expresidn de una proteina que presenta
una linea celular bajo condiciones de cultivo adecuadas, sin que dicha
expresion de la proteina correspondiente haya sido inducida mediante
manipulacion por ingenieria genética.

En otra forma de realizacién de este procedimiento esta previsto que la
célula sea manipulada por ingenieria genética antes de los pasos de
procedimiento (b) y (b’).

En otra forma de realizacién de este procedimiento esta previsto que la
manipulacion por ingenieria genética permita la medida de al menos uno de los
parametros funcionales modificados por la sustancia de ensayo.

En otra forma de realizacién de este procedimiento esta previsto que,
mediante la manipulacion por ingenieria genética, se exprese una forma de un
miembro de la familia VGLUT2 que no es expresada de forma enddgena en la
célula, o se introduzca un gen indicador.

En otra forma de realizacién de este procedimiento esta previsto que la
medicion de la unién tenga lugar a través del desplazamiento de un ligando
marcado conocido de un miembro de la familia VGLUT2.

En otra forma de realizacion de este procedimiento esta previsto que
entre los pasos de procedimiento paralelos (b) y (b’) y el paso de procedimiento
(c) transcurran > 8 h, preferentemente > 12 h, en particular > 24 h.

La introduccion de los objetos segun la invencion en la célula puede tener
lugar del modo arriba descrito.
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La presente invencion se explica mas detalladamente mediante las

siguientes figuras.

Las figuras muestran:

Figura 1:

Figura 22:

estrategias para la técnica de interferencia de ARN. Las
duplicaciones de ARNSsi sintéticas se pueden transfectar
directamente en las células, donde inducen la degradacion de
ARNm diana a través de la maquinaria de ARNi celular. Por otra
parte, en el nucleo celular se forman ARNsi codificados por vector
en forma de precursores en forma de horquilla, que se procesan en
el citoplasma de Dicer, para obtener ARNsi.

ARNSsi producidos in vitro. En principio existen varias posibilidades
para aprovechar de la técnica de ARNi: existe la posibilidad de
utilizar ARNSsi sintetizado quimicamente (véase la figura 2A) o la
posibilidad de emplear métodos de biologia molecular (por ejemplo
figura 2B).

(A) el ARNsi sintetizado quimicamente evita el paso “dicing”, se
incorpora en el RISC y conduce a una degradacion de ARNm
especifico de secuencia. (B) EI ARNds largo se procesa mediante
Dicer para obtener ARNsi activos. (C) EI ARN de horquilla duplex
se puede procesar mediante Dicer para obtener ARNsi activos. (D)
El ARN de horquilla duplex incompleto se procesa mediante Dicer
para obtener ARNmi, que se incorporan en RNPmi y conducen a
una inhibicion de la traduccién. Las moléculas de ARNds largas (B)
transfectadas en las células se procesan para obtener moléculas
de ARNSsi cortas, de 19 a 21 pb, que conducen a la degradacion de
las secuencias de ARNm complementarias. Los 21-meros de
cadena simple sintetizables quimicamente imitan los ARNSsi
hallados in vivo y, después de una formacion de duplex, se utilizan
para efectos de ARNi relativamente cortos y transitorios in vitro e in
vivo (Elbashir y col., 2001a; Holen y col., 2002; Yu y col., 2002). De
este modo se describen cuatro formas de realizacion de ARNds
segun la invencion contra miembros de la familia de los VGLUT.
Otra posibilidad consiste en los plasmidos que expresan ARNds
(en particular ARNsi) segun la invencion (figura 2b), es decir
fragmentos cortos de ARN generados in vivo: (A) Un ARN de
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horquilla largo expresado por ARN polimerasa Il conduce, después
de un procesamiento con Dicer, a varios ARNsi con las mas
diversas especificidades de secuencia. (B) Los promotores tandem
Pol 1ll provocan la expresion de cadenas sentido y antisentido
individuales, que se condensan en la célula formando ARNSi
activos. (C) Un promotor Pol lll individual provoca la expresion de
un ARN(sh) de horquilla corto, que se procesa mediante Dicer para
obtener ARNsi activo. Con ayuda de promotores de ARN
polimerasa Ill, como U6 o H1, es posible expresar
intracelularmente ARNds y después moléculas de ARNSsi y, de este
modo, establecer sistemas de ARNi estables en células de
mamifero (Brummelkamp y col., 2002; Lee y col., 2002; Miyagashi
y Taira, 2002). En este contexto se pueden leer las cadenas
sentido y antisentido de diferentes promotores y condensar en la
célula formando duplicaciones de 19-nt con salientes de 4-nt, o se
recurre a la expresion de estructuras de horquilla. En ambos casos
se logra una supresion efectiva y estable de la expresion genética
mediante el proceso de ARNi mediado por RISC. Aunque el menor
tamano de un transcripto que puede ser expresado por el promotor
Pol 1ll no es al principio contraproducente para la tecnologia de
ARNSsi, si limita la cantidad de ARNSsi diferentes que pueden ser
formados por un producto de transcripcion (Myslinski, 2001).

produccion de modelos de ADN para la sintesis de ARNSsi.
transcripcion e hibridacion de los ARNsi.

ADNc de VGLUT1 con secuencia diana ARNSsi; nUmero de acceso
del banco de genes U07609. Colores: coddon de iniciacion
(amarillo), ARNSsi si-rVGLUT1 739-759 EGT (rojo), cebador
rVGLUT1(2_4)F (gris claro), cebador rVGLUT1(2_4)R (gris
OSCUuro).

ADNCc de VGLUT2 con secuencias diana ARNsi; nimero de acceso
del banco de genes NM_053427. Colores: codon de iniciacion
(amarillo), ARNSsi si-rVGLUT2 100-120 EGT (rojo), ARNSsi si-
rVGLUT2 100-120 AMB (verde), ARNsi si-rVGLUT2 166-186 AMB
(azul); cebador rVGLUT2(8 9)F (gris claro), cebador
rVGLUT1(8_9)R (gris oscuro).
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ADNc de VGLUT3 con secuencia diana ARNSsi; nUmero de acceso
del banco de genes AJ491795. Colores: coddén de iniciacion
(amarillo), ARNSsi si-rVGLUT3 220-240 EGT (rojo), cebador
rVGLUT3(4_5)F (gris claro), cebador rVGLUT3(4_5)R (gris
OSCUuro).

transfeccion de células PC12 MR-A con ARNsi marcado con Cy3.
El ARNsi marcado con Cy3 (100 pmol) se sometié a transfeccion
mediante LF2000 (1 ul) en células de la linea celular PC12 MR-A
(B). En el caso del control (A) se prescindid del LF2000. Las
células se fijaron 24 horas después de la transfeccion y los nucleos
celulares se contratifieron con DAPI.

tasa de transfeccion en cultivos primarios de DRG. La
determinacién de la tasa de transfeccion en 250.000 células de un
cultivo primario de DRG (PO, 1 T.i.v.) se llevdé a cabo 24 horas
después de la transfeccion mediante microscopia de fluorescencia
en una placa de 24 pocillos utilizando diferentes cantidades de
Lipofectamine™ 2000 (0,2 - 1,4 pl) y diferentes concentraciones de
ARNSsi-Cy3 (10 - 200 pmol).

tasa de transfeccion en células PC12 MR-A. La determinacion de
la tasa de transfeccion en 250.000 células PC12 MR-A se llevo a
cabo 24 horas después de la transfeccion mediante microscopia de
fluorescencia en una placa de 24 pocillos utilizando diferentes
cantidades de LF 2000 (0,2 - 1,4 ul) y diferentes concentraciones
de ARNSsi-Cy3 (10 - 200 pmol).

tasa de transfeccién en células wt-PC12. Para ello se determind la
tasa de transfeccion en 250.000 células wt-PC12 24 horas después
de la transfeccion mediante microscopia de fluorescencia en una
placa de 24 pocillos utilizando diferentes cantidades de LF 2000
(0,2 - 1,4 pl) y diferentes concentraciones de ARNsi-Cy3 (10 - 200
pmol).

resultados del tratamiento de un cultivo primario de DRG con
ARNsi marcado con Cy3 contra VGLUT2. La supresién de la
expresion de proteinas VGLUT2 mediante ARNsi marcado con Cy3
en neuronas de un cultivo primario de DRG (PO, 2 T.i.v.) se
determiné con ayuda de inmunofluorescencia 48 horas después de



10

15

20

25

30

Figura 13:

Figura 14:

Figura 15:

ES 2347 574 T3

- 24 -

la transfeccion con LF 2000 (1 ul/pocillo) en una placa de 24
pocillos. VGLUT2 (cobaya, 1:800, verde), Cy3-si-rVGLUT2 166 -
186 AMB (100 pmol, rojo) y representacién superpuesta de las
sefiales de VGLUT2 y ARNSsi-Cy3 con nucleos celulares tenidos
con DAPI (C, F, I).

expresion de proteinas VGLUT2 en células PC12 MR-A vy
supresion proteinica  mediante = ARNSsi. La  deteccidn
inmunocitoquimica de la expresion de proteinas VGLUT2 se llevo a
cabo (A) en células de la linea celular PC12 MR-A y reduccién del
nivel de proteinas VGLUT2 mediante ARNsi contra VGLUT2 (si-
rVGLUT2 100-120 EGT), 100 pmol ARNsi (C), 200 pmol ARNSsi (D)
y control negativo (B) sin anticuerpos primarios contra VGLUT2
(conejo 1:800).

deteccion de VGLUT2 en células wt-PC12 transfectadas. Mediante
un proceso inmunocitoquimico se detecté proteina VGLUT2 con
anticuerpos primarios contra VGLUT2 (conejo, 1:800) 24 horas
después de la transfeccién de plasmidos rVGLUT2 mediante
LF2000™ en células wt-PC12: (A) células VGLUT2-positivas
(marcadas con A488, verde) en células transfectadas con
rVGLUTZ2; (B) ninguna inmunorreactividad de VGLUT2 en células
no transfectadas (control negativo).

tratamiento con ARNsi de células wt-PC12 cotransfectadas con
VGLUT2. El recuento de las células wt-PC12 VGLUT2-positivas,
marcadas de forma inmunocitoquimica, se llevé a cabo 24 horas
después de la cotransfeccion del plasmido rVGLUT2 con ARNSsi
contra VGLUT2 (si-rVGLUT2 100-120 EGT, si-rVGLUT2 100-120
AMB, si-rVGLUT2 166-186), contra VGLUT1 (si-rVGLUT1 739-759
EGT) y contra VGLUT3 (si-rVGLUT3 220-240 EGT) y con un
ARNSsi desapareado (si-rVGLUT2 MM EGT). Representacion de los
valores medios + E.E.M. (error estandar de la media) para n = 6
por grupo, * p<0,05; ** p<0,01 y *** p<0,001 en comparacién con el
grupo control sin tratamiento con ARNsi (ANOVA, Bonferroni-Test).
Comparacion de dos métodos de evaluacion: (A) recuento manual,
(B) recuento digital.
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eficiencia de los ARNsi en células wt-PC12. Las eficiencias de
ARNSsi (porcentaje de la reduccion de células VGLUT2-positivas
con respecto a la expresion de VGLUT2 sin ARNsi) se compararon
24 horas después de la cotransfeccion del plasmido rVGLUT2 vy
ARNSsi en células wt-PC12. Representacion de los valores medios

+ E.E.M. para n = 6 por grupo, p<0,001 en comparacion con el
tratamiento con ARNsi desapareado (ANOVA, Bonferroni-Test).

tratamiento con ARNSsi de células wt-PC12 seis horas antes de la
transfeccion con rVGLUT2. En este caso se recontaron las células
wt-PC12 VGLUT2-positivas marcadas de forma inmunocitoquimica
24 horas después del tratamiento con ARNsi contra VGLUT2 (si-
rVGLUT2 100-120 EGT, si-rVGLUT2 100-120 AMB, si-rVGLUT2
166-186), contra VGLUT1 (si-rVGLUT1 739-759 EGT) y contra
VGLUTS3 (si-rVGLUT3 220-240 EGT) y con un ARNsi desapareado
(si-rVGLUT2 MM EGT). Las células se sometieron a transfeccién
con el plasmido rVGLUT2 6 horas después del tratamiento con
ARNSsi. Representacion de los valores medios + E.E.M. paran =6
por grupo, ** p<0,01 en comparacién con el tratamiento con ARNSi
desapareado (ANOVA, Bonferroni-Test).

influencia del tratamiento con ARNsi 24 horas después de la
transfeccion con rVGLUT2. Las células wt-PC12 VGLUT2-positivas
marcadas de forma inmunocitoquimica se recontaron 24 horas
después del tratamiento con ARNsi contra VGLUT2 (si-rVGLUT2
100-120 EGT, si-rVGLUT2 100-120 AMB, si-rVGLUT2 166-186),
contra VGLUT1 (si-rVGLUT1 739-759 EGT) y contra VGLUT3 (si-
rVGLUT3 220-240 EGT) y con un ARNsi desapareado (si-
rVGLUT2 MM EGT). Las células se sometieron a transfeccion con
el plasmido rVGLUT2 24 horas antes del tratamiento con ARNSsi.
Representacion de los valores medios + E.E.M. para n = 6 por
grupo, * p<0,05 y **p<0,01 en comparacién con células no
tratadas (ANOVA, Bonferroni-Test).

eficiencia de los ARNsi 24 horas después de la transfeccion con
rVGLUTZ2. Se compararon las eficiencias de ARNsi (proporcién de
la supresion de VGLUT2 con respecto a la expresion de VGLUT2
sin ARNsi) 24 horas después del tratamiento con ARNsi en células
wt-PC12 que 24 horas antes del tratamiento con ARNsi habian
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sido transfectadas con el plasmido rVGLUT2. Representacion de
los valores medios + E.E.M. para n = 6 por grupo, *** p<0,001 en
comparaciéon con el tratamiento con ARNsi desapareado (ANOVA,
Bonferroni-Test).

caracterizaciéon de las células en un cultivo primario del ganglio
espinal. Se representa documentacion de microscopia Optica y
microscopia de fluorescencia de diferentes tipos de células en un
cultivo primario del ganglio espinal (dia postnatal 2, 1-5 dias in
vitro): (A) documentacién de microscopia o6ptica (1 T.i.v.); (B, C)
deteccion inmunocitoquimica de (B) neuronas (5 T.i.v.) mediante
anticuerpos primarios contra PGP9.5U (1:1500) y de (C) células de
Schwann (5 T.i.v.) mediante anticuerpos primarios contra GFAP
(1:5000). Los nucleos celulares estan contratefiidos de azul con
DAPI en (B) y (C).

neuronas nociceptivas en cultivos primarios de DRG. A través de
meétodos inmunocitoquimicos se detectaron proteinas marcadoras
nociceptivas en células de un cultivo primario de DRG (P2, 8 T.i.v.)
mediante anticuerpos primarios contra (A) CGRP (conejo, 1:8000);
(B) TRPV1 (conejo, 1:250); (C) TRPV2 (conejo, 1:400).

expresion de proteinas VGLUT2 en cultivos primarios de DRG.
Para ello se caracteriz6 inmunocitoquimicamente la expresion de
proteinas VGLUT2 en cultivos primarios de ganglios espinales: (A)
VGLUT2 (cobaya, 1:800); (B) VGLUT2 (1:800, verde), PGP9.5
(conejo, 1:1500, rojo), coexpresion de VGLUT2 y PGP9.5
(amarillo); (C) VGLUT2 (1:800, verde), GFAP (conejo, 1:5000,
rojo). Todos los nucleos celulares se contratineron con DAPI.

expresion de VGLUT1 o VGLUT2 en neuronas de DRG
peptidérgicas. Se representa la inmunofluorescencia doble de
VGLUT1 o VGLUT2 con CGRP en neuronas DRG (A-M): (A, C, D,
F) VGLUT1 (cobaya, 1:800, verde); (B, C, E, F, H, I, L, M) CGRP
(conejo, 1:5000, rojo); (G, I, K, M) VGLUT2 (cobaya, 1:800, verde).
El VGLUT1 y el CGRP se expresan en subpoblaciones diferentes
(C, F), ya que el CGRP coexiste con el VGLUT2 (I, M, sefial
amarilla).
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expresion de VGLUT2 en neuronas TRPV1-positivas. A través de
métodos inmunocitoquimicos se detectd la expresion de VGLUT2
en neuronas TRPV1-positivas de un cultivo primario de DRG: (A)
VGLUT2 (cobaya, 1:800, verde); (B) TRPV (conejo, 1:250, rojo);
(C) colocalizacion de VGLUT2 en neuronas TRPV1-positivas
(senal amarilla); (D) ampliacién de una secciéon de la imagen C:
sefiales de VGLUT2 en soma celular (amarillo) y en el axén
(amarillo, verde) de la neurona TRPV1-positiva; (E, F) distribucion
de frecuencias en relacién con las superficies celulares de
neuronas VGLUT2-positivas o TRPV1-positivas.

sinopsis de las diferentes secuencias de VGLUT (humano, rata)
(VGLUT1, VGLUT2, VGLUT3), incluyendo el cédigo de acceso en
el banco de datos correspondiente.

secuencias diana de ADN de ARNSsi especificos de isoformas de
VGLUT. Las secuencias preferentes estan representadas en
negrita. Las homologias se ensayaron con el algoritmo de Smith-
Waterman.

secuencias de nucledtidos de VGLUT1, VGLUT2 y VGLUT3
(humanas en cada caso).

resultados de los ensayos in vivo con ratas de acuerdo con el
método de dolor de Bennett (véase el ejemplo de realizacion 4).
Los ensayos se realizaron con tres dosificaciones diferentes. Las
figuras 28 A, 28 B y 28 C muestran los resultados de los ensayos
utilizando 1 ng, 10 ng y 100 ng de sustancia de ensayo (ARNsi de
VGLUT2) y cantidades correspondientes de ARNSsi de control.
Ademas se administré a cada animal NaCl como control adicional.
El efecto antialodinico del ARNsi de VGLUT2 (simbolo cruzado) se
puede observar de forma especialmente clara en la figura 28A.

La presente invencion se caracteriza mas detalladamente mediante los
siguientes ejemplos de realizacion.

Ejemplos de realizaciéon

Ejemplo de realizacion 1

A) Disefno de moléculas de ARNsi
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El disefio de las moléculas de ARNsi segun la invencion utilizadas
corresponde a las formas de realizacion segun la invencion. En la figura 5, la
figura 6 y la figura 7 estan representadas las secuencias codificadoras de los
tres transportadores vesiculares de glutamato diferentes. En cada caso estan
marcados con colores el codén de iniciaciéon (amarillo), y también los pares de
cebadores utilizados para la determinacion (cuantitativa) (gris claro y oscuro).
Las secuencias diana de los diferentes ARNsi también estan marcadas con
colores (rojo, verde, azul).

B) Preparacion del ARNsi

Los ARNSsi utilizados por un lado fueron sintetizados por encargo por la
firma Eurogentec (EGT) y, por otro, se obtuvieron mediante preparacion propia
con el kit de construccion de ARNsi de la firma Ambion (AMB). La sintesis de las
siguientes moléculas de ARNsi se encarg6 a Eurogentec:

si-rVGLUT1 739-759 EGT

§*  AGC GCC AAG COUC AUG RAC CTT 3 contenido de GC: 52.4%
3* TT UCG CGG UUC GAG UAC UDG G 57 ~ Ol londo deh: ossvo
si-rVGLUT2 100-120 EGT (ARNSsi activo)

5! GCA GGA UAR CCG AGR GAC CTT 3
3" TT CGU CCU AUU GGC UCU CUG G =

Contenido de GC: 42,8%

si-rVGLUT3 220-240 EGT

5’ GCG GOUA CAD CAD CGC DGU CTT 3*

Contenido de GC: 52,4%
3" TT CGC CAD GUA GUA GCG ACA G 5°
si-VGLUT2 MM EGT (ARNsi de control)

>~ GGR CUR GCA ARG CGA GCC ATT 3' Contenido de GC: 42,8%
3" TT CCU GAU CGU UUC GCU CGG U 5°

Con el kit de construccion de ARNSsi Silencer™ de la firma Ambion se
prepararon las siguientes moléculas de ARNSsi:

si-rVGLUT2 100-120 AMB (ARNSsi activo)
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3 GCA GGA URA CCG AGR GAC CTT 3
3" TT CGU CCU ADU GGC UCU CUG G 5f

Contenido de GC: 42,8%

si-rVGLUT2 166-186 AMB

g? BGC UCC GCU AUG CGR CUG UTT 3° Contenido de GC: 57,1%
3" TT CCG RGG CGA UAC GCU GAC A 5°

Una parte de los ARNsi de produccion propia se marco con el colorante
Cy3 con el kit de marcado de ARNSsi Silencer de la firma Ambion. Las
secuencias arriba indicadas se utilizaron para los experimentos in vitro descritos
mas abajo.

Preparacion de ARNsi mediante el kit de construccion de ARNsi Silencer™
(Ambion)

Para preparar modelos de transcripcion eficientes para la sintesis de
ARNSsi, los oligonucledtidos sentido y antisentido se han de transformar en
ARNds mediante el promotor T7 en el extremo 5’. Esto se logra hibridando los
dos oligonucledtidos con el cebador de promotor T7 y prolongandolos mediante
una reaccion postrior de polimerizacién de ADN (véase también la figura 3).

Los moldes de ARNsi sentido y antisentido se transcriben durante dos
horas en cargas de reaccion independientes. A continuacién se mezclan las
cargas y la carga de reaccion comun se incuba durante una noche. Las cargas
de transcripcion independientes evitan una competencia potencial entre los
moldes por los reactivos de transcripcion, lo que podria limitar la sintesis de una
de las dos cadenas del ARNsi. Mediante la mezcla de las cargas de
transcripcion se facilita la hibridacién de las dos cadenas de ARNSsi y asi se
permite una sintesis continua de ARN, lo que aumenta el rendimiento de los
ARNds. El ARNsi obtenido mediante transcripcion in vitro tiene en el extremo &’
“secuencias conductoras” salientes que han de ser eliminadas antes de una
transfeccion. Esta “secuencia conductora” se digiere mediante una ribonucleasa
especifica de cadena simple. En la misma carga de reaccion se elimina el molde
de ADN mediante una digestion con DNAasa (véase también la figura 4).

El ARNSsi resultante se purifica mediante columnas de ARN para eliminar
la mezcla de nucledtidos, enzimas, oligdmeros cortos y sales.

El ARNsi asi purificado se somete a elucién en agua libre de nucleasa y a
continuacion esta listo para la transfeccion.
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Realizacion

A partir de la solucién madre 200 yM se preparé una solucion 100 uM de
cada ARNsi ONV. Para la hibridacién de los ARNsi ONV con el cebador de
promotor T7 se prepararon en cada caso las siguientes cargas de reaccién para
sentido y antisentido:

Cebador de promotor T7 2 ul
Tampon DNA Hyb 6 ul
ARNSsi ONV sentido / antisentido 2 ul

En primer lugar las cargas se calentaron durante 5 minutos a 70°C vy
después se mantuvieron durante 5 minutos a TA. A continuacion se afadio a las
cargas de reaccion la siguiente mezcla de reacciéon, que se mezclé con cuidado
y se incubé durante 30 minutos a 37°C:

10X tampon de reaccion Klenow 2 ul
10X mezcla dNTP 2 ul
Agua libre de nucleasa 4 pl
ADN polimerasa Exo-Klenow 2 ul

Para las dos cargas de ADN se prepardé en cada caso una carga de
reaccion de transcripcion a TA para sintetizar las cadenas de ARNss sentido y
antisentido. Para ello se agruparon los siguientes componentes en el orden
indicado, se mezclaron con cuidado, sin pipetear, y la mezcla se incubd durante
2 horas a 37°C:

Molde de ADN sentido o antisentido 2 ul
Agua libre de nucleasa 4 pl
2X mezcla NTP 10 pl
10X tampon de reaccion T7 2 ul
Mezcla de enzimas T7 2 ul

Después de estas 2 horas, las dos cargas de transcripcion se juntaron por
pipeteado y se incubaron a lo largo de la noche a 37°C.
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Para la digestion de los ARNds hibridados con RNAasa y DNAasa se
preparo la siguiente carga de reaccion y se afnadio con pipeta al ARNds, se
mezclod con cuidado y se incubd durante 2 horas a 37°C:

Tampon de digestion 6 ul
Agua libre de nucleasa 48,5 ul
RNAasa 3 ul

Para la digestion de nucleasa se afiadieron a continuacion 400 pl de
ARNsi y la carga se incubé durante 2 - 5 minutos a TA. Entre tanto, la
membrana filtrante suministrada con el equipo se humedecié con 100 pl de
tampon de lavado de ARNSsi. Sobre el filtro humedecido se aplicé el ARNsi en el
tampon de unidon de ARNSsi y el filtro se centrifugd durante 1 minuto a 10.000
r.p.m. El caudal de circulacién se desechd y la membrana filtrante se lavé 2
veces con 500 pl del tampdn de lavado de ARNsi en cada caso y se centrifugo
(2 minutos a 10.000 r.p.m.). A continuacion, el ARNsi purificado se sometio a
elucion con 100 ul de agua libre de nucleasa a 75°C y se centrifugd en un
recipiente colector limpio (2 minutos a 12.000 r.p.m.). El ARNsi se conservo a
-20°C 0 -80°C hasta su utilizacion.

Sintesis en Eurogentec y formacion de ARNsi duplex

Con los oligonucleétidos de ARN sintetizados por Eurogentec se realizé
una solucion 50 yM mediante H,O tratada con DEPC y la solucién se dividié en
partes alicuotas. En cada caso 30 pl de las soluciones de oligonucleotidos de
ARN del mismo grupo se mezclaron con 15 pl de 5X tampdn de reasociacion
(concentraciones finales: 20 uM ARNSsi duplex; 50 mM Tris pH 7,5-8,0; 100 mM
NaCl en DEPC-H;0). La solucién e calenté durante 1 - 2 minutos en un bafio de
agua a 90 - 95°C y se dej6 enfriar durante 45 - 60 minutos a TA. El ARNsi se
conservoé a -20°C hasta su utilizacion.

Marcado del ARNsi con Cy3

Para el marcado de ARNSsi con el colorante de fluorescencia Cy3 se
utilizaron tanto los ARNSsi duplex sintetizados por Eurogentec como los de
produccion propia. Para marcar 5 ug de ARNsi se preparo la siguiente carga de
reaccion, que se incubo durante 1 hora a 37°C:

Agua libre de nucleasa 18,3 pl
10x mezcla de marcado 5,0 pl
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ARNSsi duplex 21-mero (20 M) 19,2 pl
Reactivo de marcado Cy3 7,5yl

El ARNsi marcado con Cy3 se purific6 mediante precipitacion en etanol.
Para ello se anadieron a la carga de reaccion 0,1 volumenes de NaCl 5M y 2,5
volumenes de etanol al 100%, la carga se mezcld bien y se conservé durante 60
minutos a -80°C. El precipitado se pelletizd6 con 20 minutos de centrifugacion (>
8.000 x g), el sobrenadante se retir6 con cuidado, sin destruir la pella, y
finalmente se lavé con 175 ul de etanol al 70%. Después de otra centrifugacion
(5 minutos a > 8.000 x g) se retird todo el sobrenadante, la pella se secé a TA
durante 5 - 10 minutos y finalmente se disolvidé en una cantidad correspondiente
de agua libre de nucleasa (en este caso 19,2 pl).

Ejemplo de realizacién 2
Utilizacion de los ARNsi de VGLUT en diferentes modelos in vitro

Para ensayar la efectividad de los ARNsi preparados, éstos se utilizaron
en diferentes modelos in vitro y a continuacion se determiné la expresién de las
proteinas mediante inmunocitoquimica.

A) Optimizacion de las condiciones de transfeccion

Para lograr una alta eficiencia de la supresion de genes de ARNSi,
ademas de la eficacia propia del ARNSsi, también es necesaria una alta tasa de
transfeccion de las células correspondientes. En este contexto desempefan un
papel importante la densidad celular, la cantidad del reactivo de transfeccion y la
concentracion de los ARNSsi. La tasa de transfeccion (Rt = cantidad de células
transfectadas / cantidad total de células) se determiné mediante ARNsi marcado
con Cy3 bajo variacion de estos diversos parametros. Como reactivo de
transfeccion se utilizé Lipofectamine™ 2000.

La figura 8 muestra a modo de ejemplo los resultados de la localizacién
de ARNsi marcado con Cy3 24 horas después de la transfeccion con LF2000™.
En las células PC12 MR-A aqui mostradas, el ARNsi marcado se acumula en el
citoplasma, especialmente cerca del nucleo celular.

La transfeccion de células del ganglio espinal en un cultivo primario
resultd sumamente dificil. Como muestra la figura 9, en la transfecciéon de las
células con ARNsi marcado con Cy3 mediante LF2000 sélo se logra una tasa de



10

15

20

25

30

ES 2347 574 T3

-33 -

transfeccion maxima ~2%. En este contexto no se pudo detectar ninguna
preferencia de la transfeccion por un tipo de célula determinado, sino que tanto
las células neuronales como las células no neuronales mostraban igualmente
una sefal de fluorescencia de Cy3. Sin embargo, dado que la proporcion de
neuronas era a lo sumo del 60%, el rendimiento de neuronas transfectadas con
ARNSsi fue muy bajo.

Las tasas de transfeccion mas altas (Rmmax ® 80 %) se alcanzaron con
células de las lineas celulares PC12 MR-A y PC12 MR-B, como muestra la
figura 10 a modo de ejemplo en el caso de la linea celular PC12 MR-A.

Las células wt-PC12 normales también se pueden transfectar bien con
ARNSsi. La figura 11 muestra las diferentes tasas de transfeccién para las
diferentes condiciones de transfeccion. La tasa de transfeccion maxima fue ~
28%.

B) Supresion de la expresion de VGLUT mediante ARNsi en diferentes
modelos in vitro

1. Supresion de la expresion endégena de VGLUT en cultivos primarios
de DRG

Las células de los -cultivos primarios de DRG se transfectaron
inmediatamente después de la disociacion de los ganglios y purificacion de la
suspensién celular con el reactivo de transfeccion LF2000™ con diferentes
ARNSsi. Las células transfectadas se sembraron en bandejas de cultivo normales
o se cultivaron en una placa de 24 pocillos sobre cubreobjetos revestidos con
poli-L-lisina.

Se fijaron los cultivos primaros de DRG, que se transfectaron con ARNSi
marcado con Cy3 (Cy3-si-rVGLUT2 166 - 186 AMB) 48 horas después de la
transfeccion y se caracterizaron inmunocitoquimicamente en cuanto a la
expresion de proteinas VGLUT2. La figura 12 muestra el resultado de un
tratamiento de este tipo con ARNSsi.

Sobre los cubreobjetos tratados con ARNsi habia aproximadamente un
2% de células transfectadas, que se podian reconocer por su coloracion con
Cy3. Ninguna de estas células transfectadas con ARNsi mostraba una sefal
proteinica clara para VGLUT2 después de un marcado inmunocitoquimico del
transportador vesicular de glutamato VGLUT2. En cambio, ninguna de las
células VGLUT2-positivas presentaba sefiales del ARNsi marcado con Cy3.
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2. Supresion de la expresion endégena de VGLUT en lineas celulares
establecidas

Las lineas celulares diferenciadas PC12 MR-A y PC12 MR-B expresan el
transportador vesicular de glutamato VGLUT1 y VGLUT2. La figura 13 muestra
la expresion de la proteina VGLUT2 en las células PC12 MR-A.

Estas células se transfectaron con ARNsi contra VGLUT2 (si-rVGLUT2
100-120 EGT) bajo condiciones optimizadas. Como muestra la figura 13, con
100 pmol de ARNSsi (C) ya se logra una reduccién de la inmunorreactividad de
VGLUTZ2, con 200 pmol de ARNSsi (D) la mayoria de las células carecen de
inmunorreactividad de VGLUT2 o ya solo presentan una inmunorreactividad de
VGLUTZ2 muy pequefia.

3. Supresion de la expresion de VGLUT2 en células wt-PC12
transfectadas transitoriamente

Las células de la linea celular wt-PC12 normal sélo expresan VGLUT1 y
no VGLUT?2. Por este motivo, estas células endocrinas, producidas en vesiculas,
son adecuadas como sistema modelo para experimentos de supresion despueés
de una transfeccion con VGLUT2 transitoria. Para la optimizacion de las
transfecciones de ADN se utilizdé un vector de EGFP cuyo producto genético, la
proteina de fluorescencia verde (GFP), se puede detectar directamente
mediante microscopia de fluorescencia. Mediante la optimizacién de las
condiciones de transfeccion de ADN se alcanzé una tasa de transfeccion de
EGFP ~ 40%. También se pudo lograr una tasa de transfeccion similarmente
alta en el caso de las transfecciones con plasmidos rVGLUT2 (figura 14).

Los experimentos de supresion de ARNsi se configuraron de diferentes
formas:

e Cotransfecciones de ARNSsi y vector de ADNc.
e Transfeccion de ARNSsi 6 horas antes de la transfeccion de ADNc.
e Transfeccion de ADNc 24 horas antes de la transfeccion de ARNSsi.

En primer lugar se llevaron a cabo cotransfecciones con plasmidos
rVGLUT2 y diferentes ARNSsi. Para ello se utilizaron tres ARNsi contra VGLUT2,
y también ARNsi contra VGLUT1, VGLUT3 y un ARNSsi desapareado para el
control de especificidad. Las células se fijaron 24 horas después de la
transfeccion y se detectd inmunocitoquimicamente la expresion de proteinas
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VGLUT2. La evaluacion tuvo lugar en el microscopio de fluorescencia,
realizandose el recuento de las células VGLUT2-positivas tanto manualmente
como mediante analisis digital de imagenes (MCID).

La figura 15 muestra una comparacion de la proporcion de células
VGLUT2-positivas después de transfecciones de plasmido rVGLUT2 con y sin
cotransfeccién de ARNSsi, y también una comparacion de los dos métodos de
evaluacion. Los resultados del recuento digital (B), con el que se ahorra tiempo,
coinciden en sus proporciones relativas con el recuento manual (A). Por ello,
todos los experimentos posteriores se evaluaron digitalmente. Después del
tratamiento con ARNSsi dirigidos especificamente contra VGLUT2 se habia
reducido significativamente la proporcion de células VGLUT2-positivas en
comparacién con células no tratadas con ARNSsi (24,92 + 1,9) (si-rVGLUT2 100-
200 EGT 11,4 + 2,2 p<0,01; si-rVvGLUT2 100-200 AMB 9,84 + 1,1 p<0,01;
sirVGLUT2 166-186 AMB 6,29 + 1,1 p<0,001).

En cambio, los ARNsi contra VGLUT1 o contra VGLUT3 y el ARNSsi
desaparedo no influyen significativamente (p>0,05) en la proporciéon de células
VGLUT2-positivas (A).

Si a partir de estos resultados se calcula la eficiencia de los ARNSi
utilizados como el porcentaje de la reduccion de células VGLUT2-positivas con
respecto a la expresion de VGLUT2 sin la influencia del tratamiento con ARNSsi,
se obtiene el resultado mostrado en la figura 16.

Se ha comprobado que los ARNSsi dirigidos contra VGLUT2 presentan
una alta eficiencia en comparacion con el ineficaz ARNsi desapareado. Reducen
la proporcion de células que expresan el VGLUT2 en un 79 - 82%, siendo mas
eficaces los ARNsi de produccién propia en las concentraciones utilizadas que
el ARNsi sintetizado por Eurogentec. Mientras que el ARNsi contra VGLUT3 y el
ARNSsi desapareado no tienen ningun efecto significativo en la expresién de las
proteinas VGLUT2, parece que el ARNSsi dirigido contra VGLUT1 actua de forma
no especifica sobre la expresiéon de VGLUT3 con una eficiencia ~47%. No
obstante, los ARNsi contra VGLUT2 son considerablemente mas eficaces
(p<0,001) que el ARNSsi contra VGLUT1.

A continuaciéon se modificd el experimento de transfeccion: se trataron
células wt-PC12 con diferentes ARNsi 6 horas antes de la transfeccién con el
plasmido rVGLUTZ2, de modo que en el momento de la transfeccion de ADN los
ARNSsi ya estaban dentro de las células.
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La figura 17 muestra la proporcion de células VGLUT2-positivas en esta
carga de ensayo. Como en el caso de las cotransfecciones, los ARNsi contra
VGLUT2 conducen a una reduccion significativa (p<0,01) de células que
expresan VGLUT2 en comparacién con los cultivos tratados con ARNSsi
desapareado. En cambio, en el caso del tratamiento con ARNsi contra VGLUT1
o VGLUTS, la proporcion de células VGLUT2-positivas no experimenta ninguna
variacion significativa (p>0,05).

En otro experimento se analizé la influencia del nivel de proteinas
VGLUT2 ya existente en la eficiencia de supresion de los ARNsi. Este modelo
es el que mas se corresponde con las células que expresan VGLUT2 de forma
enddgena y con la situacion in vivo. Para ello, 24 horas antes del tratamiento
con ARNSsi, las células wt-PC12 se transfectaron con el plasmido rVGLUT2.
Después de otras 24 horas se calculd la proporcion de las células VGLUT2-
positivas.

La figura 18 muestra la proporcion de las células VGLUT2-positivas
después de un marcado inmunocitoquimico. Como en los ensayos precedentes,
los ARNsi de control (contra VGLUT1 y VGLUT3, ARNsi desapareado) no
conducen a ninguna reduccion significativa (p>0,05) de la expresion de
proteinas VGLUT2. En cambio, los ARNSsi dirigidos especificamente contra
VGLUT2 (de Ambion) reducen considerablemente la proporcion de las células
VGLUT2-positivas.

La figura 19 muestra la eficiencia de los ARNsi en esta carga de ensayo.
Esta imagen muestra de nuevo claramente que los ARNSsi dirigidos contra
VGLUT2 reducen considerablemente la proporcién de células VGLUT2-positivas
y que este efecto es muy significativo en comparacion con el ARNSi
desapareado (p<0,001).

Los resultados de estos ensayos prueban la eficacia especifica de los
ARNSsi dirigidos contra VGLUT2 (si-rVGLUT2 100-120 EGT, si-rVGLUT2 100-
120 AMB, si-rVGLUT2 166-186 AMB). En este contexto no existe ninguna
diferencia entre los ARNsi de produccién propia (si-rVGLUT2 100-120 AMB) y
los sintetizados por Eurogentec (si-rVGLUT2 100-120 EGT). Los controles de
ARNsi contra VGLUT1 (si-rVGLUT1 739-759 EGT) y contra VGLUT3 (si-
rVGLUT3 220-240 EGT) no condujeron a ninguna reducciéon del nivel de
proteinas VGLUT2. El denominado ARNSsi desapareado (si-rVGLUT2 MM EGT),
que tiene los mismos nucledtidos que los ARNsi especificos contra VGLUT2
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pero en una disposicion aleatoria y por consiguiente no complementaria,
tampoco influye en el nivel de proteinas VGLUT2.

La eficiencia de los ARNsi especificos en estos ensayos oscila entre ~15
y ~80%. En el caso de las cotransfecciones simultaneas de ARNsi y ADN se
logra una alta eficiencia (78-82%), mientras que en el caso de los ensayos de
supresion con niveles de proteina VGLUT2 ya existentes en el momento de las
transfecciones de ARNSsi se alcanza una menor eficiencia (15-23%). De ello se
puede deducir en primer lugar que los ARNsi especificos reducen la formacién
de proteinas VGLUT2 de forma muy eficiente y, en segundo lugar, que las
proteinas VGLUT2 son muy estables o presentan un bajo nivel de renovacién
(turnover).

Ejemplo de realizaciéon 3

Caracterizacion de la expresion de VGLUT en cultivos primarios del
ganglio espinal

Se prepararon ganglios espinales de ratas neonatas y se sometieron a un
cultivo bajo las condiciones experimentales descritas mas detalladamente en los
ejemplos de realizacidén. Para los cultivos se prepararon en cada caso 20 - 30
ganglios espinales de 8 - 16 ratas neonatas y se purificaron las células. La
proporcion de las neuronas en la cantidad total de células se aumentd
claramente en comparaciéon con el protocolo estandar mediante purificacion a
través de una columna BSA y también mediante la disposicion en placas de la
suspensién celular sobre materiales revestidos con poli-L-lisina (Grothe y
Unsicker, 1987). Las neuronas, que son considerablemente mas grandes y en
consecuencia también mas pesadas que las células no neuronales, se
depositan con mayor rapidez sobre el fondo revestido. Mediante la retirada del
sobrenadante después de transcurrir tan solo 5 minutos se reduce la cantidad
de células no neuronales, que se presentan principalmente como células
fusiformes con ramificaciones. Después de 4 a 10 dias in vitro, las células se
fijaron y se caracterizaron inmunocitoquimicamente.

La figura 20 muestra las células cultivadas del ganglio espinal. Con el
microscopio 6ptico (A) ya se pueden diferenciar los distintos tipos de células por
su morfologia. Las neuronas se reconocen por su forma esférica y por una
refraccion evidente, mientras que la inmensa mayoria de las células no
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neuronales son fibroblastos fusiformes. Las neuronas también se pudieron
preparar inmunocitoquimicamente con anticuerpos primarios contra el marcador
panneuronal “Protein-Genprodukt 9.5” (PGP9.5) (B). En los cultivos también
habia algunas células de Schwann, que se identificaron con anticuerpos contra
GFAP (C).

Dado que para los ensayos posteriores interesaban sobre todo las
neuronas sensoriales primarias nociceptivas, se comprobé mediante
marcadores inmunocitoquimicos que esta poblacibn de neuronas estaba
presente en el cultivo primario y que se podia cultivar in vitro durante al menos 8
dias. La figura 12 muestra estas neuronas: células peptidérgicas de ganglios
espinales (A) con expresion de proteina CGRP y también neuronas sensibles al
calor que expresan los canales de iones (B) TRPV1 y (C) TRPV2.

La figura 22 muestra la expresion de VGLUT2 (A-C, senal verde) en
células del cultivo primario de DRG. El VGLUT2 es expresado en neuronas (B),
siendo todas las células VGLUT2-positivas también positivas para el marcador
neuronal PGP9.5 (sefial amarilla). Sin embargo, no todas las células PGP9.5-
positivas son VGLUT2-positivas (sefial roja). La posibilidad de una coexpresién
de VGLUT2 en células de Schwann se pudo excluir mediante marcado conjunto
con los anticuerpos utilizados contra GFAP (C, sefal roja).

La expresidn de proteinas se desarrolla correspondientemente en el caso
del VGLUT1 (no mostrado): el VGLUT12 es expresado en una subpoblacion de
neuronas PGP9.5-positivas y no esta presente en células de Schwann.

A continuacion se investigd la expresion de los transportadores
vesiculares de glutamato VGLUT1 y VGLUT22 en neuronas peptidérgicas
CGRP-positivas (figura 23): la expresion de VGLUT1 (verde) y CGRP (rojo) tiene
lugar en dos poblaciones celulares diferentes (C, F). En cambio, el VGLUT2 y el
CGRP coexisten (I, M). Se observa que todas las neuronas inmunorreactivas de
CGREP tienen el transportador vesicular de glutamato VGLUT2. Sin embargo, no
todas las neuronas VGLUT2-positivas forman el neuropéptido CGRP.

Para investigar la expresion de VGLUT2 en nociceptores polimodios se
llevé a cabo una inmunofluorescencia doble para VGLUT1 y VGLUT2. Como
muestra la figura 24, todas las neuronas TRPV1-positivas utilizan el
transportador vesicular de glutamato VGLUT2 (C, D). El VGLUT2 se localiz
sobre todo en el soma celular y en el axén (D). En la figura 24 (E, F) estan
representadas las distribuciones de frecuencias de los tamafios celulares de las
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neuronas VGLUT2-positivas (E) o de las neuronas TRPV1-positivas (F). Se
puede observar que las neuronas TRPV1-positivas con un tamarno celular medio
~180 ym? constituyen una subpoblacién de las neuronas VGLUT2-positivas
pequefias y medianas, que presentan un tamafio celular medio ~200 um?.

Ejemplo de realizacion 4

Ensayos in vivo para comprobar la eficacia del ARNsi contra el VGLUT2 en
el tratamiento del dolor in vivo

Para estos ensayos se utilizé el modelo de dolor en la rata segun Bennett.

El efecto analgésico del ARNsi segun la invencién se analizé en el
modelo de rata in vivo. Para ello, como componente activo se utilizé un ARNSsi
dirigido contra la secuencia diana AAGCAGGATAACCGAGAGACC de VGLUT2.
Las dos cadenas de este ARNsi de doble hebra tienen las siguientes
secuencias: r(GCAGGAUAACCGAGAGACC)ATT y
r(GGUCUCUCGGUUAUCCUGC)J(TT).

El ARNsi de control esta dirigido contra la siguiente secuencia diana
(AAGGACTAGCA-AAGCGAGCCA) (no se trata de una secuencia VGLUT2).
Las cadenas del ARNsi de control de doble hebra tienen respectivamente las
siguientes secuencias: r(GGACUAGCAAAGCGAGCCA)J(TT) y
r(UGGCUCGCUUUGCUAGUCC)J(TT).

Todas las secuencias arriba mencionadas se sintetizaron quimicamente
(Xeragon, Germantown, EE. UU.) y su pureza se comprobé mediante analisis
MALDI-TOF. Las secuencias se disolvieron en una disoluciéon de NaCl al 0,9%.

El dolor neuropatico se produce, entre otros casos, después de una lesién
de los nervios periféricos o centrales y, en consecuencia, se puede inducir y
observar en la experimentacion animal mediante lesiones selectivas de nervios
individuales. Un modelo animal consiste en la lesion nerviosa segun Bennett
(Bennett y Xie (1988) Pain 33: 87-107). En el modelo de Bennett se realizan
ligaduras sueltas unilaterales en el nervio ciatico. Se observa el desarrollo de
sintomas de dolor neuropatico, que se puede cuantificar mediante alodinia
térmica o mecanica.

Para ello, 5 ratas Sprague-Dawley (Janvier, Francia) con un peso de 140
a 160 gramos se anestesiaron primero con pentobarbital (50 mg por kg de peso
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corporal de la rata, Nembutal®, intraperitoneal, Sanofi,
Wirtschaftsgenossenschaft deutscher Tierarzte eG, Hannover, Alemania). A
continuacion se realizaron multiples ligaduras unilaterales en el nervio ciatico
principal derecho de las ratas. Para ello se descubri6 el nervio ciatico a la altura
del centro del muslo y se fijaron cuatro ligaduras sueltas (softcat®chrom USP
4/0, metric2, Braun Melsungen, Alemania) alrededor del nervio ciatico de tal
modo que no se interrumpio el riego sanguineo epineural. El dia de la operacion
fue el dia 1. La medicion se realizé 1 semana después de la ligadura nerviosa.

La alodinia se analizé6 en una placa metalica que se ajustd a una
temperatura de 4°C con ayuda de un bafo de agua. Para comprobar la alodinia,
las ratas se colocaron sobre la placa metalica fria, que se encontraba dentro de
una jaula de plastico. Después, durante un periodo de dos minutos antes de la
administracion de la solucién, se contd cuantas veces los animales retiraban
impetuosamente su pata dafada de la placa metalica fria (valor previo). Luego
se administraron las soluciones, que contenian 3,16 ug (5 ul) de ARNsi segun la
invencion en 15 ul de NaCl o 3,16 ug (5 pl) de ARN de control (cadena sentido
del ARNsi) en 15 pl de NaCl i.t. o soluciones de NaCl (5 ul) para el control
después de la administracion intatecal aguda unica bajo narcosis con éter, y en
cada caso despueés de 60 minutos se contoé de nuevo la cantidad de reacciones
de retirada de la pata durante 2 minutos (valor de ensayo). Las mediciones se
realizaron durante 4 dias seguidos, en cada caso con un intervalo de 24 h (dias
2 a 5) y en cada caso con tres dosificaciones diferentes (0,001, 0,01 y 0,1
pg/animal). Los animales a los que se les administré solucién de NaCl pura
sirvieron tanto en los experimentos con ARNsi como con el ARN de control a
modo de grupo comparativo.

El ARNsi contra VGLUT2 mostré en este modelo de dolor un fuerte efecto
analgésico, es decir, una clara inhibicién de la alodinia por frio sin dependencia
de la dosis, habiéndose logrado el mejor efecto con el grupo correspondiente a
la dosis mas baja (1 ng/animal). Con las dosis mas altas, los animales mostraron
un incremento de la actividad espontanea tanto en el caso del control como en
el experimento verdadero. Esta podria ser la causa del efecto mas débil en el
grupo correspondiente a una dosis alta. No se produjeron otros efectos
secundarios (véase también la figura 28).

A continuacién se describen mas detalladamente los materiales y
meétodos, o las condiciones experimentales concretas, mencionados y utilizados
en los ejemplos de realizacién arriba indicados.
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1. Materiales utilizados
1.1  Animales de experimentacion

Todos los animales de ensayo adultos eran ratas Wistar macho o hembra
(300g) y se obtuvieron de Charles River (Sulzfeld) o de la Deutschen
Versuchstieranstalt (Hannover). Los animales se mantuvieron con un ritmo dia-
noche de 12h/12h, con acceso libre a comida y agua. Entre el suministro de los
animales y el comienzo de los ensayos transcurrieron al menos 4 dias, en los
que se controlo el estado de salud de los animales. Las ratas neonatas
procedian de una cria propia de ratas Wistar macho y hembra, que se cubrian a
intervalos regulares. Todos los animales neonatos fueron utilizados desde PO
(dia posnatal 0) hasta P5 para la preparacion de cultivos primarios.

1.2 Lineas celulares
wt-PC12

La linea celular tumoral inmortal PC12 se aislé en 1976 de un tumor de la
médula suprarrenal de la rata (Greene y Tischler, 1976). Las células no crecen
de forma adherente, producen tumores trasplantables en ratas y reaccionan de
forma reversible al NGF (nerve growth factor - factor de crecimiento del tejido
nervioso) con la formacion de apéndices similares a neuronas. La linea celular
PC12 fue puesta a disposicion del laboratorio de la firma Grinenthal
(Aquisgran), que a su vez obtuvo la linea celular de ATCC. Las células se
mantuvieron en cultivo en un medio DMEM modificado. En adelante, estas
células PC12 se denominaran wt-PC12 (wild type - salvaje) para diferenciarlas
mejor.

PC12 MR-Ay PC12 MR-B

Estas dos lineas celulares consistian en variantes mutadas o
diferenciadas de las células wt-PC12, obtenidas originalmente por el Dr. Reiner
Westermann (Institut fir Anatomie und Zellbiologie, Marburg) de ATCC. A
diferencia de sus mutantes salvajes, las células crecian de forma adherente,
eran planas y fusiformes y formaban apéndices sin necesidad de afnadir NGF.
Las indicaciones dadas en la literatura dieron lugar a la suposicidén de que estas
variantes podrian formar un fenotipo glutamatérgico (Jimenez y col., 2003;
Zheng y col., 1996).

1.3 Cepas bacterianas
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E. coli cepa DH5 a Clontech (Heidelberg)
E. coli cepa XL-1 blue Clontech (Heidelberg)

1.4 Aparatos

Centrifugadoras

Centrifugadora de mesa tipo Biofuge pico Heraeus (Hanau)
Labofuge Il Heraeus (Hanau)
Centrifugadora refrigerada, 5403 Eppendorf (Hamburgo)
Centrifugadora JS21 Beckmann (Munich)
Incubadoras

Estufa de incubacion (16/37°C) WTB Binder (Reiskirchen)
Incubadora (37°C/5% CO5) Heraeus (Hanau)

Incubadora (37°C/5% CO5) Heraeus (Hanau)

Electroforesis
Accesorios de electroforesis en gel de agarosa  Kodak/Integra (New Haven)

Instalacion de documentacion de gel, Gel Doc 1000 BIO-RAD (Munich)

Microscopia y analisis digital de imagenes

Microscopio de exploracién laser confocal Olympus (Hamburgo)
Microscopio, AX70 Olympus (Hamburgo)
Microscopio, IX70 Olympus (Hamburgo)
Olympus SZH10 research stereo Olympus (Hamburgo)

Sistema de analisis de imagenes MCID M4  Imaging Research
(St. Catharines, Canada)

Camara SPOT Diagnostics Instruments Inc.
(Seul, Corea)
SPOT image analyses (Version 3.4) Diagnostics Instruments Inc.

(Seul)
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Otros aparatos y materiales de consumo

Dispositivo de aspiracion
Autoclave

Cartucho de autorradiografia

Agitador de bacterias, Certomat H
Cubreobjetos

Pipetas de un solo uso

Frascos para cultivos de tejidos Cellstar®
Placa calentadora

Pipetas de émbolo

Criotubos

Criostato CM 3050

Camara de recuento Neubauer
Portaobjetos

Peltier Thermal Cycler PTC-200

pH-Meter 766
Placas Petri

Puntas de pipeta
Cubetas de plastico
Instalacion de agua purisima

Speedvac (trampa fria)
Aparato estereotactico

Taumler Polymax 1040

Termometro

Horno de ventilacion forzada
Videoimpresora

Vortex: VF2 y MS2 Minishaker
Vortex Genie 2

Neo-Lab, Vogel (Heidelberg)
Integra BioSciences Inc.
(Woburn, EE. UU.)

Amersham

(Little Chalfont, Inglaterra)
Braun Biotech (Melsungen)
Menzei (Braunschweig)

Greiner bio-one (Frickenhausen)
Greiner bio-one (Frickenhausen)
Medax (Kiel)

Eppendorf (Hamburgo)

Nalge Nunc International
(Rochester, EE. UU.)

Leica (Nussloch)

Marienfeld (Lauda-Kénigshofen)
Menzel (Braunschweig)

MJ Research

(Watertown, EE. UU.)

Knick (Berlin)

Nalge Nunc International
(Rochester, EE. UU.)
Eppendorf (Hamburgo)

Neolab (Heidelberg)

(Milli-Q) Millipore

(Billerica, EE. UU.)

Heraeus (Hanau)

David Kopf Instruments
(Tujunga, EE. UU.)

MJ Research

(Nueva York, EE. UU.)

IKA Labortechnik (Staufen)
Memmert (Schabach)
Mitsubishi Electric (Tokio, Japon)
IKA (Staufen)

Bender & Hohenheim AG
(Zurich, Suiza)
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Balanza 1012 MP
Bafo de agua Julabo 5
Bafo de agua

Placas de cultivo celular Nunclon™

(6/24/96 pocillos)

1.5 Productos quimicos
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Sartorius (Géttingen)
Julabo (Seelbach)
Memmert (Schabach)

Nalge Nunc International
(Rochester, EE. UU.)

Todos los productos quimicos no mencionados aqui en detalle, siempre

gue no se indique otra cosa en la parte correspondiente a la descripcion de los
métodos, se han obtenido de las firmas Fluka (Buchs, Suiza), GibcoBRL
(Eggenstein), Merck (Darmstadt), Riedel de Haen (Seelze), Roche (Basilea,
Suiza), Roth (Karlsruhe), Serva (Heidelberg) y Sigma (Deisenhofen).

Bacto Agar

Bacto Tryptone
Bacto Yeast Extract
Solucion fijadora
NaOH

Ketamina

Parafina

x-GAL

Xilazina

1.6 Tampones y soluciones

H-O MilliQ

PBS (solucion salina fosfatada):

6x Tampon para muestras (ADN/ARN):

Difco (Detroit, EE. UU.)

Difco (Detroit, EE. UU.)

Difco (Detroit, EE. UU.)

Formamid BDH (Poole, Inglaterra)
Baker (Deventer, Holanda)
Parke-Davis (Freiburg)

Vogel Histo-Comp

Invitrogen (Karlsruhe)

Bayer (Leverkusen)

purificada y tratada en autoclave

6,5 mM NazHPO4

1,5 mM KH2PO4

2,5 mM KCI

140 mM NaCl pH 7,25

50 % (p/v) glicerina

1 mM EDTA

0,4 % (p/v) azul de bromofenol
0,4 % (p/v) xilencilanol
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TE (Tris EDTA): 10 mM Tris-Base

1 mM EDTA pH 8,0
TAE (Tris-acetato-EDTA): 1 x TAE 40 mM Tris- Base, 2m M EDTA
50x
242 g Tris base
57,1 ml acido aceético glacial
37,2 g Na,EDTA x H,O
hasta 11 H,O pH 8,5

1.7 Medios y aditivos para medios

Medios basicos
Todos los medios se obtuvieron de GibcoBRL (Eggenstein):

DMEM (Medio Eagle Modificado de Dulbecco) con alta proporcion de glucosa
Ham’'s F12

HBSS (10x) libre de Ca*/Mg**

OptiMEM (con reduccion de suero)

RPMI 1640 (Roswell Park Memorial Institute)

Aditivos para medios

Mezcla de antibidticos GibcoBRL (Eggenstein)

Arabindsido de citosina Sigma (Deisenhofen)

Suero bovino fetal (FCS)
HyClone FBS

HAT Supplement
Glutamina

Suero equino

Factor de crecimiento del tejido nervioso NGF 7S

Sigma (Deisenhofen)
GibcoBRL (Eggenstein)
GibcoBRL (Eggenstein)
GibcoBRL (Eggenstein)
GibcoBRL (Eggenstein)
Sigma (Deisenhofen)

Composicion de los medios de crecimiento

Medio para células PC12:

RPMI con
10%
5%
1%

suero equino
FCS
Glutamina (200 mM)
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1%  Mezcla antibiéticos (100x)

Medio para células del ganglio espinal: DMEM con
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1.8 Enzimas y otras proteinas

Colagenasa (267 U/ml)
Dispasa
ADN polimerasa AmpliTaq Gold™

ADNasa (LS002139)
Poli-L-lisina, bromhidrato
Poli-D-lisina, MG > 300 kDa
Endonucleasas de restriccidon
ARN polimerasas (SP6, T3, T7)
ADNasa | libre de RNasa
ARNasa (A, T1)

ARNSsiIn

Transcriptasa inversa Superscript™ Il H
T4 ADN ligasa

Tripsina/EDTA (0,5% / 0,2%)
Tripsina

1.9  Acidos nucleicos y vectores

Ladder ADN 100 pb

Ladder ADN 1 kb

ATP, CTP, GTP, UTP

Vector de transcripcion (pGEM-T)
Vector de expresion (pCR3.1)
Cebador Oligo(dT)15-18

1.10 Oligonucledtidos

10% FCS

1%  Mezcla antibiéticos (100x)
1%  Glutamina

10 yM arabindsido de citosina
25 ng/ml NGF

Seromed, Biochrom (Berlin)
GibcoBRL (Eggenstein)
Applied Biosystems

(Foster City, EE. UU.)
Worthington

Sigma (Deisenhofen)
Sigma (Deisenhofen)
Boehringer (Mannheim)
Boehringer (Mannheim)
Boehringer (Mannheim)
Boehringer (Mannheim)
Fermentas (Vilnius, Lituania)
GibcoBRL (Eggenstein)
Biolabs (Beverly, EE. UU.)
GibcoBRL (Eggenstein)
GibcoBRL (Eggenstein)

GibcoBRL (Eggenstein)
GibcoBRL (Eggenstein)
Boehringer (Mannheim)
Promega (Madison, EE. UU.)
Invitrogen (Karlsruhe)
Boehringer (Mannheim)
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Todos los oligonucledtidos se disefiaron con el programa Oligo 4.0, se
comprobd con BLAST la posible presencia de homologias de secuencia no
intencionadas y la sintesis de los mismos se encargdé a MWG-Biotech
(Ebersberg).

Cebadores para PCR:

r'VGLUT1
FVGIUT1 (2_4)F 5-TCTGGGTTTCTGCATCAGC-3’
FVGIUT1(2_4)R 5-CCATGTATGAGGCCGACAGT-3'

Tamano producto PCR: 153 pb

r'VGLUT2
FVGIUT2(8_9)F 5-AAGACCCCATGGAGGAAGTT-3
FVGIUT2(8_9)R 5-ATTGTCATGACCAGGTGTGG-3'

Tamano producto PCR:184 pb

r'VGLUT3
FVGIUT3(4_5)F 5-ATCCAGAGACGGTGGGTCTT-3'
FVGIUT3(4_5)R 5-ATGACACAGCCGTAATGCAC-3'

Tamano producto PCR: 185 pb

rGAPDH
rGAPDH(7_8)F 5-ATCCTGGGCTACACTGAGGA-3’
rGAPDH(7_8)R 5-ATGTAGGCCATGAGGTCCAC-3’

Tamano producto PCR: 162 pb

Cebadores para la sintesis de ARNsi mediante el kit de construccion de
ARNSsi (Ambion):

para si-rVGLUT2 de ARNsi 100-120 AMB

rVGIuT2 TS10 as 5-AAGCAGGATAACCGAGAGACCCCTGTCTC-3
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rVGIuT2 TS10s  5-AAGGTCTCTCGGTTATCCTGCCCTGTCTC-3’
para si-rVGLUT2 de ARNsi 166-186 AMB

rVGIuT2 TS14 as 5-AAGGCTCCGCTATGCGACTGTCCTGTCTC-3

rVGIuT2 TS14s  5-AAACAGTCGCATAGCGGAGCCCCTGTCTC-3’

1.11 Kits

gPCR Core kit for SYBR® Green Eurogentec (Lieja, Bélgica)
RNeasy Mini Kit QIAGEN (Hilden)
Silencer™ siRNA Construction Kit Ambion (Austin, EE. UU.)
Silencer™ siRNA Labeling Kit Ambion (Austin, EE. UU.)
QIAamp DNA Mini Kit QIAGEN (Hilden)
QlAprep Spin MAxiprep Kit QIAGEN (Hilden)
QlAprep Spin Miniprep Kit QIAGEN (Hilden)
QIAquick Gel Extraction Kit QIAGEN (Hilden)
QIAquick Nucleotide Removal Kit QIAGEN (Hilden)
QIAquick PCR Purification Kit QIAGEN (Hilden)
Vectastain Elite Avdin-Biotin-Blocking Kit Vector Laboratories
Vectastain Elite ABC Kit Vector Laboratories

1.12 Anticuerpos y sistemas de deteccion

Los diferentes tipos de células se identificaron con anticuerpos primarios
contra epitopes (marcadores) conocidos y bien caracterizados del tipo de célula
correspondiente. Estos son PGP9.5 en las neuronas, GFAP en los astrocitos y
S100 en los oligodendrocitos. Ademas de los anteriores, también se utilizaron
otros anticuerpos contra proteinas especiales. Las concentraciones Optimas de
los anticuerpos primarios se determinaron en cada caso por titulacion. La Tabla
1 muestra una sinopsis de los anticuerpos primarios utilizados y también sus
diluciones de trabajo.

La identificacion de los anticuerpos primarios se llevdo a cabo mediante
anticuerpos secundarios acoplados con fluorocromo o estreptavidina acoplada
con fluorocromo (Tabla 2), que interactuaba con anticuerpos biotinilados
especificos de especies. Como fluorocromos se utilizaron Cy3 (fluorescencia
roja) o Alexa 488 (fluorescencia verde).
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Tabla 1 Lista de los anticuerpos primarios utilizados
Antigeno | Denominacién Fuente Dilucion Especie
interna

B-l Tubulina DPC/Biermann 1:4 Raton,

tubulina (Bad Nauheim) monoclonal

CGRP CGRP/Ste Fred Nyberg, 1:8000 Conejo
Stefan Persson

GFAP GFAP-Dako DakoCytomation 1:5000 Conejo
(Dinamarca)

GFAP GFAP Boehringer 1:4 Ratoén,
(Mannheim) monoclonal

PGP9.5 PGP UltraClone 1:1500 Conejo,
(Wellow, Inglaterra) policlonal

$100 S100 Biogenesis Dilucién Conejo,
(Poole, Inglaterra) previa policlonal

Sustancia | SP Lee Eiden 1:1000 Conejo

P (NIH, EE. UU.)

TRPV1 Receptor caps. | Eurogentec 1:250 Conejo

(SA 6583) (Bélgica)

TRPV2 VRL-1 Chemicon 1:400 Conejo,
(Temecula, EE. policlonal
uu.)

VGLUT1 BNPI/BC66 J. Erickson (Nueva | 1:600 Conejo
Orleans)

(Varoqui y col.,
2002b)

VGLUT1 BNPI/p437/7/01 | J. Erickson (Nueva | 1:800 Cobaya
Orleans)

(Varoqui y col.,
2002b)

VGLUT2 DNPI/p438/7101 | J. Erickson (Nueva | 1:800 Cobaya
Orleans)

(Varoqui y col.,
2002b)
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VGLUT2 DNPI/DC68 J. Erickson (Nueva | 1:100
Orleans)
(Varoqui y col.,

2002b)

Conejo

VGLUT3 VGLUT3/447/bl9 | J. Erickson (Nueva | 1:600

Orleans) (Schafer y
col., 2002)

Cobaya
policlonal

Ademas se utilizé Isolektyin B4 biotinilada (Sigma, Deisenhofen) en una
concentracion 1:20.

Tabla 2 Lista de los anticuerpos secundarios utilizados
Anticuerpo Fuente Dilucion Donante
IgG-Cy3 anti-cobaya Dianova (Hamburgo) 1:100 Asno
lgG-Cy3 anti-ratén Dianova (Hamburgo) 1:100 Asno
IgG-Cy3 anti-conejo Dianova (Hamburgo) 1:100 Asno
IgG-A488 anti-cobaya Dianova (Hamburgo) 1:100 Asno
lgG-A488 anti-raton Dianova (Hamburgo) 1:100 Asno
lgG-A488 anti-conejo Dianova (Hamburgo) 1:100 Asno
Avidin- biotin-peroxidasa | Boehringer (Mannheim) 1:500 Asno
Estreptavidin-Alexa 488 | MoBiTec (Géttingen) 1:200 Asno
2. Métodos
21 Tomay preparacion de tejidos

Los animales fueron sacrificados por inhalacién de CO, y decapitacion
subsiguiente. A continuacion se tomo el tejido necesario para los diversos usos
previstos de diferentes formas:

Extraccion de acido nucleico:

Después de retirar el tejido, éste se dividid sobre hielo, se introdujo en un
criotubo y, después de la congelacion ultrarrapida por nitrégeno liquido, el tejido
primero se dispuso sobre hielo seco y después se conservo a -70°C.

Cultivo primario:

Para la preparacién de cultivos primarios, el tejido (ganglios espinales) se
recogid de forma continua sobre placas de preparacion de producciéon propia
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enfriadas con hielo y en primer lugar se reunié en medio 1x CMF hasta su
posterior procesamiento. EI medio 1x CMF libre de calcio y magnesio consistia
en 10% HBSS (10x), 1% mezcla de antibiéticos y 0,2% rojo de fenol (0,5%). El
valor pH se titul6 con bicarbonato (7,5%) y se podia identificar por el color rojo
cereza del indicador.

2.2 Preparacion de cultivos primarios

Para la preparacion de los cultivos primarios se utilizaron ratas de los
estadios PO a P5 para el cultivo de células del ganglio espinal y PO a P3 para los
cultivos de cerebelo. Los animales fueron desinfectados con alcohol vy
sacrificados por decapitacion con unas tijeras estériles.

2.2.1 Cultivos primarios neuronales de ganglios espinales

La preparacion de los ganglios espinales se llevé a cabo de acuerdo con
un protocolo modificado de C. Grothe (Grothe y Unsicker, 1987).

Diseccion de los ganglios espinales

El cuerpo de la rata sacrificada se fij6 boca abajo sobre una placa de
corcho y se descubrid la columna vertebral retirando la piel y la musculatura de
la nuca y la espalda. A continuacion se abridé la columna vertebral desde el
extremo caudal hacia el extremo craneal y se dejo a la vista la médula espinal.
En las ratas jovenes, la médula espinal se dejo en el canal espinal y la columna
vertebral abierta se extirpd in toto para fijarla a una placa de preparacion fria.
Sdlo entonces se retiré la columna vertebral cuidadosamente paso a paso y se
extrajeron los ganglios espinales de los agujeros intervertebrales que quedaron
al descubierto.

Los ganglios espinales diseccionados se reunieron en una placa Petri fria
con medio 1x CMF hasta la preparacion fina. El ganglio espinal se limpié bajo el
binocular eliminando nervios, tejido conjuntivo y restos de sangre y, a
continuacion, se trasladé a un tubo de ensayo lleno de medio 1x CMF y enfriado
con hielo.

Disociacion y purificacion de las células de los ganglios espinales

Después de retirar el medio, para la disociaciéon quimica los ganglios
espinales se incubaron con una mezcla de enzimas formada por un 0,075% de
colagenasa y un 0,15% de dispasa en medio CMF durante 30 a 45 minutos a
37°C y con un 5% de CO,. Con la agitacion repetida durante la incubacién se
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debia evitar que los ganglios de adhirieran entre si. Una vez finalizada la
incubacion, se retird la mitad de la mezcla de enzimas y a la parte restante se
anadié un volumen igual de una solucion de tripsina al 0,25%. Después de 15 a
25 minutos de incubacion a 37°C y con un 5% de CO,, se retiré la solucion
enzimatica excepto 300 ul y los ganglios se disociaron mecanicamente en este
volumen. Para ellos se utilizaron tres pipetas Pasteur estériles siliconadas con
aberturas de pipeta de diferentes tamafos, que se prepararon bajo la llama de
un mechero Bunsen. De este modo, mediante una reduccidon creciente del
diametro de abertura, se pudo preparar una suspension celular uniforme de los
ganglios espinales. Finalmente, la suspensién celular se centrifugé a 1.000
r.p.m. durante 5 minutos, el sobrenadante se desechd y la pella celular se
resuspendié en ~ 1 ml CMF. Para enriquecer el cultivo con células neuronales,
la suspensién celular se separd en capas a través de una columna BSA al 20%
(20% BSA p/v en 0,5 ml medio CMF) y a continuaciéon se centrifugé a 1.000
r.p.m. durante 5 minutos. El medio se aspird excepto ~ 100 ul y se resuspendid
en 1 ml de medio fresco. Para ello se utilizé ya el medio de cultivo posterior
(DMEM/FCS).

Preparacion de los cultivos celulares en placas

Una vez determinada la cantidad de células, las células de ganglios
espinales se distribuyeron en los recipientes de cultivo correspondientemente a
su uso posterior y se cultivaron a 37°C y con un 5% de CO,. Para el cultivo se
utilizé un medio DMEM rico en glucosa con diferentes aditivos (composicién
exacta descrita bajo el apartado “Cultivo celular”’). Ademas de glutamina y una
mezcla de antibidticos, también se anadio el factor de crecimiento de tejido
nervioso NGF 7S en una concentracion de 25 ng/ml, ya que la supervivencia y la
diferenciacion de las neuronas neonatales del ganglio espinal dependen del
NGF. También se afiadi6é al medio citosin-arabindsido, un inhibidor de la mitosis,
en una concentracion de 10 uM para evitar una proliferacion de las células no
neuronales.

Las células de ganglios espinales dispuestas en placas se pudieron
mantener en cultivo sin problemas hasta dos semanas cambiando el medio cada
dos o tres dias.

2.3 Cultivo celular de eucariotas

Cultivo y pasaje de células eucariéticas
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Todas las lineas celulares se trataron en su medio de crecimiento
correspondiente a 37°C en incubadora con una humedad relativa del aire del
95% y con un 5% de CO,. Los medios y soluciones se calentaron a 37°C antes
de su uso.

Las lineas celulares de crecimiento adherente (F-11, wt-PC12 MR-A,
PC12 MR-B) se fraccionaron de forma rutinaria cada 4-6 dias. Para ello se
trataron durante unos minutos a 37°C con una solucion de tripsina/EDTA (0,05%
tripsina, 0,02% EDTA en PBS) (control microscépico). La tripsina es una enzima
proteolitica que hidroliza los enlaces peptidicos de uniones célula-célula en los
que el grupo carbonilo esta fijado por la lisina o la arginina. Unas pequefias
trazas de medio pueden influir negativamente en el efecto de la tripsina, por lo
que fue necesario lavar las células con una solucion salina fosfatada (PBS) libre
de calcio y magnesio antes del tratamiento con tripsina. Posteriormente, la
tripsina utilizada se inactivdé mediante adicion de medio conteniendo FCS. El
quelante EDTA se une al calcio, que es necesario para algunas uniones célula-
célula.

Una vez disueltas las células, éstas se trasladaron en un medio
conteniendo suero desde el recipiente de cultivo a un tubo Falcon. Después de
centrifugar y aspirar el medio antiguo, las pellas celulares se resuspendieron en
5 ml de medio fresco y se dispusieron en placas en su medio de crecimiento en
los recipientes de cultivo correspondientes.

En el caso de las células wt-PC12 se trata de células en suspension. Para
el pasaje, los recipientes de cultivo se colocaron inclinados, de modo que las
células wt-PC12, que crecian en cumulos en forma de uva, poco a poco se
fueron sedimentando en una esquina del recipiente. Se retiré el sobrenadante,
en el que también se encontraban los detritus celulares mas ligeros, y las
células se trasladaron en un medio fresco a un tubo Falcon. A continuacion, la
suspensién se centrifugd a 1.000 r.p.m. durante 5 minutos, el sobrenadante se
retird y las células se dispusieron en placas en un medio de crecimiento fresco.

Congelacioén de células eucariéticas

Para el almacenamiento prolongado de las células, éstas se congelaron
en un medio conteniendo DMSO en nitrogeno liquido, con el fin de protegerlas
de los cambios genéticos y de reducir al minimo el riesgo de contaminacion. Sin
la adicién de reactivos que actuan como crioproteccion de las células, la mayor
parte de las células de mamifero mueren con la congelacion. La mortalidad de
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las células se reduce al minimo con DMSO en el medio, ya que disminuye el
punto de congelacién y de este modo se ralentiza el proceso de enfriamiento.

Después de su separacion con una solucion de tripsina/EDTA, las células
primero se lavaron con PBS y luego se determiné la cantidad de células con
ayuda de una camara de recuento Neubauer. La cantidad de células a congelar
se introdujo en un tubo Falcon y, después de centrifugacion a 1.000 r.p.m., se
desecho el sobrenadante. Finalmente, la pella celular se resuspendié en medio
de congelacion (90% medio de crecimiento, 10% DMSO) y se separ6 en partes
alicuotas de 2 ml cada una (por ejemplo con 2 millones de células) en tubos
Nunc. Los tubos se congelaron durante varias horas a -80°C en un
criocongelador con una velocidad de enfriamiento de 1°C por minuto y a
continuacion se depositaron en nitrégeno liquido.

Revitalizacion de las células eucariodticas

En algunos casos se realizaron de nuevo cultivos con las células. Para
ello, después de sacarlas del tanque de nitrogeno (-196°C), se calentaron
rapidamente a 37°C en un bafio de agua. Se retiré la suspension celular, se
trasladdé a 5 ml de medio precalentado y se sedimenté en la centrifugadora (3
minutos, 200 x g). El medio se aspird, la pella celular se resuspendié en medio
fresco y se trasladd a una placa de cultivo celular. Al dia siguiente, las células se
lavaron con PBS y se dispusieron en medio fresco.

Determinacion de la cantidad de células

Para determinar la cantidad de células se utiliz6 una camara de recuento
Neubauer. Para ello se colocd una gota de la suspension celular en la camara
de recuento Neubauer, se recontd bajo el microscopio la cantidad de células (Z
= células / 0,01 mmz) de cuatro cuadrados, y se determindé la cantidad de células
por ml (cantidad de células = Z x 2.500= (Amiri y col.).

Prueba de micoplasmas

Todas las lineas celulares se analizaron a intervalos regulares en cuando
a la contaminacibn con micoplasmas. Los micoplasmas son bacterias
inevitablemente parasitarias. Se trata de parasitos intracelulares sin pared, muy
pequenos, y no se pueden reproducir independientemente de la célula huésped.
Dado que solo tienen una membrana celular, pero no una pared bacteriana de
mureina, no tienen una forma fija y son insensibles a la penicilina. Su tamafo
oscila entre 0,22 y 2 ym. Una filtracién a través de una membrana con un
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tamano de poro de 0,1 um permite realizar una separacion de micoplasmas. El
método mas rapido para detectar las contaminaciones con micoplasmas
consiste en la tincion del ADN de los micoplasmas con flurocromo DAPI (4-6-
diamidino-2-fenilindol, diclorhidrato), que se une especialmente al ADN. Si un
cultivo celular estd contaminado con micoplasmas, se observan puntos
fluorescentes independientes en el citoplasma y a veces también en el espacio
intercelular.

Para la prueba de micoplasmas, una cantidad correspondiente de
solucién DAPI (1 mg/ml, 10 mg DAPI disueltos en 10 ml de agua, divididos en
partes alicuotas y conservados a -20°C) se diluyd con metanol a una
concentracion de trabajo de 1 pg/ml (estable durante aproximadamente 6 meses
a 4°C). Para tenir las células, las células cultivadas sobre los cubreobjetos o
placas Petri se lavaron una vez con la solucion de trabajo y se incubaron
durante 15 minutos a TA también con la solucién de trabajo. A continuacion se
lavaron una vez con metanol y los cubreobjetos se evaluaron bajo el
microscopio de fluorescencia después de su inclusion en una gota de glicerina o
PBS.

Revestimiento de los recipientes de cultivo

En determinados ensayos, los recipientes de cultivo o los cubreobjetos se
revistieron para lograr una mejor adherencia de las células. Como materiales de
revestimiento se utilizaron poli-L-lisina (0,1 mg/ml) para las células wt-PC12 o
poli-D-lisina (0,5 mg/ml) para el cultivo de cerebelo. Los recipientes de cultivo se
incubaron durante al menos 2 horas a TA con poli-L-lisina o poli-D-lisina, a
continuacion se lavaron dos veces con H;O y se conservaron a 4°C cubiertos
con una capa de H,O hasta su utilizacion. Mientras que los materiales revestidos
con poli-L-lisina se utilizaron en humedo, los materiales revestidos con poli-D-
lisina no ser utilizaron hasta después de secarlos bajo el banco estéril.

Transfeccion en células eucarioéticas

Por el concepto “transfeccion” se entiende la introduccién de ADN o ARN
extrafio en células eucaridticas mediante métodos fisicos o quimicos. El método
quimico mas importante para la transferencia de acidos nucleicos es la
lipofeccién: reactivos de lipidos catidnicos forman en soluciéon acuosa, bajo
condiciones Optimas, liposomas unilaminares pequenos (100 - 400 nm). La
superficie de estos liposomas tiene carga positiva y es atraida
electrostaticamente tanto por el esqueleto fosfato de los acidos nucleicos como
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por la membrana celular, que tiene carga negativa (Garels y col., 1991; Gershon
y col., 1993; Smith y col.,, 1993). Los acidos nucleicos no estan encerrados
dentro de los liposomas, sino que se unen espontaneamente a los liposomas
con carga positiva y forman complejos de ADN/ARN-lipido (Felgner y col.,
1987). Existen indicios de que la absorcion de los complejos se desarrolla por
via endosomal o liposomal (Coonrod y col., 1997).

Transfeccion de ADN mediante Lipofectamine™ 2000

Para la transfeccion de ADN en células eucaridticas se utilizo
principalmente el reactivo lipidico catiénico Lipofectamine™ 2000 (LF2000™) y
se observaron las siguientes recomendaciones generales del fabricante
Invitrogen:

0™ se recomendaba una

Para preparar los complejos de ADN-LF200
relacion entre el ADN y el LF2000™ de 1:2 a 1:3. Ademas, en el momento de la
transfeccion debia haber una densidad celular del 90-95% para alcanzar una
alta eficiencia y un alto nivel de expresion. Durante la transfeccion se prescindio
de la adicion de antibidticos, ya que éstos provocarian la muerte celular. Para
optimizar la eficiencia de transfeccion se llevan a cabo transfecciones bajo
diferentes condiciones con un vector de EGFP. Para medir la eficiencia de
transfeccion se calculé semicuantitativamente la expresion proteinica de la

proteina de fluorescencia verde GFP mediante microscopia de fluorescencia.
Transfeccion de ADN en células wt-PC12

El dia de la transfeccion se dispusieron 2,5 x 10° células wt-PC12 en 0,5
ml de medio sobre cubreobjetos revestidos con poli-L-lisina en una placa de 24
pocillos. El medio consistia en el medio de crecimiento normal para células wt-
PC12, pero sin adicién de antibiéticos. Para cada pocillo a transfectar se
disolvieron 0,8 - 1 ug de ADN en 50 ul de OPTI-MEM®. Ademas, para cada
pocillo se disolvieron 1 - 2 pl de LF2000™ en 50 ul de OPTI-MEM® y la solucién
se incubd durante 5 minutos a TA. Después, el ADN disuelto se mezclo con la
solucion de LF2000™ diluida y se incubé durante 20 minutos a TA para formar
los complejos de ADN-LF2000™, y a continuacién se afiadieron 100 pl de los
complejos directamente a los pocillos correspondientes, que se mezclaron
cuidadosamente por agitacion. Las células se mantuvieron en cultivo bajo
condiciones normales y en el mismo medio durante otras 24 - 72 horas hasta el
analisis de la expresion.
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Transfeccion de ADN en células de ganglios espinales

Para la transfeccion se utilizaron 5 x 10° células de la suspensién de DRG
recién purificada, que se dispusieron en una placa de 24 pocillos sobre
cubreobjetos revestidos con poli-L-lisina en 0,5 ml de medio de crecimiento sin
adicion de antibiotico. Para cada pocillo a transfectar se disolvieron 0,8 - 1 ug de
ADN en 50 pl de OPTI-MEM®. Ademas, para cada pocillo se disolvieron 1 - 2 pl
de LF2000™ en 50 pl de OPTI-MEM® vy la solucién se incub6 durante 5 minutos
a TA. Después, el ADN disuelto se mezclé con la solucién de LF2000™ diluida y
se incub6d durante 20 minutos a TA para formar los complejos de ADN-
LF2000™, y a continuacién se afiadieron 100 pl de los complejos directamente a
los pocillos correspondientes, que se mezclaron cuidadosamente por agitacion.
Las células se mantuvieron en cultivo bajo condiciones normales y en el mismo
medio durante otras 24 - 72 horas hasta el analisis de la expresion.

Transfeccion de ARNSsi

Las transfecciones de ARNsi en las células eucaridticas se llevaron a
cabo mediante Lipofectamine™ 2000. La F2000™ ya ha sido utilizada con éxito
por otros grupos para experimentos con ARNi en células de mamiferos (Gitlin y
col., 2002; Yu y col., 2002). Como en el caso de la transfecciéon de ADN, las
condiciones de transfeccion Optimas se tuvieron que determinar
experimentalmente. Para ello se utiliz6 ARNsi marcado con Cy3.

Transfeccion de ARNsi en células wt-PC12

El dia de la transfeccion se dispusieron 2,5 x 10° células wt-PC12 en 0,5
ml de medio sobre cubreobjetos revestidos con poli-L-lisina en una placa de 24
pocillos. El medio consistia en el medio de crecimiento normal para células wt-
PC12, pero sin adicién de antibiéticos. Para cada pocillo a transfectar se
disolvieron 20 - 100 pmol de ARNsi en 50 pyl de OPTI-MEM®. Ademas, para
cada pocillo se disolvieron 1 - 2 pl de LF2000™ en 50 ul de OPTI-MEM® vy la
solucién se incub6 durante 5 minutos a TA. Después, el ARNsi disuelto se
mezclé con la solucion de LF2000™ diluida y se incubd durante 20 minutos a TA
para formar los complejos de ADN-LF2000™, y a continuaciéon se afiadieron
100 pl de los complejos directamente a los pocillos correspondientes, que se
mezclaron cuidadosamente por agitacion. Las células se mantuvieron en cultivo
bajo condiciones normales y en el mismo medio durante otras 24 - 72 horas
hasta el analisis de la expresion.
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Transfeccion de ARNsi en células de las lineas PC12 MR-A y PC12 MR-B

El dia de la transfeccion se dispusieron 2,5 x 10° células PC12 en 0,5 ml
de medio sobre cubreobjetos en una placa de 24 pocillos. El medio consistia en
el medio de crecimiento normal para células PC12 MR-A/B, pero sin adicién de
antibidticos. Para cada pocillo a transfectar se disolvieron 20 - 200 pmol de
ARNsi en 50 pl de OPTI-MEM®. Ademas, para cada pocillo se disolvieron
1- 2 pl de LF2000™ en 50 pl de OPTI-MEM® y la solucién se incubo durante 5
minutos a TA. Después, el ARNsi disuelto se mezclé con la solucion de
LF2000™ diluida y se incubé durante 20 minutos a TA para formar los complejos
de ADN-LF2000™, y a continuacion se afiadieron 100 pl de los complejos
directamente a los pocillos correspondientes, que se mezclaron cuidadosamente
por agitacion. Las células se mantuvieron en cultivo bajo condiciones normales y
en el mismo medio durante otras 24 - 72 horas hasta el analisis de la expresion.

Transfeccion de ARNsi en células de los cultivos primarios de DRG

Para la transfeccion se utilizaron 5 x 10° células de la suspension de DRG
recién purificada, que se dispusieron en una placa de 24 pocillos sobre
cubreobjetos revestidos con poli-L-lisina en 0,5 ml de medio de crecimiento sin
adicion de antibiético. Para cada pocillo a transfectar se disolvieron 10 - 200
pmol de ARNsi en 50 pl de OPTI-MEM®. Ademas, para cada pocillo se
disolvieron 1 - 2 pl de LF2000™ en 50 ul de OPTI-MEM® y la solucién se incubd
durante 5 minutos a TA. Después, el ARNSsi disuelto se mezclé con la solucion
de LF2000™ diluida y se incub6é durante 20 minutos a TA para formar los
complejos de ADN-LF2000™, y a continuacién se afadieron 100 ul de los
complejos directamente a los pocillos correspondientes, que se mezclaron
cuidadosamente por agitacion. Las células se mantuvieron en cultivo bajo
condiciones normales y en el mismo medio durante otras 24 - 72 horas hasta el
analisis de la expresion.

Estudio de toxicidad

Para analizar la influencia citotoxica de los reactivos de transfeccidon
LF2000™ en las células se llevé a cabo un ensayo con azul de triptano. Para
ello, 24 horas antes de la transfeccién se dispusieron 3,0 x 10* células en una
placa de 24 pocillos. La transfeccion se llevdo a cabo con controles ARNSsi-
negativos y diferentes cantidades de reactivos de transfeccion. Cuarenta y ocho
horas después de la transfeccion, todas las células se lavaron con PBS y se
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tineron con un 10% de azul de triptano. La tasa de supervivencia se calcul6 de
la siguiente manera:

Tasa de vitalidad = (cantidad total de células - cantidad de células tenidas) /
cantidad total de células x 100.

Fijacion de las células

Las células se fijaron bien con paraformaldehido al 3 - 4% (v/v) en PBS
durante 20 minutos a TA, bien con metanol (-20°C) durante 15 minutos a TA.

2.4 Microbiologia

Para la amplificacion de los fragmentos de ADN de doble hebra se
utilizaron bacterias competentes. Para ello, el ADN a amplificar se incorporé en
plasmidos con marcadores de seleccidon y se transformé en bacterias. Las
bacterias se dispusieron sobre placas de agar selectivas, se tomaron los clones
correspondientes y se cultivaron en medio LB conteniendo antibidtico. Mas
adelante se aislaron los plasmidos con insercion de las bacterias reproducidas y
se continud su procesamiento.

Preparacion de células competentes para transformacion

Un tratamiento con solucion helada de cloruro de calcio y magnesio
capacita a las bacterias para la absorcion espontanea de ADN extrafio
(transformacién). Para preparar las células bacterianas competentes se
utilizaron las cepas de E. coli DH5 a o XL-1 blue. Para ello se realizé un cultivo
de las células en medio TYM (medio LB + MgSO4 10 mM) y éste se incubd
hasta que se alcanz6 una densidad suficiente (ODgoonm = 0,4 - 0,6). Las células
se debian encontrar en la fase log. Después de centrifugacion breve y de
desechar el sobrenadante, la pella se resuspendié en 40 ml de tampén Tfb1
(KAc 30 mM, MgCl; 50 mM x 2H,0, KCI 100 mM, CaCl; 10 mM x 2H,0, 15%
glicerol) por 100 ml de cultivo. Después de 45 minutos de incubacion sobre
hielo, las células se pelletizaron de nuevo y se recogieron en 1/10 volumen de
tampon Tfb2 (Na-MOPS 10 mM, KCI 10 mM, CaCl; 75 mM x 2H20, 15%
glicerol). Las células competentes se conservaron a -70°C en partes alicuotas
de 100 pl hasta su utilizacion.

Transformacion de E. coli

Las bacterias competentes (aproximadamente 102 clones por ug de ADN-
plasmido) se mezclaron con ADN-plasmido, se dispusieron sobre hielo durante
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45 minutos y se incubaron apenas 1 minuto a 42°C. Después se anadiéo medio
LB (Sambrook y col., 1989) y la mezcla se incubd bajo agitacion durante otros
30 minutos a 37°C. Las bacterias se aislaron sobre placas de agar selectivas
(Sambrook y col.,, 1989) y se incubaron durante una noche a 37°C. Se
inocularon cultivos previos (5 ml de medio LB con un antibiético adecuado) con
colonias aisladas y se agitaron durante varias horas a 37°C. Se inocularon
cultivos preparativos (100 ml de LB con un antibiético adecuado) 1:1.000 con los
cultivos previos y se incubaron a lo largo de una noche a 37°C.

Aislamiento analitico de plasmidos

Para aislar los plasmidos de las bacterias, éstas han de ser sometidas a
lisis. A continuacion, los plasmidos se separan de las proteinas y el ADN
bacteriano gendmico por centrifugacion. La purificacion de los plasmidos se
llevé a cabo por cromatografia en columna con kits de QIAGEN comerciales.

Las bacterias se pelletizaron por centrifugacién durante 5 minutos a 5.000
X g, el sobrenadante se desech¢ y la pella se resuspendié en 250 pl de tampodn
P1. Las bacterias se sometieron a lisis mediante la adicion de 250 pl de tampon
P2 y la solucidn se neutraliz6 mediante la adicion de otros 350 yl de tampon N3.
A continuacion, la mezcla se centrifugd durante otros 10 minutos (siempre que
no se indique otra cosa, los pasos de centrifugaciéon se llevaron a cabo a
velocidad maxima), el sobrenadante se retird6 con cuidado y se trasladd a una
columna QIlAprep. Después de 1 minuto de centrifugacion, la columna se lavo
con 750 pl de tampén PE y de nuevo se llevo a cabo una centrifugacion de 1
minuto. La elucién del ADN-plasmido en un recipiente colector limpio se llevé a
cabo mediante adicion de 30 - 50 uyl de H,O a la columna y centrifugacién final
durante 1 minuto. Una cantidad de 5 a 10 yl de esta carga se analizé mediante
digestion de restriccion y electroforesis subsiguiente en gel de agarosa para el
control de calidad.

Aislamiento cuantitativo de plasmidos

Con ayuda del Qiagen Plasmid Maxi Kit se aislaron cantidades mayores
de ADN plasmido con un alto grado de pureza para la realizacion de
transfecciones. Durante el dia se prepard un cultivo previo, es decir, una colonia
bacteriana se inoculdé en 3 ml de medio LB conteniendo ampicilina y se cultivd
durante aproximadamente siete horas en la incubadora de agitacion a 37°C.
Este cultivo previo se trasladé después a 500 ml de medio LB y la mezcla se
agité durante una noche a 37°C. A la manana siguiente, la suspension
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bacteriana se centrifugd a 4°C a una velocidad de 3.000 r.p.m. La pella
bacteriana resultante se utilizé para el aislamiento de plasmidos de acuerdo con
las instrucciones del fabricante.

Después de recoger la pella de ADN en H,O estéril se determind la
concentracion por fotometria y la calidad del ADN se comprobé mediante
digestion de restriccion y electroforesis subsiguiente en gel de agarosa.

2.5 Métodos biolégicos moleculares
2.5.1 Acidos nucleicos
Purificacion de ADN

Con el fin de enriquecer los acidos nucleicos de soluciones acuosas
diluidas o para limpiarlos de sustancias no precipitables se puede llevar a cabo
una salificacion y precipitacion subsiguiente en alcohol o una purificacion en
columnas de gel de silice (QIAGEN). Una ventaja del primer método consiste
por ejemplo en la posibilidad de concentrar los acidos nucleicos en la recogida
en el producto de elucion después del secado. Una ventaja de la purificacion
mediante columnas consiste en la facilidad de manejo.

Precipitacion de ADN

A la solucion de ADN se afiadié una mezcla 1/10 en volumen de acetato
de sodio 3M (pH 5,2) y 3 volumenes de etanol 100% y se conservé a -20°C
durante al menos 4 horas. A continuacion, la mezcla se centrifugé a -4°C a
13.000 x g durante 30 minutos, el sobrenadante se desechd y la pella se
resuspendié mediante adicion de 500 pl de etanol 70% (-20°C). Después de otro
paso de centrifugacion durante 10 minutos (10 minutos, 13.000 x g, 4°C), el
sobrenadante se desecho y la pella se secé durante 10 minutos en la trampa fria
previamente enfriada y finalmente se disolvié en una cantidad correspondiente
de agua.

Purificacion del ADN amplificado por PCR con el QIAGEN PCR
Purification Kit

La mezcla de PCR se diluy6 en 5 volumenes de tampdn PB y después de
entremezclar a fondo esta combinacion se trasladé a la columna y se centrifugo
durante 1 minuto. En la columna se introdujeron 500 ul de tampon de lavado PE
y de nuevo se llevé a cabo una centrifugacién. Los productos de amplificacion
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de ADN ligados se sometieron a elucion en un recipiente colector limpio
mediante adicion de 30 - 50 ul de agua en la columna y centrifugacion.

Purificacion de acidos nucleicos a partir de geles de agarosa con el
QIAGEN Gel Extraction Kit

La banda de gel de agarosa con el acido nucleico a aislar se recorté y se
pesd y se anadié una cantidad correspondiente de tampon QX1 (3 volumenes
del peso del gel). El gel se disolvié con 10 minutos de incubacién a 50°C y la
solucion se trasladé a una columna y se centrifugd. Después de una adicion de
750 pl de tampdn de lavado PE y centrifugacion subsiguiente, el acido nucleico
ligado se sometid a elucién en un recipiente colector limpio mediante adicion de
30 - 50 pl de agua en la columna y centrifugacién posterior.

Aislamiento y purificacion de ARN

Para los analisis de expresion mediante RT-PCR se extrajo ARN de
tejidos o de células. La extraccion se llevd a cabo mediante el método de
TRIzol-cloroformo con kits de aislamiento de ARN correspondientes de QIAGEN
o de Roche.

Extraccion del ARN mediante reactivo TRIzol

En el caso de la purificaciéon de ARN de tejido, los fragmentos de tejido (<
100 mg) se pesaron y, después de afiadir 1 ml de reactivo TRIzol, se
homogeneizaron con un Glaspotter. En el caso de la purificacién de ARN de
células cultivadas se anadid 1 ml de reactivo TRIzol para placas de cultivo
monocapa de 3,5 cm? o 1 ml de reactivo TRIzol para cultivo en suspension
centrifugada (5 - 10 x 10° células) directamente sobre las células y la mezcla se
homogeneizd recogiéndola y soltandola con la pipeta. La mezcla de TRIzol se
incubo durante aproximadamente 5 minutos a TA. Después de afadir 20 pl de
cloroformo, la mezcla se agité intensamente, se incubé durante otros 5 minutos
y finalmente se centrifugd (20 minutos, 12.000 x g, 4°C), con lo que se formaron
tres fases: (a) ARN en la fase acuosa superior, (b) ADN en la interfase media y
(c) proteina en la fase organica inferior.

La fase acuosa se retirdé con cuidado, sin tocar la interfase, y se mezclé
con 100 pl de isopropanol al 100%. Después de un breve tratamiento en Vortex
se llevdo a cabo una incubacion durante 10 minutos y a continuacion una
centrifugacion (10 minutos, 16.000 x g, 4°C). El sobrenadante se desechd y la
pella se lavdo con 1 ml de etanol 70% (-20°C) y se pelletizé de nuevo (10
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minutos, 12.000 x g, 4°C). El sobrenadante se desechd y la pella se seco en la
trampa fria previamente enfriada. Por ultimo, el ARN se disolvié en un volumen
cualquiera de agua y se conservo a -80°C.

Extraccion de ARN mediante el QIAGEN RNeasy Mini Kit

A la pella celular (aproximadamente 5 x 10° células) se afiadieron 350
de tampon RLT y la pella celular se homogeneizd en columnas QIAGEN
Shredder. Después de anadir 350 ul de etanol 70% y agitar la suspension
intensamente, ésta se trasladé a la columna y se centrifugd (30 segundos a
8.000 x g). El lavado de la columna se llevé a cabo por adicion de 700 ul de
tampon RW1 y centrifugacién (30 segundos a 8.000 x g). A continuacién se
realizaron dos lavados por adicién de 500 yl de tampon RPE en cada caso y una
centrifugacion (30 segundos, 8.000 x g). Luego se secd la columna por
centrifugacion (2 minutos, 12.000 r.p.m.). EI ARN ligado se sometié a elucion
mediante adicion de 30 - 50 ul de agua y centrifugacién (1 minutos a 8.000 x g).

Tratamiento con ADNasa-I

Para excluir la posibilidad de que el ARN purificado estuviera
contaminado con ADN, la solucion de ARN se tratd enzimaticamente con
ADNasa-l. Para ello, 50 yl de ARN se mezclaron con 4 yl de ADNasa-l y 6 pl de
10x tampodn de transcripcion y la mezcla se incub6 durante 30 - 45 minutos a
37°C. A continuacion se llevd a cabo una purificacion del ARN mediante
columnas QIAGEN RNeasy Mini.

Digestion de restriccion

La digestion por restriccion sirve para comprobar si un plasmido también
contiene la insercién deseada. Esta se puede separar mediante la digestién y se
puede identificar en funcion de su tamano. Las digestiones de restriccion se
llevaron a cabo con enzimas y tampones de reaccion de las firmas
GibcoBRL/Eggenstein y Boehringer/Mannheim. Para ello, 1 ug de ADN plasmido
se digirid en un volumen total de 20 ul. El tiempo de incubacion fue de 1 a 2
horas a una temperatura correspondiente a la temperatura 6ptima de la enzima.

Cuantificacion de los acidos nucleicos

El registro de la concentracion se llevd a cabo mediante un
espectrofotometro de UV. La concentracion se calculd a partir de la absorcion a
una longitud de onda | especifica (260 nm para ARN, oligonucledétidos y ADN).
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A =d x e xc (A= absorcion; d = espesor de capa; e = constante de materia; c =
concentracion).

Una ODys igual a 1 corresponde a una concentracion de 50 pg/ml de
ADN, 40 pug/ml de ARN o 30 pg/ml de oligonucledtido. La medicion se realizé en
cubetas de cuarzo, que entre una medicién y otra se lavaron a fondo con agua
pasada por el autoclave.

Modelos de ADN-oligonucledétido para la preparacion de ARNsi

Los modelos de oligonucleétido (ONV) se diluyeron en agua libre de
nucleasas hasta una concentracion final 200 uM y se midi6 la absorcion A a 260
nm de una dilucidon 1:250. Con ayuda de la absorcion medida se calcula la
concentracion de ONV B en pg/mly B’ en yM:

A x 5.000 = B [pg/ml]
(5.000 = dilucion en un factor 250 x 20 ug de oligo / ml / unidad de absorcion)
B [ug/ml] /9,7 = B’ [uM]
(29 nt x 0,333 pg/nmol para cada nt = 9,7 yg/nmol)
ARNSsi

Para cuantificar las soluciones de ARNsi se midi6 la absorcion A a 260
nm de una dilucién 1:25. Con ayuda de la absorcion medida se calcula la
concentracion de ARNsi B en pg/mly B’ en uM:

A x 1.000 = B [pg/ml]

(1.000 = dilucion en un factor 25 x 40 ug de ARNsi / ml / unidad de absorcién)

B [ug/ml]/ 14 = B’ [uM]

(21 nt x 2 cadenas = 42 nt x 0,333 pg/nmol para cada nt = 14 ug/nmol)
Control de calidad mediante electroforesis en gel de agarosa

Para la separacion del ADN plasmido, el ADN plasmido digerido por
restriccion, los productos de PCR y ARN se utilizaron geles de agarosa TAE al 1
- 2 por ciento con 0,5 pg/ml bromuro de etidio. La electroforesis se llevé a cabo
en 1x tampon TAE (véase 2.1.3). Las muestras y 1 pg de marcadores de
tamano (“escalera de ADN 100 pb” “escalera de ADN 1 kb”) se mezclaron a 1/6
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con un volumen de tampén de muestra y se separaron a 10 v/cm. Mediante el
colorante intercalador bromuro de etidio, el ADN o ARN se hizo visible a la luz
UV y se pudo documentar fotograficamente. Para evitar la degeneracion durante
la electroforesis de ARN, en primer lugar le limpié con etanol tanto la camara
como el peine, y se prepard tampdn de carrera fresco con DEPC-H,0 pasado
por autoclave.

2.5.2 Reaccion en cadena de polimerasa por transcripcion inversa (RT-
PCR)

En la transcripcion inversa se realiza una transcripciéon de ARN en ADNc.
Como lugar de aplicaciéon de la transcriptasa inversa se utilizan por ejemplo
cebadores oligo(dT)15 - 18, que se unen especificamente a la cola poli-A del
ARNmM. Dependiendo del material de partida se mezclaron 0,5 - 2,5 uyg de ARN
(disueltos en 11 pl de agua) con 1 ul de oligo(dT)15 - 18 100 nM y la mezcla se
desnaturalizé durante 10 minutos a 70°C. Después de enfriar a 4°C, se llevo a
cabo una adicion de 4 yl tampon 5x RT, 2 pl DTT 2 pl, 1 pl mezcla dNTP 10 mM,
1 ul ARNsin y 1 ul Superscript™ 11 (200 u/pl) y una incubacién a 42°C durante 1
hora. El ADNc se conservé a -20°C hasta su uso.

2.5.3 Reaccioén en cadena de la polimerasa

Con la reaccion en cadena de polimerasa (PCR), desarrollada en 1987,
es posible realizar enzimaticamente in vitro millones de copias de determinadas
secuencias de nucledtidos (Saiki y col.,, 1988). Este proceso, denominado
amplificacion, también permite analizar cantidades muy pequefias de ADN. Para
una reaccion de PCR se preparo la siguiente carga de reaccion:

10x tampon 25 (1x)
MgCl (25 mM) 3 ul (3 mM)
dNTPs (10 mM) 0,5 (0,2 mM)
Mezcla de cebadores (2 pm) 5 Ml (0,4 uM)
ADNCc/ARN 1 ul

Ampli-Taq polimerasa (5 u/ul) 0,1 (0,5U)

H,0 12,9
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La concentraciéon éptima de MgCl, y la cantidad de ciclos de amplificacién
se determinaron individualmente para cada par de cebadores (la secuencia, la
posicion y el tamafio de cada amplimero estan presentados bajo (0)). Antes de
comenzar se llevo a cabo una desnaturalizacion a 94°C durante 1 minuto y cada
paso individual de un ciclo duré 20 segundos. Se utilizé el Thermozykler PTC-
200 (MJ REsearch).

PCR estandar:

95°C 2 minutos

95°C 30 segundos

57°C 30 segundos 40 x
70°C 30 segundos

70°C 5 minutos

+4°C 0

2.5.4 Ligacion

Las ligaciones se realizaron con la T4 ADN ligasa (Promega). La T4 ADN
ligasa es una enzima que une entre si los extremos 3’ y 5 de ADN lineal de
forma covalente dependiente de la energia (ATP). En el caso de los salientes
con extremos cohesivos (‘cohesive-ended’) se consume mucha menos energia
que en los salientes con extremos romos (‘blunt-ended’). Por ello, en el caso de
los extremos cohesivos se realizd la ligacion durante 1 hora a temperatura
ambiente; en cambio, en los productos de PCR o ADN sin salientes se realizo la
ligacion durante una noche a 4°C. Como plasmido se utilizé el vector pPGEM-T.
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<400> 2

nnnNnNNNNNn nnnnnnnn 18

<210> 3

<211>19

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ARNds segun la invencion (pp. 6 y 9 de la descripcion).

Estructura general: N(17-25), preferentemente N(19-25), de forma
especialmente preferente N(19-24), de forma aun mas preferente
N(21-23)

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(19)

<223>n = a, t/u, g, c, desconocido u otros

<400> 3

nnnnNNNNNN Nnnnnnnnn 19
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<210> 4

<211> 20

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ARNds segun la invencion (pp. 6 y 9 de la descripcion).

Estructura general: N(17-25), preferentemente N(19-25), de forma
especialmente preferente N(19-24), de forma aun mas preferente
N(21-23)

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(20)

<223>n = a, t/u, g, ¢, desconocido u otros

<400> 4
nnnNnnNNNNn nnnnnnnnnn 20

<210>5

<211> 21

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ARNds segun la invencion (pp. 6 y 9 de la descripcion).

Estructura general: N(17-25), preferentemente N(19-25), de forma
especialmente preferente N(19-24), de forma aun mas preferente
N(21-23)

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(21)

<223>n = a, t/u, g, c, desconocido u otros

<400> 5
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nnnNNNNNNN NnnnnNNNNN n 21

<210>6

<211> 22

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> ARNds segun la invencion (pp. 6 y 9 de la descripcion).
Estructura general: N(17-25), preferentemente N(19-25), de forma
especialmente preferente N(19-24), de forma aun mas preferente
N(21-23)

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(22)

<223>n = a, t/u, g, ¢, desconocido u otros

<400> 6
nnnnNNNNNN Nnnnnnnnnn nn 22

<210>7

<211> 23

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> ARNds segun la invencion (pp. 6 y 9 de la descripcion).
Estructura general: N(17-25), preferentemente N(19-25), de forma
especialmente preferente N(19-24), de forma aun mas preferente
N(21-23)

<220>
<221> misc_feature
<222> (1)..(23)
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<223>n = a, t/u, g, c, desconocido u otros

<400> 7
nnnNnNNNNNN hnnnnnnnnn nnn 23

<210> 8

<211> 24

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> ARNds segun la invencion (pp. 6 y 9 de la descripcion).
Estructura general: N(17-25), preferentemente N(19-25), de forma
especialmente preferente N(19-24), de forma aun mas preferente
N(21-23)

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(24)

<223>n = a, t/u, g, c, desconocido u otros

<400> 8
nnNnNNNNNNN NNnnNNNNNNN NNNN 24

<210>9

<211> 25

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ARNds segun la invencion (pp. 6 y 9 de la descripcion).
Estructura general: N(17-25), preferentemente N(19-25), de forma

especialmente preferente N(19-24), de forma aun mas preferente
N(21-23)

<220>
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misc_feature

(1) .. (25)

n = a, t/u, g, c, desconocido u otros
9

nnnnnNnNNNN NNnNNNNNNNN NNNNN

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>

<223> Motivo de secuencia de un ARNds de VGLUT preferente segun la

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

10

23

ADN

Secuencia artificial

invencion (p. 9 de la descripcion).
El motivo de secuencia es AAN(19)TT

misc_feature
(3) .. (21)
n = a, t/u, g, c, desconocido u otros

10

aannnnnnnn nnnnnnnnnn ntt

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>

<223> Motivo de secuencia de un ARNds de VGLUT preferente segun la

<220>

11

23

ADN

Secuencia artificial

invencion (p. 9 de la descripcion).
El motivo de secuencia es NAN(19)NN.

25

23
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<221> misc_feature
<222> (1)..(5)
<223>n = a, t/u, g, c, desconocido u otros

<400> 11
nannnnnnnn nnnnnnnnnn nnn 23

<210> 12

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Motivo de secuencia de un ARNds de VGLUT preferente segun la
invencion (p. 9 de la descripcion).
El motivo de secuencia es NARN(17)YNN.

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(23)

<223>n=a,t/u, g, c, desconocidouotros;y=cot;r=aog

<400> 12
narnnnnnnn NnNNNNNNNNN ynn 23

<210> 13

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Motivo de secuencia de un ARNds de VGLUT preferente segun la
invencion (p. 9 de la descripcion).
El motivo de secuencia es NANN(17)YNN.

<220>
<221> misc_feature
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<222> (1)..(23)
<223>n=a, t/u, g, c, desconocido u otros; y=co t.

<400> 13
nannnnnnnn NnnnnNNNNNN ynn 23

<210> 14

<211> 21

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(21)

<223> Una secuencia de ADN diana de VGLUT1 (Figura 26).

<400> 14
aacgtgcgca agttgatgaa c 21

<210> 15

<211> 21

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> misc_feature

<222> (1) .. (21)

<223> Una secuencia de ADN diana de VGLUT1 (Figura 26).

<400> 15

aagttgatga actgcggagg c 21

<210> 16
<211> 21
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<212> ADN
<213> Homo sapiens

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(21)

<223> Una secuencia de ADN diana de VGLUT2 (Figura 26).

<400> 16
aatgccttta gctggcattc t

<210> 17

<211> 21

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>
<221> misc_feature
<222> (1)..(21)

<223> Una de las secuencias de ADN diana de VGLUT2 (Figura 26).

<400> 17
aatggtctgg tacatgtttt g

<210> 18

<211> 21

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>
<221> misc_feature
<222> (1)..(21)

<223> Una de las secuencias de ADN diana de VGLUT2 (Figura 26).

<400> 18

21

21
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aaagtcctgc aaagcatcct a 21

<210> 19

<211> 21

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(21)

<223> Una de las secuencias de ADN diana de VGLUT2 (Figura 26).

<400> 19
aagtcctgca aagcatccta c 21

<210> 20

<211> 21

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(21)

<223> Una de las secuencias de ADN diana de VGLUT2 (Figura 26).

<400> 20
aagaacgtag gtacatagaa g 21

<210> 21

<211> 21

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>
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<221> misc_feature
<222> (1)..(21)
<223> Una de las secuencias de ADN diana de VGLUT2 (Figura 26).

<400> 21
aattgttgca aacttctgca g 21

<210> 22

<211> 21

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(21)

<223> Una de las secuencias de ADN diana de VGLUT2 (Figura 26).

<400> 22

aaattagcaa ggttggtatg c 21

<210> 23

<211> 21

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(21)

<223> Una de las secuencias de ADN diana de VGLUT2 (Figura 26).

<400> 23
aattagcaag gttggtatgc t 21

<210> 24
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<211> 21
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(21)

<223> Una de las secuencias de ADN diana de VGLUT2 (Figura 26).

<400> 24
aaggttggta tgctatctgce t 21

<210> 25

<211> 21

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(21)

<223> Una de las secuencias de ADN diana de VGLUT2 (Figura 26).

<400> 25

aagcaagcag attctttcaa c 21

<210> 26

<211> 21

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(21)

<223> Una de las secuencias de ADN diana de VGLUT2 (Figura 26).
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<400> 26
aaccacttgg atatcgctcc a 21

<210> 27

<211> 21

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(21)

<223> Una de las secuencias de ADN diana de VGLUT2 (Figura 26).

<400> 27
aa tgggcatt tcgaatggtg t 21

<210> 28

<211> 21

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(21)

<223> Una de las secuencias de ADN diana de VGLUT2 (Figura 26).

<400> 28
aataagtcac gtgaagagtg g 21

<210> 29

<211> 21

<212> ADN

<213> Homo sapiens
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<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(21)

<223> Una de las secuencias de ADN diana de VGLUT2 (Figura 26).

<400> 29
aagtcacgt g aagagtggca g 21

<210> 30

<211> 21

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(21)

<223> Una de las secuencias de ADN diana de VGLUT2 (Figura 26).

<400> 30
aagagtggca gtatgtcttc c 21

<210> 31

<211> 21

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(21)

<223> Una de las secuencias de ADN diana de VGLUT2 (Figura 26).

<400> 31
aatatttgcc tcaggagaga a 21
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<210> 32

<211> 21

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(21)

<223> Una de las secuencias de ADN diana de VGLUT2 (Figura 26).

<400> 32
aagtcttatg gtgccacaac a 21

<210> 33

<211> 21

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(21)

<223> Una de las secuencias de ADN diana de VGLUT2 (Figura 26).

<400> 33
aatggaggtt ggcctagtgg t 21

<210> 34

<211> 21

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(21)

<223> Una de las secuencias de ADN diana de VGLUT2 (Figura 26).
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<400> 34
aagactcaca tagctataag g 21

<210> 35

<211> 21

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(21)

<223> Una de las secuencias de ADN diana de VGLUT3 (Figura 26).

<400> 35
aatcttggag ttgccattgt g 21

<210> 36

<211> 21

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(21)

<223> Una de las secuencias de ADN diana de VGLUT3 (Figura 26).

<400> 36
aaccggaaat tcagacagca c 21

<210> 37

<211> 21

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>
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<221> misc_feature
<222> (1)..(21)
<223> Una de las secuencias de ADN diana de VGLUT3 (Figura 26).

<400> 37
aaacagtggg ccttatccat g 21

<210> 38

<211> 21

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(21)

<223> Una de las secuencias de ADN diana de VGLUT3 (Figura 26).

<400> 38
aattccaggt ggtttcattt ¢ 21

<210> 39

<211> 21

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(21)

<223> Una de las secuencias de ADN diana de VGLUT3 (Figura 26).

<400> 39
aacatcgact ctgaacatgt t 21

<210> 40
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<211> 21
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(21)

<223> Una de las secuencias de ADN diana de VGLUT3 (Figura 26).

<400> 40
aaggtttagt ggagggtgtg a 21

<210> 41

<211> 21

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(21)

<223> Una de las secuencias de ADN diana de VGLUT3 (Figura 26).

<400> 41
aagaggtctt tggatttgca a 21

<210> 42

<211> 21

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(21)

<223> Una de las secuencias de ADN diana de VGLUT3 (Figura 26).
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<400> 42
aataagtaag gtgggtctct t 21

<210> 43

<211> 21

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(21)

<223> Una de las secuencias de ADN diana de VGLUT3 (Figura 26).

<400> 43
aagtaaggtg ggtctcttgt c 21

<210> 44

<211> 21

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(21)

<223> Una de las secuencias de ADN diana de VGLUT3 (Figura 26).

<400> 44
aaggtgggtc tcttgtcage a 21

<210> 45

<211> 21

<212> ADN

<213> Homo sapiens
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<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(21)

<223> Una de las secuencias de ADN diana de VGLUT3 (Figura 26).

<400> 45
aatcgttgta cctattggag g 21

<210> 46

<211> 21

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(21)

<223> Una de las secuencias de ADN diana de VGLUT3 (Figura 26).

<400> 46
aagacccgtg aagaatggca g 21

<210> 47

<211> 21

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(21)

<223> Una de las secuencias de ADN diana de VGLUT3 (Figura 26).

<400> 47
aagaatggca gaatgtgttc c 21
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<210> 48

<211> 21

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(21)

<223> Una de las secuencias de ADN diana de VGLUT3 (Figura 26).

<400> 48
aatcattgac caggacgaat t 21

<210> 49

<211> 21

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(21)

<223> Una de las secuencias de ADN diana de VGLUT3 (Figura 26).

<400> 49
aactcaacca tgagagtttt g 21

<210> 50

<211> 21

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(21)

<223> Una de las secuencias de ADN diana de VGLUT3 (Figura 26).
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<400> 50
aaagaagatg tcttatggag c 21

<210> 51

<211> 21

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(21)

<223> Una de las secuencias de ADN diana de VGLUT3 (Figura 26).

<400> 51
aagagctgac atcctaccag a 21

<210> 52

<211> 17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de un ARNds cuya secuencia diana presenta en el extremo 5
la sucesioén de nucleodtidos AA (p. 12 de la descripcion).
Motivo de secuencia 5’AAN(15-23)

<220>

<221> misc_feature

<222> (3)..(17)

<223>n = a, t/u, g, c, desconocido u otros.

’

<400> 52
aannnnnnnn nnnnnnn 17

<210> 53
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<211> 18
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de un ARNds cuya secuencia diana presenta en el extremo 5’
la sucesioén de nucleodtidos AA (p. 12 de la descripcion).
Motivo de secuencia 5’AAN(15-23)

<220>

<221> misc_feature

<222> (3)..(18)

<223>n = a, t/u, g, c, desconocido u otros.

<400> 53
aannnnnnnn nnnnnnnn 18

<210> 54

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de un ARNds cuya secuencia diana presenta en el extremo 5’
la sucesion de nucleodtidos AA (p. 12 de la descripcidn).
Motivo de secuencia 5’ AAN(15-23)

<220>

<221> misc_feature

<222> (3)..(19)

<223>n = a, t/u, g, c, desconocido u otros.

<400> 54
aannnnnnnn nnnnnnnnn 19
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<210> 55

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de un ARNds cuya secuencia diana presenta en el extremo 5’
la sucesioén de nucleodtidos AA (p. 12 de la descripcion).
Motivo de secuencia 5’AAN(15-23)

<220>

<221> misc_feature

<222> (3)..(20)

<223>n = a, t/u, g, c, desconocido u otros

<400> 55
aannnnnnnn nnnnnnnnnn 20

<210> 56

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de un ARNds cuya secuencia diana presenta en el extremo 5’

la sucesioén de nucleodtidos AA (p. 12 de la descripcion).
Motivo de secuencia 5’AAN (15-23)

<220>

<221> misc_feature

<222> (3)..(21)

<223>n = a, t/u, g, c, desconocido u otros

<400> 56
aannnnnnnn nnnnnnnnnn n 21
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<210> 57

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de un ARNds cuya secuencia diana presenta en el extremo 5’
la sucesioén de nucleodtidos AA (p. 12 de la descripcion).
Motivo de secuencia 5’ AAN(15-23)

<220>

<221> misc_feature

<222> (3)..(22)

<223>n = a, t/u, g, c, desconocido u otros

<400> 57
aannnnnnnn nnnnnnnnnn nn 22

<210> 58

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de un ARNds cuya secuencia diana presenta en el extremo 5’

la sucesioén de nucleodtidos AA (p. 12 de la descripcion).
Motivo de secuencia 5’AAN(15-23)

<220>

<221> misc_feature

<222> (3)..(23)

<223>n = a, t/u, g, c, desconocido u otros

<400> 58
aannnnnnnn nnnnnnnnnn nnn 23



10

15

20

25

30

35

ES 2347 574 T3

- 113 -

<210> 59

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de un ARNds cuya secuencia diana presenta en el extremo 5’
la sucesion de nucleodtidos AA (p. 12 de la descripcidn).
Motivo de secuencia 5’AAN(15-23)

<220>

<221> misc_feature

<222> (3)..(24)

<223>n = a, t/u, g, c, desconocido u otros

<400> 59
aannnnnnnn nnnnnnNnNnNn nnnn 24

<210> 60

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de un ARNds cuya secuencia diana presenta en el extremo 5’

la sucesioén de nucleodtidos AA (p. 12 de la descripcion).
Motivo de secuencia 5’ AAN(15-23)

<220>

<221> misc_feature

<222> (3)..(25)

<223>n = a, t/u, g, c, desconocido u otros

<400> 60
aannnnnnnn nnnnnnnNNNN nnnnn 25
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<210> 61

<211> 17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de un ARNds cuya secuencia diana presenta en el extremo 3’
la sucesion de nucleodtidos TT (p. 12 de la descripcion).
Motivo de secuencia 3’ TTN(15-23)

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(15)

<223>n = a, t/u, g, c, desconocido u otros

<400> 61
nnnnnnnnnn nnnnntt 17

<210> 62

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de un ARNds cuya secuencia diana presenta en el extremo 3’

la sucesion de nucleodtidos TT (p. 12 de la descripcion).
Motivo de secuencia 3’ TTN(15-23)

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(16)

<223>n = a, t/u, g, c, desconocido u otros

<400> 62
nnnnnnnnnn nnnnnntt 18
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<210> 63

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de un ARNds cuya secuencia diana presenta en el extremo 3’
la sucesion de nucleodtidos TT (p. 12 de la descripcion).
Motivo de secuencia 3’ TTN(15-23)

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(17)

<223>n = a, t/u, g, c, desconocido u otros

<400> 63
nnnnnnnnnn nnnnnnntt 19

<210> 64

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de un ARNds cuya secuencia diana presenta en el extremo 3’

la sucesion de nucleodtidos TT (p. 12 de la descripcion).
Motivo de secuencia 3’ TTN(15-23)

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(18)

<223>n = a, t/u, g, c, desconocido u otros

<400> 64
nnnnnnnnnn nnnnnnnntt 20
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<210> 65

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de un ARNds cuya secuencia diana presenta en el extremo 3’
la sucesion de nucleodtidos TT (p. 12 de la descripcion).
Motivo de secuencia 3’ TTN(15-23)

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(19)

<223>n = a, t/u, g, c, desconocido u otros

<400> 65
nnnnnnnnnn nnnnnnnnnt t 21

<210> 66

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de un ARNds cuya secuencia diana presenta en el extremo 3’

la sucesion de nucleodtidos TT (p. 12 de la descripcion).
Motivo de secuencia 3 TTN(15-23)

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(20)

<223>n = a, t/u, g, c, desconocido u otros

<400> 66
nnnnnnnnnn nnnnnnnnnn tt 22
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<210> 67

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de un ARNds cuya secuencia diana presenta en el extremo 3’
la sucesion de nucleodtidos TT (p. 12 de la descripcion).
Motivo de secuencia 3’ TTN(15-23)

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(21)

<223>n = a, t/u, g, c, desconocido u otros

<400> 67
nnnnnnnnnn nnnnnnnnnn ntt 23

<210> 68

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de un ARNds cuya secuencia diana presenta en el extremo 3’

la sucesion de nucleodtidos TT (p. 12 de la descripcion).
Motivo de secuencia 3’ TTN(15-23)

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(22)

<223>n = a, t/u, g, c, desconocido u otros

<400> 68
nnnnnnnnnn nnnnnnnnnn nntt 24
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<210> 69

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de un ARNds cuya secuencia diana presenta en el extremo 3’
la sucesion de nucleodtidos TT (p. 12 de la descripcion).
Motivo de secuencia 3’ TTN(15-23)

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(23)

<223>n = a, t/u, g, c, desconocido u otros

<400> 69
nnnnnnnnnn nnnnnnnnnn nnntt 25

<210>70

<211> 21

<212> ARN

<213> Rattus norvegicus

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(21)

<223> Secuencia diana del ARNm de VGLUT2 (p. 17 de la descripcion).

<400> 70
aaggcuccgc uaugcgacug u 21

<210> 71

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<220>

<223> Cadena sentido del ARNds dirigido contra la secuencia diana arriba
indicada del ARNm de VGLUT2 de rata (con un TT saliente en el extremo
3’) (p- 17 de la descripcion).

<400> 71
ggcuccgcua ugcgacugut t 21

<210> 72

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cadena antisentido del ARNds dirigido contra la secuencia diana arriba
indicada del ARNm de VGLUT2 de rata (con un TT saliente en el extremo
3’) (p- 17 de la descripcion).

<400> 72
acagucgcau agcggagcct t 21

<210>73

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> si-rVGLUT1 739-759 EGT (p. 36 de la descripcion).

<400> 73
agcgccaagce ucaugaacct t 21

<210> 74
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<211> 21
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> si-rVGLUT1 739-759 EGT (p. 36 de la descripcion)

<400> 74
gguucaugag cuuggcgcut t 21

<210> 75

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> si-rVGLUT2 100-120 EGT (ARNSsi activo) (p. 36 de la descripcion)

<400> 75
gcaggauaac cgagagacct t 21

<210> 76

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> si-rVGLUT2 100-120 EGT (ARNSsi activo) (p. 36 de la descripcion)

<400> 76

ggucucucgg uuauccugct t 21

<210> 77
<211> 21
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<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> si-rVGLUT3 220-240 EGT (p. 36 de la descripcion)

<400> 77
gcgguacauc aucgcuguct t 21

<210>78

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> si-rVGLUT3 220-240 EGT (p. 36 de la descripcion)

<400> 78
gacagcgaug auguaccgct t 21

<210>79

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> si-VGLUT2 MM EGT (ARNSsi de control) (p. 36 de la descripcion)

<400> 79
ggacuagcaa agcgagccat t 21

<210> 80
<211> 21
<212> ADN
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<213> Secuencia artificial

<220>
<223> si-VGLUT2 MM EGT (ARNSsi de control) (p. 36 de la descripcion)

<400> 80
uggcucgcuu ugcuagucct t 21

<210> 81

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> si-rVGLUT2 100-120 AMB (ARNSsi activo) (p. 36 de la descripcién)

<400> 81
gcaggauaac cgagagacct t 21

<210> 82

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> si-rVGLUT2 100-120 AMB (ARNSsi activo) (p. 36 de la descripcién)

<400> 82
ggucucucgg uuauccugct t 21

<210> 83

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> si-rVGLUT2 166-186 AMB (p. 36 de la descripcion)

<400> 83
ggcuccgcua ugcgacugut t 21

<210> 84

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> si-rVGLUT2 166-186 AMB (p. 37 de la descripcion)

<400> 84
acagucgcau agcggagcct t 21

<210> 85

<211> 21

<212> ADN

<213> Rattus norvegicus

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(21)

<223> Secuencia diana de VGLUT2 de rata (p. 18 de la descripcion).

<400> 85
aagcaggata accgagagac ¢ 21

<210> 86
<211> 21
<212> ARN
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<213> Rattus norvegicus

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(21)

<223> Secuencia diana del ARNm de VGLUT2 de rata (p. 48 de la descripcion).

<400> 86
aagcaggaua accgagagac c 21

<210> 87

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cadena sentido del ARNsi dirigido contra la secuencia diana de VGLUT2
arriba indicada o la secuencia diana de ARNm de VGLUT2 (pp. 18 y 48
de la descripcion).

<220>

<221> misc_feature

<222> (20)..(20)

<223> T = dT (desoxitimidina)

<220>

<221> misc_feature

<222> (21)..(21)

<223> T = dT (desoxitimidina)

<400> 87

gcaggauaac cgagagacct t 21

<210> 88
<211> 21
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<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cadena antisentido del ARNSsi dirigido contra la secuencia diana de
VGLUT2 arriba indicada o la secuencia diana de ARNm de VGLUT2 (pp.

18 y 48 de la descripcion).

<220>

<221> misc_feature

<222> (20)..(20)

<223> T = dT (desoxitimidina)

<220>

<221> misc_feature

<222> (21)..(21)

<223> T = dT (desoxitimidina)

<400> 88
ggucucucgg uuauccugct t

<210> 89

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

21

<223> Secuencia diana (no es una secuencia de VGLUTZ2) del ARNSsi de control

en el ejemplo de realizacion 4. (p. 48 de la descripcion).

<400> 89
aaggactagc aaagcgagcc a

<210> 90
<211> 21

21
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<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cadena sentido del ARNsi de control de doble cadena dirigido contra la
secuencia diana arriba indicada (p. 48 de la descripcion).

<220>

<221> misc_feature

<222> (20)..(20)

<223> T = dT (desoxitimidina)

<220>

<221> misc_feature

<222> (21)..(21)

<223> T = dT (desoxitimidina)

<400> 90
ggacuagcaa agcgagccat t 21

<210> 91

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cadena antisentido del ARNsi de control de doble cadena dirigido contra
la secuencia diana arriba indicada (p. 48 de la descripcion).

<220>

<221> misc_feature

<222> (20)..(20)

<223> T = dT (desoxitimidina)

<220>
<221> misc_feature
<222> (21)..(21)
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<223> T = dT (desoxitimidina)

<400> 91
uggcucgcuu ugcuagucct t 21

<210> 92

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador PCR: rVGIuT1(2_4)F; (p. 56 de la descripcion).

<400> 92
tctgggtttc tgcatcage 19

<210> 93

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador PCR: rVGIuT1(2_4)R; (p. 56 de la descripcion).

<400> 93
ccatgtatga ggccgacagt 20

<210> 94

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador PCR: rVGIuT2(8_9)F; (p. 56 de la descripcion).
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<400> 94
aagaccccat ggaggaagtt 20

<210> 95

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador PCR-Primer: rVGIuT2(8 9)R; (p. 56 de la descripcién).

<400> 95
attgtcatga ccaggtgtgg 20

<210> 96

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador PCR: rVGIuT3(4_5)F; (p. 56 de la descripcion).

<400> 96
atccagagac ggtgggtctt 20

<210> 97

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador PCR: rVGIuT3(4_5)R; (p. 56 de la descripcion).

<400> 97
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atgacacagc cgtaatgcac 20

<210> 98

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador PCR: rGAPDH(7_8)F; (p. 56 de la descripcion).

<400> 98
atcctgggct acactgagga 20

<210> 99

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador PCR: rGAPDH(7_8)R; (p. 56 de la descripcion).

<400> 99
atgtaggcca tgaggtccac 20

<210> 100

<211> 29

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador rVGIuT2 TS10 as; (p. 56 de la descripcion).

<400> 100
aagcaggata accgagagac ccctgtctc 29
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<210> 101

<211> 29

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador rVGIuT2 TS10 s; (p. 56 de la descripcion).

<400> 101
aaggtctctc ggttatcctg ccctgtete 29

<210> 102

<211> 29

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador rVGIUT2 TS14 as; (p. 57 de la descripcion).

<400> 102
aaggctccgc tatgcgactg tcctgtctc 29

<210> 103

<211> 29

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador rVGIUT2 TS14 s; (p. 57 de la descripcion).

<400> 103
aaacagtcgc atagcggagc ccctgtctc 29

<210> 104
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<211> 1683
<212> ADN
<213> Desconocido

<220>
<223> Secuencia codificadora de un VGLUIT1 con el numero de acceso de
banco de genes U07609 (figura 5).

<400> 104
atggagttce gyeaggaggs gtttoggaag ctggegggoe gogocctggg gaggotgeac &0
cggttactgy agaagcgges ggasggcgog gagacattgg agebgagoge cgacgggoge 120
ccagitgacca cacacacgeg ggaccogoeg ghtggtggact geoacttgett tggootocet 180
cgecgetaca toatogogat catgagoggt ctgggtittot goetcageott tggeatoccoge 240
tgcaacctgy geghbggocat cgtatccatyg gtcaacaaca gtacaaccca cocgbggggge 300
cacgtgotgy tgoagasage cecagtbecaac btgggateocag agactgtegg coteatacat 360
ggctoctbttt tetgggggta cattghbecact cagatteets gaggatttat ctgccéaaaa 420
ttogoagoca acagggtott tgactttgoe attgtggota cocteocaccet aaatatgttg 480
atccctteoag cagecegtgt teoactatgge tgtgteatet tegtgaggat coctteagggs 540
ttggtggagy gggbtcacata coctgottge catggoatet ggageaaatg ggoccoteococ 600
ttagaacgga gtoggotgge gacgacageoe ttttgeggtt coctatgoocgg ggoagtggtt 660
gocatgocte tggetggggt cotggtacag tattcaggat ggagttotgt cttetatgte 720
tatggeocaget tegggatett tiggtacectg thtetggtbge ttgtotecta cgagtcacet T80
geoactacace coagoatctc cgaggaggag cgoaastaca thgaggatge catcggagaa B40
agcgecaage teatgaaccce tgttacgaag tttaacacac cctggaggeg cttetttace 00
tocatgoogg totatgeocat cattgtegece aacttttgec geagetggac tttcotacetg 860
ctoctcatet cocagoccge ctactttgaa gaagtgtteg gotttgagat cagoaaggtyg 1320
ggactggtgt cggeactgoc tcaccttgtc atgactateca tcgtacceat cggaggocag 1080
ategeegact tectgeogeoag tegteatata atgtecacgs ccaatgtgeg aaagetgatg 1140
sasctgegggy gtttegggat ggaagotacg ctgeotgetgg tggtoggata cteacactec 1200
aagggogtgg ccatctectt cetggtectyg getgtggget tecaghtggebtt tgetatetet 1260
gggtttaacy tgaaccactt ggacatcgec coctcgatatg ccageatctt gatgggeatt 1320
tocaatggeg tgggcacact gtcoctgggaty gtgtgeccca tcatcgtggg tgoaatgace 1380
aagracaaga cgcgggagga gtggcagtac ghgtteckteoa tagoctococot ggtgoactat 1440
ggeggtgtoca toctictatgg ggtetttget tegggagaga aacagocgbg ggoagagocog 1500
gaggagatga gocgaggagaa gtgtggotit gttggecacg accagetgge tggcagtgac 1560
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gaaagtgaaa tggaagacga ggttgagcoe coggdggoas ccccogoacc toogocttce

tacggggcca cacacagroac agbtcagoct ceaaggecco cacecectgt cocgggactac

tga

<210> 105
<211> 1749

<212> ADN

<213> Rattus norvegicus

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(1749)

<223> Secuencia codificadora de VGLUTZ;
genes NM_053427 (figura 6).

<400> 105
atggagtegg
ggaaaaktece
atcgagctga
gactgtacgt
tteoctgeatet
aacagcacca
cococgagactg
cogggeggat
cttacctcta
atctttatta
atatggageca
ggttectatg
ggatggtcett
cttotggtgt
tacatagaag
accoccatgga
tgeaggagtt
tttggattig

ateattgkge

tazaacasag
tocggacagat
cagaggacqgg
gotteggect
cotttggtat
toccaccggog
tagggatgat
acatcgeate
coctcaatat
gaatattgca
agtgggoeocco
ctggagecagh
cagtatttta
cttacgagag
agagcatogg
ggaagttttt
ggacttttta
aaatcagcaa

ctateggggg

gatetbgges
ctacagggty
caagooccoctg
googogoogs
cogoctgtaac
tggcaaagtt
tcacggotcg
goegactggot
gotgatcoca
aggacttgtg
tootttoggag
cattgcaatg
cgtatatgga
coccocgoaaag
ggagagegcea
cacatcocatyg
tttactgetc
gottggeaty

gocaaattgea

cocggggaaag
ctggagaaga
gaggtgocetoy
tacatcatacy
ctgggtgbtgg
atcaaggaga
ttettetgog
gotaacogag
tctgocagooa
gagggcgtca
aggagtaggt
cococctagetg
agctttggka
catoccaacoa
aatctgttag
coogtctatg
atcagtcoaac
ttgtockgegy

gactttctaa

numero de acceso de bando de

aggggataaa
agcaggataa
agaagaagge
ccatcatgag
ccattgtgga
aagccaaght
goctatateoat
tetttgggge
gagtgcatta
cctacocage
tggctaceac
gtatcetggt
tggtctggta
taacagacga
gagcaatgga
cgataattgt
cagobtattt
toecacacet

ggagcaagca

gaattttget
cocgagagaco
tecegetatge
cggcctegge
catggtcaac
taactgggac
cacgcagatt
tgocecatactg
tggatgogte
ctgtcacggg
ctecttetgt
gocagtacact
tatgttcoctgyg
agaacgtagg
gaaattcaag
tgocaaactte
cgaggaggtt
ggtcatgaca

aattotttea

1620
1680

183

&0
120
180
240
300
3el
420
480
240
600
660
TEQ
T80
840
900
2980

1020
1080

1140
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acaactacag
ctggttgttg
ggattcagtg
tatgocagta
cogateattg
cteoategetg
gagaagcaac
gaagatgaac
accaaatcct
aaggaagaat

tattcataa

<210> 106

tgegaaagat

gctactctea

gatttgectat

tettaatggg

ttggtgcaat
cactgatcoca

cttgggcaga

tggatgaaga

acggcgocac

ttgtgecaaga

<211> 1767

<212> ADN

<213> Desconocido

<220>

<223> Secuencia codificadora de un VGLUT3 con el numero de acceso de

ES 2347 574 T3

catgaactge
tactagaggg

ctctggtttc
catttcaaat
gacgaagaac
ctatggtgga
coctgaggaa
aacgggyggac
ctocacaggag

aagtgogcaa

- 133 -

gggggttttg
gtggceatct

aatgtgaace

ggtgttggea
azgtccoghg
gtocatatttt
acaagogaag
atcactcaga
aaeggagget

gacgogtact

banco de genes AJ491795 (figura 7).

<400> 106

atgocoattta
gtgaagaatg
grggagggayg
cgagoocctg
atgagtggec
gtggsaatgg
cagtttaact
attgtgacac
ggagoctgoca
cattacgoet
ccageoctgoe

acaacctott

acgcatttga
coghgggaga
atgecattga
tatgogactg
tgggattotyg
tocaacaatag
gggatecaga
azattocogg
tettottgac
gtgtcatgtyg
acgggatgtyg

tttgtggtto

taccttcaaa
ttegetggag
gotgagtgag
cagoctgotgt
cattteoettt
cactgtgtat
gacggtgggt
tggottcatt
gtcaaccctg
tgtgaggatt
gagtaagtogg

ctatgcoggg

gaaaaaattt
atcttacaaa
gaaggaaggo
ggcatcooca
gggattocggt
gtggatggga
cttatccatg
tcaaacaagt
aacatgttca
ttgeoagggke
geacctoooo

goagtegttg

gcatggaage
ccttettggt

acttggatat

cgotyg toggg
gagaa tggca
atgca ctatt
aazag tgtgg
attac ataaa
ggoct aacgyg

cctat aagga

tgaaa cocogy
gaaaa cteoga
cogtg<agac
agegg tacat
geaac<ttgg
aacogegaaat
gatect £ttt
ttgctgotaa
tocotteoocoo
tggtggagygg
tggagsagaag

ctatgocooct

cacactgctt
gcttgcagtg
tgccccgaga
aatggtetge
gtatgtette
tgeocteagga
ctteatteat
ttacggtace
ctgggagaaa

cocgagatgat

gaaggaagga
tgggaccaac
atccagagec
categectgte
agtggoeatt
ccagacagea
ctggggttat
cagggtottt
ggccagggtyg
tgtgacctac
tegtctagee

tgcaggagta

1200
1260

1320

1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740

1749

&0
120
140
240
300
360
420
480
540
&00
&60

T20
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ttggtgcagt
tggtacatgt
aatgaagaac
agcaaattca
gtggcaaact

tttgaagagg

atggtgatga
aagattttga
goeaaccttge
gtgcttgotg
attgoteocac
ggaatggttt
cagaatgtgt
tttgettetg
ggaatecatig
agtcocccagaa
gatecggagac

gaagaggact

<210> 107

acattggoty
tttggetget
ggacctacat
acacaccatg
tttgtagaag

totttgggtt

caatcgtggt
ccacaactge
tectggtggt
taggatttag
gatatgooag
gtoccocctoat
toccteatage
gggaaaaaca
accaagatga
agaagatgte
aacagagaga

tttoagaaac

<211> 2959
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<220>

<221> misc_feature
<222> (1)..(2959)
<223> VGLUT1 (figura 27A)

<400> 107

acttgeages
gggaaccogg
ggotgacegy
gegggtogtyg

acgctggage

tccttecceo
acgcggcoge
cggeaggage
ctotogggaa

tgagtgogga

ES 2347 574 T3

ggectotgic
geaggettat
agagacaagt
gagaaggttt
ctggacette

tgeaataagt

acccattgga
tgtcagaaag
tgggttttee
tggcttigea
catcchtcatg
tgttggtgea
agecctggtyg
ggactgggct
attagocgag
ttatggagee
atcegeoette

atcttaa

cgageggage
cocgggoccge
cgocaccatyg
gctgoaccge

tgggogoceg

- 134 -

ttttatattt
gagtgtocag
ataggagaag
ttcacatect
tatttgotet
aaggtgggte
ggacaactgg
atecatgaatt
cataccaaag
atttcaggtt
gggatctcaa
atgacaaagc
cactacagtyg
gatccagaga
gaaacagaac
accacocaga

gagggggagy

tgcggggoceg
gg9cggggygy
gagttocogeo
cttctggaga

gtgaccacge

acggg=tgtt

cagbttcaces
gogocEactt
tgectgtcta
taataz&agtea
tocttgtcageo
ctgattattt
gtggaggett
gagtggctat
tcaatgtcaa
atggegtggg
acaagaccog
gagtcatett
atctetekga
tcaaccacga
attgtgaggt

agcecattate

gocgggecgyg
atcggeggag
aggaggagtt
agoggoagga

agaccoggga

tggaattatt
aacaatatcc
ggocagtctyg
tgocattatt
gectgottac
tagtcccacac
aagaagocga
tggcatggag
ctoceck toctg
ccacctggac
aaccctetet
ggaagaatgg
ctacggggtc
ggagaaatgt
ggott-togta
ccagaagacg

ctaccagaat

ggocgoaccce
gggaccagog
togoa ageta
aggogcgygayg

coogeoggtyg

T80

B40

200

Sg0
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740

1787

&l
120
180
240

300



gtgaactgca
ggottotgeoa
aataacagca
gatccagaga
attoccaggag
gtggcaacat
gtcatctteg

gggatctgga

tgtggttoct
teaggatgga
tggctgectcg
aagtacatcg
agcacteoeoct
ttctgeoegea
gtgttegget
accatcatcg
toccaccacca
ctgttogtag
ghtgggottca
ogotacgeca
tgoccecatea
ttocctaattg
ggagagaagc
ggooatgace
ggggcaccco
aggoooocac
aggacctoca
ctgtectgeoo
tocttoocaa

aaattcoccoct

cctgettogg
tcagettigg
cgacccaccyg
ctgteggeoot
gatttatetyg
ccactctaaa
tgaggatcct

gcaaatgggo

atgotgggge
getotgtttt
tetoctacga
aggacgccat
ggcggogett
gctggacgtt
tegagateag
tgoeccategg
acgtgogcaa
teggetacte
goggettege
geatccteat
tocgtggggge
cctococtggt
agecoghtggge
agctggetgy
ctgcaccooo
cooctgtoog
ttocacteat
tocaggoctaa
ttgoctocica

aaaggttocc

ES 2347574 T3

ccteoocotoge
catcogotyge
cgggggccac
catacacgge
tocaaaaattt
catgetgatc

gcaggggttyg

coccaccctta

ggtoggtcgeg
ctacgtctac
gtocooccogog
cggagagage
cttcacgtct
ctacctgetg
caaggtagge
cggocagate
gttgatgaac
goactocaag
catctetggg
gggoatoteoc
catgactaag
geactatgga
agagocotgag
cagbtgacgae
gococtoctat
ggactactga
citctggoctg
gaagcactet
ggggtagtga

tocteccacoog

- 135 -

cgctacatta
aacctgggcy
gtggtggtge
tecttttbet
gocagocaaca
ccctcagetyg

gtagaggggg

gaacggagte

atgcococcoteg
ggcagct teg
ctgcacccaa
gcgaaactca
atgocagtet
ctcatctooo
ctggtgtceg
goggacttes
tgeggaggot
ggcgtggoca
ttcaacgtga
asacggcgtay
cacaagactc
ggtgtcatct
gagatgageg
agegaaatgg
ggggocacac
ccatgtgeoct
agtgacagtg
coettgttes
agctgcagac

ttctgooctca

tocgecateat
tggocatogh
Bgaaagocca
gogggctacat
gagttttecgg
cocogegteoca
tcacatacce

goctggegac

ccggggtect
ggatcttetg
gcatctogga
tgaaccooct
atgccatcat
agococgocta
cgctgeccea
tgoggageooyg
tocggeatgga
toctoottoct
accacctgga
goacactgte
gggaggagtyg
tctacggggt
aggagaagtyg
aggatgagge
acagcacatt
coccactgaat
tcaaggaaco
cagtgetgte
tgacagttte

gtggtttcaa

gagtggtctg
ctoca tggte
gttca gotaog
tgteca ctecag
ctbtgctatt
ctatggctgt
cgoct gocat

gacag ccttt

tgtgcagtac
gtacctgttc
ggaggagege
cacgaagkttt
cgtggccaac
cttocgaagaa
cctggteatg
cegeoateatyg
agoccacgetg
ggtcctageo
catagoceocgg
gggcatggty
gcagtacgtg
ctttgottot
tggetteogtt
tgagcocooog
tcagcooooo
ggoagttitce
ctgotectet
aaatcctcott
aaggatacce

atctcteoctt

380
420
480
540
200
660
720

THO

g40

a00

60
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1820
1leB0
1740
1800
1860
1320
1980
2040

2100
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tcagggettt
ccacaccocco
getecocatet
actectgttet
ttgatictca
acttcacatc
ctocectaget
tctetaccee

tccatgaact

ES 2347 574 T3

atttgaatgg acagttcgac
cgcttteoott tatctococagg
cotttocagaa aaattcaagey
goatettoos gattggttta
ccagogttte tgatgoaaaa
tocococctacca goagattcotg
tageataatg totggggaaa

cgtgoacttt ttctgacatg

- 136 -

ctottacktct
gactctcagg
teckecteta
accaattact
tggoggttte
cgaaagoaceo
caaccaaaat

gttitcaggt

gocoootooe caattooteg cactttatic tectgggtgg

cagtggeocat
tctcagacac
catgaaaggg
gtgteotetgt

gtataggcaa

<210> 108

ttgttgtgte coctcagggge ttaatgacte

cooctetttea gettagaatt tggggaacct

aatggggcag gagacagggg tgttttttec

ctetgtgact gtasatesty ecctgeoccea

dadadadas

<211> 3946

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> misc_feature
<222> (1)..(3946)
<223> VGLUT2 (figura 27B)

<400> 108
cgtttaaaag

tttcagectga
tgettgoeget
caactctect
cactctooet
gagaaggaaa
tectageoaat

cegtaaaaca

ccatcagatt
cogacttoca
ctttgecace
attaggazac
cocttotete
agoccgoaac
cactatttaa

aaggattttyg

tgagagcaat
ggaaaaggac
ggatacteoce
cegbgggttyg
actctcacte
tactttaaga
atctggoaag

gocccaggaa

aagtcttcaa
tcaaccgoat
cttecaatga
catgocagota
ttgctggagyg
gattaagaca
aactgacaac

aagaggggcet

ctettgtggt
ctaacctitg
gaagtttcaa
tgtocccogoo
aagtccocoga
azatttctea
egcaatttta

ctaaatagtyg

caaaggtttg aagctaccac cattgaactc cceccatggtg

tttogaacta

aaaatetgog

tttgaggcac
agatcactca
atctctocea
attccaggga
ttocgtgoeoe
agaccotett
acaatatgee
getgoctocag
gtttcatgat
coctgtttet

atceottcece

atagagaagt cacagaatcc

cagtgeaggg ttgtgtettt

ctococcaataa aagotttggt

aaccgggaat
ctacccaaat
gactttotga
ttectgtigta
cgagccacta
atatgcgeaa
agtctttgea

aaagaatttt

ttacattgtt
acogtggeoac
ttgtgtctac
ttcteattot
ccattetget
tectegoott
agaatggaat

gctggaaaat

2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2780
2820
2880
25940

2958

60
120
180
240
300
360
420

480



cactocggoca
tgacggagga
egtgcttcegg
toctoottegg
ccatccaceq
cegtggggat
gotacatoge
ctacccoctaaa
tcagaatact
gcaaatggge

etgccggage

cttcagtgtt
tgtettatga
aagaaagcat
ggaggaagtt
gohggacttt
ttgaaattag
tgootattgg
cagtgagaaa
ttggetatte
gtggatttge
gtatcttaat
ttgttggtge
ctgoococtagt
asaccotggge
aactcgatga
cttatggtge
aatttgtaca
aacaaaacta
Baaaatttta
taaaaatgaa

aagttcoate

gatctacagy
tgggaagoee
cctgeccege
tatcocgetge
cgggggoaag
gatccacggt
gtcteoggotag
tatgeotaatt
gecagggactt
cccacctcta

tgtgattgea

ttatgtctac
aagtoctgeoa
tggagagagt
ttttacatcc
ttatttattg
caaggttggt
gggacaaatt
gatcatgaat
teatactaga
tatatctggt
gggcatttcg
aatgacaaag
ccactatggt
agaccoggag
agazacaggg
cacaacacag
aggagaagta
attactggat
aaaacacgtg
aacaazaacasa

atttcecatte

ES 2347574 T3

gtgctggaga
ctagagatge
cgoctacatta
aacctgggog
gteatcaagg
tococttetttt
gcagccaaca
ccatcagoag
gttgagggtg
gagaggagta

atgoctttag

ggaagctttyg
aagcatocta
goaasatcttt
atgccagtct
cttattagte
atgctatctyg
geoagakbttte
tgtggtggtt
ggggtageaa
ttcaatgtta
aatggtgttg
aataagteac
ggagttatat
gaaacaagtg
gacattactec
gccaatggag
caagacteac
ttatttttag
atgtaaactt
acccatgagyg

aagtcatcca

- 137 -

agaagocaaga
cogagaggaa
tocgocatcoat
tggoccattgt
agaaageocaa
ggggctacat
gogttitogg
ccagagtgea
tgacctacce
gactggecaac

ctggoattet

gaatggtctg
ctattacaga
taggtgcaat
atgcaataat
agoccagcata
ctgtgocaca
taagaagcaa
ttggcatgga
totcattett
accacttgga
goacattgte
gtgaagagtg
tttatgcaat
aagaaaaatyg
aaaattatat
gttggoctag
atagctataa
tgtttgtgat
gcaagocatat
ttaccatcaa

ttottgeoatt

caccggggag
ggegoegoty
gagcggocty
ggacatggte
attecaactgg
catcactcag
agctgocata
ttatggatgt
agcatgtcat
cacctecttt

tgtgcagtac

gtacatgtitt
tgaagaacgt
ggaaaaattc
tgttgcaaac
ttttgaggaa
cttagtaatyg
geagattett
agccacactg
ggtacttges
tatecgctoea
aggaatggtt
gecagtatgte
atttgecktea
tggatttatt
aaattatggt
tggttgggaa
ggaccgagth
taaattecatt
caaccaggeoa
gtgcaatctg

tgtgacttaa

acaatogage
tgegactgea
ggottctgea
aacaacagca
gaceococggaaa
attccgggag
cttettacet
gtcatctttyg
gogatatgga
tgtagttect

actggotggt

tggcttttag
aggtacatag
aagactccat
ttoctgoagaa
gtoctttggat
acaattattg
tcaactacga
ctoctggtcg
gtgggattea
agatatgcca
tgtectatca
ttocctgateg
ggagagasac
catgaagatg
accaccaagt
aagaaagagg
gattatteat
gtgattgoac
agtettgetg
taaaattgtg

aggttgactg

540
600
6e0
720
T80
B840
900
960
1020
1080

1140

1200
12a0
1320
13B0
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1g60
1320
1380
2040
2100
2180
2220
2280
2340

2400



gtcaaaattyg
atttactaza
gcaaaatgca
cgtcaagtag
aagaaataca
aatgtgagat
ttgogcacaa
ttotteccate
tcatgtageg
attttttatt

dagccacaaa

taagaacaaa
atgaaacttg
taagtaggta
acaatacatt
atacacagaa
tgggttaggg
goattttget
ceataagtge
ctgtttgggt
tataatgtce
attttgtcta
gotactgeaa
agaaaaaaaa
gttgtgtiga

atgotetatt

<210> 109

<211> 3838

<212> ADN

tagaaacaag
gcacaacate
cttatatatt
aggcgacatt
ttgtgaacta
attttgttag
acacttattt
catttaccta
tatcacataa
acaacttitgt

gaatctaata

gaaatagaaa
tgocacagag
attttattat
atattaaaat
acataataaa
aattgoaatt
tgteatttet
aatgcataaa
ggttggaata
taaaattatg
ttetggatat
atataaaacc
aataccctke
atgaaaatat

tateoeottitt

<213> Homo sapiens

<220>

<221> misc_feature

ES 2347 574 T3

tagttaccea
tecatestaca
tgttacactg
tattaagtga
tecagotacaa
toctcaaaag
ctgtgaaaga
atagtatgaa
cttttttgea
actggttgta

agaaatttat

atggtttaga
ctatatgtaa
ttaaagtect
ggtckectete
caatctteoac
tetactttea
taatataact
atttoctgte
attttatttt
ataatacatt
ttgatctgtt
taaagtttgt
gotttghtgeoo
gtggactgtec

taaaaaaaaa

- 138 -

ttggattecat
aaagttaaga
tattgcaaga
aaatcatgga
agttgtactg
gaatatcttg
gaacatgtaa
acagttcaca
aazaatataa
acttgeocatta

tatggagata

tatetttett
tatgaaaaga
attaagaaat
tatatatatec
acgaaaccaa
tagagtcata
caacazgaat
tgtatattac
tettttaaaa
tccceattca
taatgtactg
ttaaazaaat
tocraagtgat
attttgttge

aadaaaaaaa

atgagctaaa
agocaaagetk
tagcacacag
gttgggatat
aataactatt
cagtgtttte
gttgaggggt
tttcaataaa
aaagaaataa
gaaaaazaaa

tagooccttaa

ccttcataat
ttaacttcat
atttgtetta
tgtatatett
anatagcata
gaattttagyg
tgcaacattt
cttocattttg
aagetaacat
actcaaaata
tgoctagtgac
gcaaatecatt
gtaatgtgat
agcaaazaaag

asaaaa

acteatcact
acttgatecat
aagttggety
ctotcaatta
agaattgeoat
tatgaaatgc
atgcttcatyg
atcaaacttt
acttcaatgt
agagatatat

astgoaatat

tasatactat
agagatatig
aatatatagg
atacatgtce
cacctaatgt
tggggaagag
gtgtaccaag
cttgtagtag
cagaccoctt
ttattggtagt
tggaggooct
ckttacctta
cacagotttt

tgttaataaa

2460
2520
2580
2640
2700
2740
2820
2880
2940
3000

3060

31z0
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3&00
36860
3720
3780
3840
3900

3046



<222> (1)..(3838)
<223> VGLUTS3 (figura 27C)

<400> 109
tottggaaga

gaactgactt
aggatgacag
cttttaaage
agaacgoogt
aagaagataa
ooooacteks
gtgggctggg
aaatggtcaa

ttzaactogga

tgacacaaat
ctgcecatctt
acggatgcogt
cotgocatgg
cctottittg
tgcagtacat
acatgttttg
aggagaagac
aatttagtac
caaatttttg
aagaggtctt
ttatgacaat
ttttaaccac
cottactect
ttgctgtagg
ccocacgeota
tggtctgtec
atgtgttcct
cttctgggga

tcattgacca

tecgagotgy
ccaggtgttc
tttttgagac
atttgatace
gggagattct
cattgagetg
cqactgooan
attctgcatt
caatagcacc

tocagaaaca

tccaggtggt
cttaacatcqg
catgtgtgte
gatgtggagt
tggttcctat
tggatggtee
gctgttgeag
ctatatagag
cccatggaaa
cagaagctgg
tggatttgeca
cgttgtacct
aactgctgte
ggtggtigge
atttagtgge
tgccagecatt
ccteattgte
catagctgec
gaaacaggag

ggacgaatta

ES 2347574 T3

gtttcatcte
accaagggaa
tgactgttaa
ttcaaagaaa
ttgggaattt
aatgaagaag
tgctanggoo
tectttggga
gtatatgttg

gtgagectta

ttcatttcaa
actctgaaca
agaattctge
aagtgggcac
gcaggggcag
tetgtetttt
gcctatgagt
acaagcatag
agatttttea
accttttatt
ataagtaagg
attggaggac
agaaaaatca
ttttegecata
ttecgotattt
cteatgggga
ggtgcaatga
ctggtgecatt
tgggctgacc

gctgaggaga

- 139 -

ctttttgatt
acaaggtggt
cggctocagag
aaattctgaa
tacaaagaaa
gaaggocggt
toccoccaaaea
tcocggtgocaa
atggaaaacc

tecatggate

acaagtttgec
tgtttattce
aaggttragt
cacctttgga
tggttgeocat
atatttatgg
gcoccagcage
gagagggggc
catctttgeco
tgctcocteat
tgggtctctt
aattggectga
tgaactgtgg
ccaaaggggt
caggttttaa
tctcaaacgg
ccaggcacaa
acagtggtgt
cagagaatet

tagaactcaa

ttgagtagtt
toctcacactg
gtgoooetea
acctgggaag
aatcgatggg
goagacgteo
ttacatcatt
tettggagtt
ggaaattcag

ttttttctog

tgctaacagg
ctctgcagee
ggagggtgtg
gagaagccga
geeectgget
catgtttggg
tcatccaaca
caacgtggtt
ggtttacgea
aagtcagcct
gtcagcagte
ttatttaaga
aggttttgge
ggctatctee
tgtcaaccac
agtgggaacc
gacccgtgaa
gatcttctat
ctctgaggag

ccatgagagt

ccctocacga
gaaatgagga
ttocaaaatge
gaaggagtga
acaactgagg
aggccaagoo
gotatcatga
goccattgtgg
acagcacagt

ggctatatta

gtctttggag
agagtgecatt
acctacccag
ctggccacaa
ggggtgttgg
attatttggt
atatccaatg
agtctaagta
atecattgtgg
gcttattttg
ccacacatgg
agcagacaaa
atggaggcaa
tttctggtac
ctggacattg
ctctctggaa
gaatggcaga
gggatctttg
aaatgtggaa

tttgegagte

&0
120
180
240
300
3e0
420
480
540

€00

660
720
780
B840
900
960
1020
1080
1140

1200

1260

1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740

1800



ccaaaaagaa
ggaaaggaca
agagaaactt
agaaacagaa
atattgggag
gacatgtata
gaattgacag
gaaaaaggag
cagaaggaat
gagggcttca
ttaatctoca
aagcascaag
agctctocaat
aataatgaaa
gaagggdaaac
aaagacccte
ttaazagtaat
aagcaagaga
gagattgget
aaactactta
taggtaaagt
ctgctggaga
aaghbattcat
agttatacag
tgzaaaattc
attttaacat
tttaaacatt
acttgtagot
tetggtecoe
gaaaaattge

agtagacate

gatgtcttat
gagaggageg
=tcaactata
agtatccata
gggagaagat
ggtaaggage
ttgaccoccotte
acaataccat
gtaaacagta
tattcoecaat
cacctttatg
aaatgaactt
aggtggoagt
actgaaaatg
atttgggttg
agtgttctat
azgggtcaaa
gocaaatttt
attaaattte
caaactttta
tettetgaaa
ttatattagg
gatgactcta
agaaatacta
acctttgatt
tggcatctaa
ttattectac
tattattgta
agtgatacta
gattcttcat

tttaaatcte

ES 2347574 T3

ggagocacct

acccthbgatyg

tcoctaatgte

coctattgoet

ctaaccagca

tgocgotcagt

tetecaaagag
gttgttcaaa

gtagtagctg

aaaccocacyg
acacacattt

goocaaggto
tttagggaag
gagtaattgt
atgaggcaga
gttatctgaa
gactacatca
tagaaatectg
aactttocat
agacatttaa
gaatttteta
aagtttcate
tttggaatga
caatgaaaac
gcataaggea
agtgttattt
tttcagaaga
aagtgtthktt
gotgagttbgt
taaataatat

tttaatgagt

- 140 -

cccagaattg
aggaagagct
tgagaggcac
ttettgtage
acagggaaaa
tgataacata
ctaaacttat
gaaacattga
ccaccacate
ttgtggcagyg
cttatcccca
atctgocagg
atttecatte
gagtaactca
ggggattcaa
gagtocaaatg
gagat tcaaa
atggtcaaaa
aatattaaga
taatttaaga
ttttteaaaa
agattgtata
tattcaggga
atttyggyggca
attacatgga
gaaaataaaa
aazatataat
ttttttttte
agtgtatttt
tetttatgte

gaatccatgo

tgaagtecag
gacatectac
tteoctgtette
ccagettgoo
gagaaatatt
gttgataata
tecagaaagga
aggaaattgg
tctagggtag
tgetitataa
ttttacaacc
gtcagtgetg
agtgtaggga
ccactttage
atgtgtgaga
gttttgtgac
taggttttta
tagetgaaag
atgtagctaa
agtaggtteca
atgtatcktct
aaattatgat
aatcacaata
attagaccta
tacttttaga
ttattttoet
acggaaaaaa
taatttctoo
ataaatggaa
actagcatac

aagcoccata

aagazggaat
cagaatgaag
tocttacttt
agaggtccaa
atctttcaat
catatttttt
atgactagaa
gatgtttgge
ceatgeagag
acactcttat
aaggcateta
agactgttga
agacatttgt
aggtgttgag
ggotagatte
tocatagttt
aagaaaagct
cagtaaacaa
atgatgtocco
tgtgttttet
ttageotttt
tttgtatcaa
atatagecagt
cagttactagt
tatatttaaa
gttoattgat
ttatagattt
cacatgtatt
taatcttggg
aatttatgtt

aaacagttco

1860
1520
1380
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600

3660
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tagcatgcag aaaatgocca cgtaaatage tgtcatcatc attatobbtt aacatttigg 3720
gggactttee agttgaaaag aaaacatget atgtecatttt tatccattat coctggaact 3780

tattgtgasa gttgtgctgt tttctaagta aastasasaa tasaaaatta gcaattta 3838

<210> 110

<211> 21

<212> ARN

<213> Desconocido

<220>

<223> Secuencia diana de un (ARN)m de un miembro de la familia de los
VGLUT complementaria a la secuencia de ARNdc de la invencién
(reivindicacion 21).

<400> 110
aaguguacuu uaggcaaagg g 21

<210> 111

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cadena sentido del ARNdc complementaria a la secuencia diana arriba
indicada (reivindicacion 22).

<220>

<221> misc_feature

<222> (20)..(20)

<223> T = dT (desoxitimidina)

<220>

<221> misc_feature

<222> (21)..(21)

<223> T = dT (desoxitimidina)

<400> 111
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guguacuuua ggcaaagggt t 21

<210> 112

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cadena antisentido del ARNdc complementaria a la secuencia diana
arriba indicada (reivindicacion 22).

<220>

<221> misc_feature

<222> (20)..(20)

<223> T = dT (desoxitimidina)

<220>

<221> misc_feature

<222> (21)..(21)

<223> T = dT (desoxitimidina)

<400> 112
cccuuugccu aaaguacact t 21
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REIVINDICACIONES

Moléculas de ARNSsi especificas de VGLUT con una secuencia
seleccionada entre

si-rVGLUT2 100-120 EGT

5¢ GCA GGA UAA CCG AGA GAC CTT 3/
3 TT CGU CCU AUU GGC UCU CUG G 3*

ai-rVGLUT2 100-120 AMB

57 GCA GGA UAA CCG AGA GAC CTT 3’
3 TT CGU CCU AUU GGC ucu Y_ G 5 und

ai-rVGLUT2 166-186 AMB

5 GGC UCC GCU AUG CGA CUG UTT 3¢
3 TT CCG AGG CGA UAC GCU GAC A 3",

Célula aislada que contiene al menos una molécula de ARNSsi segun la
reivindicacion 1, a excepcion de células madre embrionarias humanas.

Medicamento que contiene al menos una molécula de ARNsi segun la
reivindicacion 1 y/o al menos una célula segun la reivindicacion 2 y en
caso dado también sustancias auxiliares y/o aditivos adecuados.

Sistema de diagndstico que contiene al menos una molécula de ARNSi
segun la reivindicacion 1 y/o al menos una célula segun la reivindicacion
2 y en caso dado también aditivos adecuados.

Utilizacion de al menos una molécula de ARN-si segun la reivindicacion 1
y/o al menos una célula segun la reivindicacion 2 para la produccion de
un medicamento o un analgésico para el tratamiento del dolor, en
particular del dolor crénico, alodinia tactil, dolor provocado térmicamente
y/o dolor inflamatorio.

Utilizacidn de al menos una molécula de ARNsi segun la reivindicacion 1
y/o al menos una célula segun la reivindicacion 2 para la produccion de
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un medicamento para el tratamiento de la incontinencia urinaria, sintomas
neurégenos de la vejiga, prurito, tumores, inflamaciones, asma.

Molécula de ARNSsi segun la reivindicacion 1 y/o célula segun la
reivindicacion 2 para su utilizacion en la terapia genética, preferentemente
en la terapia genética in vivo o in vitro.

Procedimiento in vitro para la inhibicion de la expresion de al menos un
miembro de la familia de los VGLUT en una célula, caracterizado porque
se introduce una molécula de ARNsi segun la reivindicacion 1 en dicha
célula.

Procedimiento segun la reivindicacion 8, caracterizado porque la molécula
de ARNSsi se incluye en estructuras micelares, preferentemente
liposomas.

Procedimiento segun una de las reivindicaciones 8 6 9, caracterizado
porque la molécula de ARNSsi se incluye en capsides virales naturales o
en capsides producidas por métodos quimicos o enzimaticos o en
estructuras derivadas de éstas.
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Figura 1

Vector de ARNSsi ARNSsi sintetizado

Degradacion de los ARNm diana
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Figura 2

Figura 2a

A) ARNSi
A
B) ARNdSs largo TR
:&‘Wiﬁw -V
SR
C) ARN de horquilla basado en ARNSsi
) SN
D) ARN de horquilla basado en ARNmi

() SN

Figura 2b

Espaciador

B} pal 1l pal il
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Figura 3

Sintesis de los modelos de oligonucleétido

Secuencia diana para Secuencia diana para
cebador de promotor T7 cebador de promotor T7
111111y Sec. diana (sentido) LLLLLILT Sec. diana (antisentido)

Modelo oligonucleétido ARNsi sentido Modelo oligonucledtido ARNsi antisentido

Reasociacion de los oligonucledétidos de ADN

Cebador promotor T7 Cebador promotor T7 _ . .
[TTTTIT] Sec. diana (sentido) T Sec. diana (antisentido)

Modelo oligonucledtido ARNsi sentido Modelo oligonucledtido ARNsi antisentido

Prolongacion de ADN mediante ADN polimerasa Klenow

Promotor T7 Secuencia diana (sentido)  Promotor T7 Secuencia diana (antisentido)

Modelo oligonucleétido ARNsi sentido Modelo oligonucleétido ARNsi antisentido
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Figura 4

Modelo de transcripcién ARNsi antisentido

Promotor T7 Secuencia diana (sentido) Promotor T7 Secuencia diana (antisentido)

Modelo de transcripcion ARNsi sentido Modelo de transcripcion ARNsi antisentido

Transcripcion con ARN polimerasa T7

Y
muu ﬁ__._,_._-—r'—’m

GGG el ]
ARN sentido ARN antisentido

Hibridacion en ARNds

™ /—\ GGG
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1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681

atggagttcc
cggttactgg
ccagtgacca
cgecgcetaca
tgcaacctgg
cacgtggtgg
ggctecotttt
ttecgcagcca
atcccttcag
ttggtggagy
ttagaacgga
gccatgectc
tatggcaget
gcactacacc
agcgccaagce
tccatgcegyg
ctcctcatct
ggactggtgt
atcgccgact
aactgcgggg
aagggcgtgg
gggtttaacg
tccaatggceg
aagcacaaga
ggaggtgtca
gaggagatga
gaaagtgaaa
tacggggcca
tga
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ggcaggagga
agaaagcggea
cacacacgcyg
tcat cgcegat
gcgt-ggccat
tgcz=gaaagc
tctorggggta
acagggtctt
cagccegtgt
gggt-cacata
gtecggetgge
tggctggggt
tcgggatett
ccagcatctce
tcatgaacce
tctatgccat
cccagceege
cggcactgcece
teccttgcgecag
gtttz cgggat
ccattctcectt
tgaaaccactt
tgggcacact
cgcgggagga
tctttctatgg
gcgaxggagaa
tgg=agacga
cacacagcac
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Figura 5

gtttcggaag
ggaaggcgcg
ggacecgeog
catgagcggt
cgtatccatg
ccagttcaac
cattgtcact
tggctttgcece
tcactatggce
cectgettge
gacgacagece
cctggtacag
ttggtacctg
cgaggaggag
tgttacgaag
cattgtcgee
ctactttgaa
tcaccttgtc
tcgtcatata
ggaagctacg
cctggtcetg
ggacatcgece
gtctgggatg
gtggcagtac
ggtetttget
gtgtggettt
ggttgagccc
agttcagcct

ctggcgggge
gagacattgg
gtggtggact
ctgggtttct
gtcaacaaca
tgggatccag
cagattectg
attgtggcta
tgtgtcatct
catggcatct
tttkgcagtt
tattcaggat
ttetggttge
cgcaaataca
tttaacacac
aactttigec
gaagtgtteg
atgactatca
atgtccacga
ctgctgctgg
getgtggget
cctegatatg
gtgtgcccea
gtgttcctca
tcgggagaga
gttggccacg
ccgggggeac
cCaagqgcccec

gcgecctggg
agctgagecge
gcactigctt
gcatcagett
gtacaaccca

agactgtcgg

gaggatttat
cctecaccct
tcgtgaggat
ggagcaaatg
cctatgecgg
ggagttetgt
ttgtctccta
ttgaggatgc
cctggaggeg
gcagctggac
gcttigagat
tcgtacccat
ccaatgtgeg
tggtcggata
tcagtggett
ccagcatctt
tcategtagg
tagectecct
aacagcegtyg
accagctggc
ccececegeace
caccccctgt

gaggctgcac
cgacgggegce
tggcctecct
tggcatccygce
ccgtggggge
cctcatacat
ctgccaaaaa
azatatgttyg
ccttcaggga
ggccectece
ggcagtggtt
cttetatgte
cgagtcacct
catcggagaa
cttctttace
tttctacctg
cagcaaggtg
cggaggccag
aaagctgatg
ctcacactce
tgctatctct
gatgggecatt
tgcaatgacc
ggtgcactat
ggcagagcceg
tggcagtgac
tcegecttee
ccgggactac
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atggagtcgg
ggaaaatcce

atcgagctga
gactgtacgt
ttctgcatet
aacagcacca
cccgagactg
ccgggeggat
cttacctcta
atctttgtta
atatggagca
ggttcctatg
ggatggtctt
cttctggtgt
tacatagaag
accccatgga
tgcaggagtt
tttggatttyg
atcattgtge
acaactacag
ctggttgttg
ggattcagtyg
tatgccagta
ccgatcattg
ctcategctyg
gagaagcaac
gaagatgaac
accaaatcct
aaggaagaat
tattcataa
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taaaacaaag
tcggacagat

cagaqggacgg
gcttcggect
cctttggtat
tccaccgggyg
tggggatgat
acatcgcatc
ccctcaatat
gaatattgca
agtgggccee
ctggagcagt
cagtatttta
cttacgagag
agagcatcgg
ggaagttttt
ggacttttta
aaatcagcaa
ctatcggggy
tgcgaaagat
gctactctea
gatttgctat
tcttaatggg
ttggtgcaat
cactggtceca
cttgggcaga
tggatgaaga
acggcgecac
ttgtgcaaga
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Figura 6

gattttggce
ctacagggtyg

caageccctyg
gcegegecge
cecgetgtaac
tggraaagtt
tcacgggtcg
gcgactggcet
gctgatcecea
aggacttgtg
tectttggag
cattgcaatg
cgtatatgga
ccccgcaaag
ggagagcgca
cacatccatg
tttactgete
ggttggcatg
gcaaattgca
catgaactgc
tactagaggg
ctctggttte
catttcaaat
gacgaagaac
ctatggtgga
ccctgaggaa
aacgggggac
ctcacaggag
aagtgcgcaa

ccggggaaag
ctggagaaga

a
gaggtgecty
tacatcatag
ctgggtgtgg
atcaaggaga
ttcttctgag
gctaaccggg
tctgecageca
gagggegtea
aggagtaggt
ccectagcetg
agetttggta
catccaacca
aatctgttag
cccgtctatg
atcagtcaac
ttgtctgcag
gactttctaa
gggggtttty
gtggccatct
aatgtgaacc
ggtgttggca
aagtcccegtg
gtcatatttt
acaagcgaag
atcactcaga
aacggaggcet
gacgcgtact

aggggataaa
agcaggataa
agcaggataa
agaagaaggc
ccatcatgag
ccattgtgga
aagccaagtt
gctatatcat
tetttygggge
gagtgcatta
cctacccage
tggctaccac
gtatcctggt
tggtctggta
taacagacga
gagcaatgga
cgataattgt
cagcttattt
tcccacacct
ggagcaagea
gcatggaagce
ccttettggt
acttggatat
cgctgteggg
aagaatggca
atgcactatt
aaaagtgtgg
attacataaa
ggcctaacygg
cctataagga

gaattttgct
ccgagagace
ccgagagacc
tccgctatge
cgaccteggce
catggtcaac
taactgggac
cacgcagatt
tgcecatactg
tggatgcgte
ctgtcacggg
ctcecttctgt
gcagtacact
tatgttctgg
agaacgtagg
gaaattcaag
tgcaaacttc
cgaggaggtt
ggtcatgaca
aattctttca
cacactgctt
gcttgecagtyg
tgcececgaga
aatggtctgc
gtatgtcttc
tgcctcagga
cttcattcat
ttacggtacc
ctgggagaaa
ccgagatgat
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atgcecattta
gtgaagaatg
gaggagggag
cgagcccctg
atgagtggce
gtggaaatgg
cagtttaact
attgtgacac
ggagctgecca
cattacggcet
ccagcctgee
acaacctcett
ttggtgcagt
tggtacatgt
aatgaagaac
agcaaattca
gtggcaaact
tttgaagagg
atggtgatga
aagattttga
gcaaccttge
gtgcttgcetg
attgctccac
ggaatggttt
cagaatgtgt
tttgcttetg
ggaatcattg
agtcccagaa
gatcggagac
gaagaggact
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acgcatttga
ccgktgggaga
atgccattga
tgtgcgactg
tgggattctg
tecaacaatag
gggatccaga
aaatteccecgg
tettcttgac
gtgtcatgtg
acgggatgtg
tttgtggttc
acattggctg
tttggctget
ggacctacat
acacaccatg
tttgtagaaqg
tectttgggtt
caatcgtggt
ccacaactgce
toctggtgat
taggatttag
gatatgccag
gtceccocteat
tcctcatage
gggaaaaaca
accaagatga
agaagatgtc
aacagagaga
tttcagaaac
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Figura 7

taccttcaaa
ttcgetgggg
gctgagtgag
cagctgctgt
catttecttt
cactgtgtat
gacggtggagt
tggcttcatt
gtcaaccctg
tgtgaggatt
gagtaagtgg
ctatgccggg
ggccectctgte
gcaggcttat
agagacaagt
gagaaggttt
ctggacectte
tgcaataagt
acccattgga
tgtcagaaag
tgggttttcce
tggctttgea
catccteatg
tagttggtgca
agccctggtg
ggactgggct
attagceegag
ttatggagcce
atccgecttce
atcttaa

gaaaaaattt
atcttacaaa
gaaggaaggc
ggcatcccca
gggattcggt
gtggatggga
cttatccatg
tcaaacaagt
aacatgttca
ttgcagggtc
gcacctccce
gcagtcgttg
ttttatattt
gagtgtccag
ataggagaag
ttcacatect
tatttgectet
aaggtgggtce
ggacaactgg
atcatgaatt
cataccaaag
atttcaggtt
gggatctcaa
atgacaaagec
cactacagtg
gatccagaga
gaaacagaac
accacccaga

gagggggagqg

tgaaacccgg
gaaaactcga
ccgtgeagac
agcggtacat
gcaaccttgg
aaccggaaat
gatctttttt
ttgctgctaa
tcecttecge
tggtggaggg
tggagagaag
ctatgecccet
acgggatgtt
cagttcaccc
gcgecaactt
tgcctgtcta
taataagtca
kcttgtcage
ctgattattt
gtggaggett
gagtggctat
tcaatgtcaa
atggcgtggg
acaagacceqg
gagtcatctt
atctctctga
tcaaccacga
attgtgaggt
agccattatc

ga=axggaagga
tggygaccaac
atc=cagagcc
cat=cgctgtc
agteggecatt
ccagacagcea
ctoygggttat
cagggtcttt
ggc=cagggtyg
tgt=—gacctac
tegtctagee
tgcaggagta
tgggaattatt
aaczaatatce
gg—cagtctg
tgcecattatt
gcctgettac
tgt=cccacac
aacgaagccga
tggcatggag
ctezcettectg
ccacctyggac
aaccctetet
gg=aagaatgg
cta=acggggtc
gg=agaaatgt
ggctttegta
ccagaagacg
ctaaccagaat
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Figura 8
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Figura 9
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Figura 10

SiRNA [pmol]
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Figura 11
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Figura 13

Control negativo
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Figura 14

no transfectado
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Figura 15
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Figura 16
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Figura 17
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Figura 18
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Figura 19
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Figura 24
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Figura 25
VGLUT
VGLUT |Especie Secuencia de ADNc Sec. Figura 27
aminoacidos | Secuencias
n® acceso |Longitud Sec. N° acceso | de ADNc
[bp] |codificadora
VGLUT1 |humano | BC059379 |2959 148-1830 AAH59379 1
humano | NM_020309 | 2366 22-1704 NP_064705
rata NM_053859|2024 124-1806 NP_446311
VGLUT2 | humano | NM_020346 | 3946 414-2162 NP_065079 2
rata NM_053427 | 3982 463-2211 NP_445879
ratén BC038375 |3728 185-1933 AAH38375
ratén NM_080853 |4078 569-2317 NP_543129
VGLUT3 |humano |[NM_139319 | 3838 177-1946 NP_647480 3
humano | HSA459241 | 3838 177-1946
rata NM_153725|3172 607-2373 NP_714947
ratén NM_182959 | 4481 366-2171 NP_892004
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Figura 26
VGLUT N° acceso |Secuencia diana de ADN Posicion' |Contenido
de GC

__VGLUI'] WM 020309 ﬁACGTGEGCMGTTGATGAAC 1122 47.6
| AAGTTGATGAACTGCGGAGGC (1131 524
 VGLUT2 NM 020346 |AATGCCTTTAGCTGGCATTCT o086 42.9
AATGGTCTGGTACATGTTTTG 758 38,1
AAAGTCCTGCAAAGCATCCTA 796 42.9
AAGTCCTGCAAAGCATCCTAC |797 47,6
AAGAACGTAGGTACATAGAAG | 829 38,1
AATTGTTGCAAACTTCTGCAG 944 38,1
AAATTAGCAAGGTTGGTATGC 1030 38,1

| AATTAGCAAGGTTGGTATGCT 1031 38,1
AAGGTTGGTATGCTATCTGCT 1038 42,9
AAGCAAGCAGATTCTTTCAAC 1121 38,1

| AACCACTTGGATATCGCTCCA [12% 47,6
AATGGGCATTTCGAATGGTGT 1334 429
AATAAGTCACGTGAAGAGTGG 1407 42,9

AAGTCACGT GAAGAGTGGCAG |1410 52,4
AAGAGTGGCAGTATGTCITCC |1420 47,6
AATATTTGCCTCAGGAGAGAA 1484 38.1
AAGTCTTATGGTGCCACAACA 1623 429
AATGGAGGTTGGCCTAGTGGT | 1650 52.4
AAGACTCACATAGCTATAAGG 1708 38,1

YGLUT3 |NM 139319 [AATCTTGGAGTTGCCATTGTG 282 42,9
AACCGGAAATTCAGACAGCAC 340 47,6
AAACAGTGGGCCITATCCATG |[379 47,6
AATTCCAGGTGGTTTCATTTC 431 38,1
AACATCGACTCTGAACATGTT 497 38,1
AAGGTTTAGTGGAGGGTGTGA |574 47,6
AAGAGGTCTTTGGATTTGCAA 1024 38,1
AATAAGTAAGGTGGGTCTCTT 1043 38,1
AAGTAAGGTGGGTCTCTTGTC |[1046 47,6
AAGGTGGGTCTCTTGTCAGCA (1050 524

L AATCGTTGTACCTATTGGAGG 1091 429
AAGACCCGTGAAGAATGGCAG | 1422 52,4
AAGAATGOCAGAATGTGTTCC 1432 42.9

| AATCATTGACCAGGACGAATT 1562 38,1
AACTCAACCATOAGAGTTT 1507 381

1 AAAGAAGATGTCTTATGGAGC 1628 38,1
AAGAGCTGACATCCTACCAGA 1717 47,6

1 Posicion: corresponde a la cantidad de bases del extremo 5’ de la secuencia diana,
correspondiendo la primera base del coddn de iniciacion a la posicién 1.
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VGLUT1

acttgcagcc

gggaacccgg
gggtgaccgg
gcgggtegtyg
acgctggage
gtggactgca
ggcttctgca
aataacagca
gatccagaga
attccaggag
gtggcaacat
gtcatcttcg
gggatctgga
tgtggttcct
tcaggatgga
tggctgctceg
aagtacatcg
agcactccct
ttctgecegea
gtgttcgget
accatcatcg
tccaccacca
ctgttggtgg
gtgggcttca
cgctacgcca
tgccccatca
ttecctaattg
ggagagaagc
ggccatgacc
ggggcacccc
aggcccccac
aggacctcca
ctgtecctgee
tcecttececaa
aaattcccct
tcagggettt
ccacaccccce
gctcccatct
actctgttct
ttgattctca
acttcacatc
ctccectaget
tctetaccece
tccatgaact
gcccectecce
cagtggccat
tctcagacac
catgaaaggg
gtgtctctgt
gtataggcaa
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humano

tectteccecee
acgcggcecgce
cggcaggagc
ctctcgggaa
tgagtgcgga
cctgcttcgg
tcagctttgg
cgacccaccg
ctgteggecet
gatttatctg
ccactctaaa
tgaggatcct
gcaaatgggce
atgctgggge
gctctgtttt
tctcctacga
aggacgccat
ggcggegett
gctggacgtt
tcgagatcag
tgcccategyg
acgtgcgcaa
tcggctactc
gcggcecttcege
gcatcctcat
tcgtgggggce
cctcectggt
agccgtyggge
agctggctgg
ctgcaccccc

-cccetgtecg

ttccactcat
tcaggcctaa
ttgectectea
aaaggttcce
atttgaatgg
cgctttcett
cctttcagaa
gcatcttcca
ccagcgttte
tccectacca
tagcataatg
cgtgcacttt
caaaggtttg
caattcctcg
ttgttgtgte
ccctetttea
aatggggcag
ctctgtgact
aaaaaaaaa
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Figura 27 A

BC059379

cgagcggagc
ccgggeeccge
cgccaccatg
gctgcaccge
tgggcgcecg
cctecectege
catcecgctge
cgggggccac
catacacgge
tcaaaaattt
catgctgatce
gcaggggttg
cccaccctta
ggtggtcgeg
ctacgtctac
gtccccegeg
cggagagagc
cttcacgtct
ctacctgctg
caaggtaggce
cggccagatc
gttgatgaac
gcactccaag
catctctggg
gggcatctce
catgactaag
gcactatgga
agagcctgag
cagtgacgac
gccctectat
ggactactga
ctctggectg
gaagcactct
ggggtagtga
tctecacceyg
acagttcgac
tatctccagg
aaattcaagg
gattggttta
tgatggaaaa
gcagattctg
tctggggaaa
ttctgacatg
aagctaccac
cactttatte
cctcagggge
gcttagaatt
gagacagggg
gtaaatcctg

tgcggggcceg
g999c999999
gagttccgec
cttctggaga
gtgaccacgc
cgctacatta
aacctgggceg
gtggtggtge
tcctttttet
gcagccaaca
ccctcagctg
gtagaggggg
gaacggagtc
atgccccteg
ggcagcttcg
ctgcacccaa
gcgaaactca
atgccagtct
ctcatctcee
ctggtgtceg
gcggacttce
tgcggaggcet
ggcgtggcca
ttcaacgtga
aacggcgtgg
cacaagactc
ggtgtcatct
gagatgagcg
agcgaaatgg
ggggccacac
ccatgtgect
agtgacagtg
cccttgttee
agctgcagac
ttctgectceca
ctcttactcet
gactctcagg
tcctectcta
accaattact
tggecggttte
cgaaagcacce
caaccaaaat
gttttcaggt
cattgaactc
tcectgggtgg
ttaatgactc
tggggaacct

tgttttttce

ccctgccecca

gccgggccgg
atcggcggeg
aggaggagttc
agcggcagga
agacccgggax
tcgccatcats

tggccategts

agaaagccca
ggggctacats
gagttttegg
cccgegteca
tcacataccc
gcctggecgac
ccggggtect
ggatcttctg
gcatctcgga
tgaacccectt
atgccatcatc
agcccgecta
cgctgcceca
tgcggageccg
tcggcatgga
tctecttect
accacctgga
gcacactgtc
gggaggagtg
tctacggggt
aggagaagtg
aggatgaggc
acagcacatt
cccactgaat
tcaaggaacc
cagtgctgtc
tgacagtttc
gtggtttcaa
ctcttgtggt
ctaacctttg
gaagtttcaa
tgtcecececgec
aagtcccecga
aaatttctca
cgcaatttta
ctaaatagtg
ccccatggtg
tttcgaacta
aaaatctggg
atagagaagt
cagtgcaggg
ctcccaataa

ggcggacccc

gggaccecgceg
tcggaagcta
aggcgcggag
cccgeccggtg
gagtggtetg
ctccatggtc
gttcagctgg
tgtcactcag
ctttgctatt
ctatggctgt
cgcctgeccat
gacagccttt
tgtgcagtac
gtacctgttc
ggaggagcgc
cacgaagttt
cgtggccaac
cttcgaagaa
cctggtcatyg
ccgeatcatg
agccacgctg
ggtcctagec
catagcccgg
gggcatggtg
gcagtacgtg
ctttgcttet
tggcttcgtt
tgagcccceg
tcagcccccec
ggcagtttcc
ctgctcctct
aaatcctctt
aaggataccc
atctctcctt
tttgaggcac
agatcactca
atctctccca
attccaggga
ttcegtgecce
agaccctctt
acaatatgcc
gctgctceccag
gtttcatgat
ccctgtttct
atccttcccc
cacagaatcc
ttgtgtcttt
aagctttggt
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Figura 27 B

cgtttaaaag
tttcagctga
tgcttgcget
caactctcct
cactctcect
gagaaggaaa
tcctagcaat
ccgtaaaaca
cactcggcca
tgacggagga
cgtgcttcgg
tctecttcegg
ccatccaccyg
ccgtaggggat
gctacatcgce
ctaccctaaa
tcagaatact
gcaaatgggc
atgccggage
cttcagtgtt
tgtcttatga
aagaaagcat
ggaggaagtt
gctggacttt
ttgaaattag
tgectattygg
cagtgagaaa
ttggctattc
gtggatttge
gtatcttaat
ttgttggtgce
ctgcecectagt
aaccctgggce
aactcgatga
cttatggtgc
aatttgtaca
aacaaaacta
aaaaatttta
taaaaatgaa
aagttccate
gtcaaaattg
atttactaaa
gcaaaatgca
cgtcaagtag
aagaaataca
aatgtgagat
ttgggcacaa
ttcttecatc
tcatgtagcg
attttttatt
aaaccacaaa
taagaacaaa
atgaaacttg
taagtaggta
acaatacatt

by

tgggttaggg
gcattttgct

caataagtgc
ctgtttgggt
tataatgtcc
attttgtcta

ccatcagatt
ccgacttcca
ctttgccacc
attaggaaac
cccttctcte
agcccgcaac
cactatttaa
aaggattttg
gatctacagg
tgggaagccc
cctgcececcge
tatccgcectge
cgggggcaag
gatccacggt
gtctcggctg
tatgctaatt
gcagggactt
cccacctcta
tgtgattgca
ttatgtctac
aagtcctgca
tggagagagt
ttttacatcc
ttatttattg
caaggttggt
gggacaaatt
gatcatgaat
tcatactaga
tatatctggt
gggcatttcg
aatgacaaag
ccactatggt
agacccggag
agaaacaggg
cacaacacag
aggagaagta
attactggat
aaaacacgtg

.aacCaaaacaa

atttccattc
tagaaacaag
gcacaacatc
cttatatatt
aggcgacatt
ttgtgaacta
attttgttag
acacttattt
catttaccta
tatcacataa
acaactttgt
gaatctaata
gaaatagaaa
tgccacagag
attttattat
atattaaaat
acatazataaa
aattgcaatt
tgtcatttct
aatgcataaa
ggttggaata
taaaattatg
ttctggatat
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VGLUT2

tgagagcaat
ggaaaaggac
ggatactccc
ccgtgggtig
actctcactc
tactttaaga
atctggcaag
gccccaggaa
gtgctggaga
ctagaggtgc
cgctacatta
aacctgggcg
gtcatcaagg
teccttetttt
gcagccaaca
ccatcagcag
gttgagggtg
gagaggagta
atgcctttag
ggaagctttg
aagcatccta
gcaaatcttt
atgccagtct
cttattagte
atgctatctg
gcagattttc
tgtggtggtt
ggggtagcaa
ttcaatgtta
aatggtgttg
aataagtcac
ggagttatat
gaaacaagtg
gacattactc
gccaatggag
caagactcac
ttatttttag
atgtaaactt
acccatgagg
aagtcatcca
tagttaccca
tcatcctaca
tgttacactg
tattaagtga
tcagctacaa
tcctcaaaag
ctgtgaaaga
atagtatgaa
cttttttgeca
actggttgta
agaaatttat
atggtttaga
ctatatgtaa
ttaaagtcct
ggtctctctce
caatctteac
tctactttca
taatataact
atttectgtc
attttatttt
ataatacatt
ttgatctgtt

aagtcttcaa
tcaaccgcat
cttccaatga
catgcagcta
ttgctggagg
gattaagaca
aactgacaac
aagaggggct
agaagcaaga
ccgagaggaa
tcgeccatcat
tggccattgt
agaaagccaa
ggggctacat
gggttttcgg
ccagagtgca
tgacctaccc
gactggcaac
ctggcattct
gaatggtctg
ctattacaga
taggtgcaat
atgcaataat
agccagcata
ctgtgccaca
taagaagcaa
ttggcatgga
tctcattcett
accacttgga
gcacattgtc
gtgaagagtg
tttatgcaat
aagaaaaatg
aaaattatat
gttggcctag
atagctataa
tgtttgtgat
gcaagcatat
ttaccatcaa
ttcttgcatt
ttggattcat
aaagttaaga
tattgcaaga
aaatcatgga
agttgtactg
gaatatcttg
gaacatgtaa
acagttcaca
aaaaatataa
acttgcatta
tatggagata
tatctttctt
tatgaaaaga
attaagaaat
tatatatatc
acqgaa accaa
tagagtcata
caacaagaat
tgtatattac
tcttttaaaa
tcccaattca
taatgtactg

humano

aaccgggaat
ctacccaaat
gactttctga
ttctgttgta
cgagccacta
atatgcgcaa
agtctttgeca
aaagaatttt
caccggggag
ggcgccgetg
gagcggcctg
ggacatggtc
attcaactgg
catcactcag
agctgccata
ttatggatgt
agcatgtcat
cacctccttt
tgtgcagtac
gtacatgttt
tgaagaacgt
ggaaaaattc
tgttgcaaac
ttttgaggaa
cttagtaatg
gcagattctt
agccacactg
ggtacttgca
tatcgctceca
aggaatggtt
gcagtatgtc
atttgcctca
tggatttatt
aaattatggt
tggttgggaa
ggaccgagtt
taaattcatt
caaccaggca
gtgcaatctg
tgtgacttaa
atgagctaaa
agccaaagct
tagcacacag
gttgggatat
aataactatt
cagtgttttc
gttgaggggt
tttcaataaa
aaagaaataa
gaaaaaaaaa
tagcccttaa
ccttcataat
ttaacttcat
atttgtctta
tgtatatctt
aaatagcata
gaattttagg
tgcaacattt
cttcattttg
aagctaacat
actcaaaata
tgctagtgac

NM_020346

ttacattgtt
accgtggcac
ttgtgtctac
ttctcattct
ccattctget
tcctegectt
agaatggaat
gctggaaaat
acaatcgagc
tgcgactgca
ggcttctgca
aacaacagca
gacccggaaa
attccgggag
cttcttacct
gtcatctttg
gggatatgga
tgtggttcct
actggctggt
tggctttitgg
aggtacatag
aagactccat
ttctgcagaa
gtctttggat
acaattattg
tcaactacga
ctcctggteg
gtgggattca
agatatgcca
tgtcctatca
ttcctgatcg
ggagagaaac
catgaagatg
accaccaagt
aagaaagagg
gattattcat
gtgattgcac
agtcttgctg
taaaattgtg
aggttgactg
actcatcact
acttgatcat
aagttggctg
ctctcaatta
agaattgcat
tatgaaatgc
atgcttcatg
atcaaacttt
acttcaatgt
agagatatat
aatgcaatat
taaatactat
agagatattg
aatatatagg
atacatgtcc
cacctaatgt
tggggaagag
gtgtaccaag
cttgtagtag
cagacccctt
ttattggtgt
tggaggccct
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3781
3841
3901

gctactgcaa
agaaaaaaaa
gttgtgttga
atgctctatt
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Continuacion figura 27 B

atataaaacc taaagtttgt
aatacccttt getttgtgec
atgaaaatat gtggactgtc
tatccttttt taaaaaaaaa

ttaaaaaaat gcaaatcatt ctttacctta
tcaaagtgat gtaatgtgat cacagctttt
attttgttgc agcaaaaaag tgttaataaa
aaaaaaaaaa aaaaaa



61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961

1021
1081
-1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161
.2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641
2701
2761
2821
-2881
2941
3001
3061
3121
3181
3241
3301
3361
3421
3481
3541
3601
3661

ES 2347 574 T3

Fig 27 C

tettggaaga
gaactgactt
aggatgacag
cttttaaagc
agaacgccgt
aagaagataa
cccecactctg
gtgggctgag
aaatggtcaa
ttaactggga
tgacacaaat
ctgccatctt
acggatgegt
cctgccatgg
cctctttttg
tgcagtacat
acatgttttg
aggagaagac
aatttagtac
caaatttttg
aagaggtctt
ttatgacaat
ttttaaccac
ccttactcct
ttgctgtagg
cccecacgceta
tggtctgtcce
atgtgttcect
cttetgggga
tcattgacca
ccaaaaagaa
ggaaaggaca
agagaaactt
agaaacagaa
atattgggag
gacatgtata
gaattgacag
gaaaaaggag
cagaaggaat
gagggcttca
ttaatctcca
aagcaacaag
agctctcaat
aataatgaaa
gaagggaaac
aaagaccctc
ttaaagtaat
aagcaagaga
gagattggct
aaactactta
taggtaaagt
ctgctggaga
aagtattcat
agttatacag
tgaaaaattc
attttaacat
tttaaacatt
acttgtagct
tctggtcece
gaaaaattgc
agtagacatc
tagcatgeag

tcegagetgg
ccaggtgtte
tttttgagac
atttgatacec
gggagattct
cattgagctg
cgactgccac
attctgecatt
caatagcacc
tccagaaaca
tccaggtggt
cttaacatcg
catgtgtgtc
gatgtggagt
tggttcctat
tggatggtcc
gctgttgeag
ctatatagag
cccatggaaa
cagaagctgg
tggatttgca
cgttgtacct
aactgctgtc
ggtggttgge
atttagtgge
tgccageatt
cctcattgtc
catagctgcc
gaaacaggag
ggacgaatta
gatgtcttat
gagaggagcg
ctcaactata
agtatccata
gggagaagat
ggtaaggagc
ttgaccctte
acaataccat
gtaaacagta
tattcccaat
cacctttatg
aaatgaactt
aggtggcagt
actgaaaatg
atttgggttg
agtgttctat
aagggtcaaa
gccaaatttt
attaaatttce
caaactttta
tcttctgaaa
ttatattagg
gatgactcta
agaaatacta
acctttgatt
tggcatctaa
ttattcctac
tattattgta
agtgatacta
gattcttcat
tttaaatctc
aaaatgccca

174 -

VGLUT3 humano NM_139319

gtttcatcte
accaagggaa
tgactgttaa
ttcaaagaaa
ttgggaattt
aatgaagaag
tgctgecggece
tecctttggga
gtatatgttg
gtgggcctta
ttcatttcaa
actctgaaca
agaattctgce
aagtgggcac
gcaggggcag
tctgtctttt
gcctatgagt
acaagcatag
agatttttca
accttttatt
ataagtaagg
attggaggac
agaaaaatca
ttttcgcata
ttcgetattt
ctcatgggga
ggtgcaatga
ctggtgcatt
tgggctgacc
gctgaggaga
ggagccacct
acccttgatg
tcctaatgte
cctattgect
ctaaccagcea
tgcgctcagt
tctcaaagag
gttgttcaaa
gtagtagctg
aaaccccacg
acacacattt
gcccaaggtce
tttagggaag
gagtaattgt
atgaggcaga
gttatctgaa
gactacatca
tagaaatctg
aactttccat
agacatttaa
gaattttcta
aagtttcatc
tttggaatga
caatgaaaac
gcataaggca
agtgttattt
tttcagaaga
aagtgttttt
gctgagttgt
taaataatat
tttaatgagt
cgtaaatagce

ctttttgatt
acaaggtggt
cggctcagag
aaattctgaa
tacaaagaaa
gaaggccggt
tcccecaageg
tccggtgeaa
atggaaaacc
tccatggatce
acaagtttgce
tgtttattce
aaggtttagt
cacctttgga
tggttgccat
atatttatgg
gcccagcagce
gagagggggc
catctttgce
tgctccteat
tgggtctctt
aattggctga
tgaactgtgg
ccaaaggggt
caggttttaa
tctecaaacgg
ccaggcacaa
acagtggtgt
cagagaatct
tagaactcaa
cccagaattg
aggaagagct
tgagaggcac
ttcttgtage
acagggaaaa
tgataacata
ctaaacttat
gaaacattga
ccaccacatc
ttgtggcagg
cttatcccca
atctgccagg
atttccattc
gagtaactca
ggggattcaa
gagtcaaatg
gagattcaaa
atggtcaaaa
aatattaaga
taatttaaga
tttttaaaaa
agattgtata
tattcaggga
atttggggca
attacatgga
gaaaataaaa
aaaatataat
tttttettte
agtgtatttt
tctttatgte
gaatccatgc
tgtcatcatce

ttgagtagtt
tctcacactg
gtgcccctca
acctgggaag
aatcgatggg
gcagacgtcc
ttacatcatt
tcttggagtt
ggaaattcag
ttttttcetgyg
tgctaacagg
ctctgcagece
ggagggtgtyg
gagaagccga
gccectgget
catgtttggg
tcatccaaca
caacgtggtt
ggtttacgca
aagtcagcct
gtcagcagtc
ttatttaaga
aggttttgge
ggctatctce
tgtcaaccac
agtgggaacc
gacccgtgaa
gatcttctat
ctctgaggag
ccatgagagt
tgaagtccag
gacatcctac
ttctgtette
ccagcttgee
gagaaatatt
gttgataata
tcagaaagga
aggaaattgg
tctagggtag
tgctttataa
ttttacaacc
gtcagtgctg
agtgtaggga
ccactttage
atgtgtgaga
gttttgtgac
taggttttta
tagctgaaag
atgtagctaa
agtaggttca
atgtatctct
aaattatgat
aatcacaata
attagaccta
tacttttaga
ttattttcct
acggaaaaaa
taatttctcce
ataaatggaa
actagcatac
aagccccata
attatctttt

ccctccacga
gaaatgagga
ttcaaaatgc
gaaggagtga
acaactgagyg
aggccaagcce
gctatcatga
gccattgtgg
acagcacagt
ggctatatta -
gtctttggag
agagtgcatt
acctacccag
ctggccacaa
ggggtgttgg
attatttggt
atatccaatg
agtctaagta
atcattgtgg
gcttattttg
ccacacatgg
agcagacaaa
atggaggcaa
tttctggtac
ctggacattg
ctctetggaa
gaatggcaga
ggggtctttg
aaatgtggaa
tttgcgagtc
aagaaggaat
cagaatgaag
tccttacttt
agaggtccaa
atctttcaat
catatttttt
atgactagaa
gatgtttgge
ccatgcagag
acactcttat
aaggcatcta
agactgttga
agacatttgt
aggtgttggg
ggctagattc
tccatagttt
aagaaaagct
cagtaaacaa
atgatgtccc
tgtgttttct
ttagcctttt
tttgtatcaa
atatagcagt
cagttactgt
tatatttaaa
gttcattgat
ttatagattt
cacatgtatt
taatcttggg
aatttatgtt
aaacagttce
aacattttygg
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Continuacion figura 27 C

3721 gggactttcc agttgaaaag aaaacatgct atgtcatttt tatccattat cectggaact
3781 tattgtgaaa gttgtgctgt tttctaagta aaataaaaaa taaaaaatta gcaattta
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Figura 28 A
ARNSsi de V-Glut-2 (1 ng) 5 pl/animal i.t.: CCI, CP
50
40 —& ———p —F
yu < Y
§ 30 —
o \ /I —&—NaCl
# 20 \; / —>— V-Glut-2 siRNA (Ing)
N3 5 V-Glut-2 siRNA
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ARNSsi de V-Glut-2 (10 ng) 5 pl/animal i.t.: CCI, CP
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Figura 28 B
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Figura 28C

l ARNSsi de V-Glut-2 (100 ng) 5 pl/animal i.t.: CCI, CP
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