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Aplicaciones del IRNA



RNAs no codificantes
Aplicaciones del IRNA

® El mecanismo de interferencia de RNA ha sido descripto en numerosos
organismos.

Su mecanismo, conocido como PTGS (Post-Transcriptional Gene
Silencing) o Knock down génico involucra la existencia de un dsRNA
pequefio y la participacion de varias enzimas intracelulares.

® Su papel en los organismos es central, tanto para la regulacion de la
expresion génica, como para proteger a la célula de infecciones
virales.

‘Ante este panorama, se han desarrollado estrategias experimentales
para aprovechar el mecanismo de interferencia en biologia molecular
basicay aplicada.
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RNAs no codificantes
Aplicaciones del IRNA

® El aprovechamiento del mecanismo de interferencia de RNA o iRNA se
basa en la introduccion dentro de la célula de sdsRNA (small dsRNASs)
o de la sintesis enddgena de shRNA (short hairpin RNAS).

@ L0s sdsRNAs son sintéticos mientras que los shRNAs son derivados de
la expresion de genes construidos ad hoc.

Tanto en biologia basica como aplicada, la utilizacion de iRNA pretende
evitar la traduccion de un mRNA con el fin de responder preguntas
cientificas o de constituir una terapia.

En cualquiera de los dos casos, es necesario disefar adecuados
sdsRNAs o0 shRNAs vy evaluar los procedimientos de su
vehiculizacion dentro de las células diana.
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Luke S. Lambeth and Craig A. Smith . Short Hairpin RNA-Mediated Gene Silencing. Debra J. Taxman (ed.), sSiRNA Design: Methods and Protocols, Methods in
Molecular Biology, vol. 942, © Springer Science+Business Media, LLC 2013



RNAs no codificantes
Aplicaciones del IRNA

Biologia basica

NV

Knock down génico en modelos
celulares o de organismos para
estudiar funciones celulares vy

organicas.

Biologia aplicada

N

Diseo de terapias basadas en RNAI
para el control de enfermedades tales
como:

Diferentes tipos de cancer,
Diversas patologias genéticas,
Procesos andmalos del
metabolismo,

Alergias y procesos inflamatorios,
Infecciones virales y de otros
parasitos intracelulares.
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En cualquiera de las posibles utilizaciones del mecanismo del iRNA, es
necesario considerar lo siguiente:

5 3 5
e | ,
3' [ —————— 5' 3

siRNA sintético shRNA de sintesis
enddgena

1

Sistema de delivery
o vehiculizaciéon a la
célula diana

Construccion genética



¢, Cuales son los
requerimientos para la
sintesis de siRNA?

siRNA sintético



IRNAS en biologia

Generacion de siRNASs sintéticos

Flujo de trabajo en la generacion de siRNAs

y Disefio Sintesis
Informacion Oligonu- Oligonu-
gen diana cleétidos cledtidos




IRNAS en biologia

Generacion de siRNASs sintéticos

Consideraciones en la sintesis de siRNAS

Las secuencias diana deberian estar a 50-100 pb downstream del ATG.

Secuencias muy adecuadas son AA(N19)TT o NA(N21), o NAR(NL17)YNN,
donde N es cualquier nucledtido, R es uma purina (A,G) e Y es pirimidina
(C,U).

El contenido de GC de la secuencia blanco deberia estar entre 35-60%.

Se deben evitar repeticiones de 4 o0 mas nucleotidos.

Evitar secuencias de los UTRs, aunque pueden ser funcionales.

Evitar secuencias com alta homologia a otros genes.
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Generacion de siRNASs sintéticos

Consideraciones en la sintesis de siRNAS

La fuente de la informacidbn es conveniente que sea secuencia
transcriptdmica, dado que asi se tiene evidencia previa que la region elegida
Sea transcripta.

Es conveniente disefiar varios siRNA distintos para el knock down de un
gen, dado que algunos pueden funcionar mejor que otros (en general, 4 siRNAs).

Los nucledtidos de los extremos (overhang) es conveniente que sean
dNTPs (reducen costos y son mas resistentes a la accion de nucleasas).

También, es recomendable para dar mayor resistencia a las nucleasas que
los nucledtidos de los extremos estén modificados en sus grupos fosfato
(fosforotioatos).
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Generacion de siRNASs sintéticos

Consideraciones en la sintesis de siRNAS

= Reynolds y colaboradores* definieron un score numérico para considerar en
el diseno de siRNA.

= Elvalor umbral que debe dar el score es 6.

Todos los que den un resultado mayor a 6 son considerados buenos
candidatos para siRNA.

Es recomendable también disefiar un siRNA control que no tenga
homologia significativa con el genoma de la célula en estudio.

*Reynolds A, Leake D, Boese Q, Scaringe S, Marshall WS, Khvorova A. Rational siRNA design for RNA interference. Nat Biotechnol. 2004 Mar;22(3):326-30.
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Generacion de siRNASs sintéticos

Criteria Description Score
Yes No

1 Moderate to low (30%-52%) GC | 1 point

Content
2 At least 3 A/Us at positions 15-19| 1 point /per A or

(sense) U
3 Lack of internal repeats 1 point

(Tm*<20jaC)
4 A at position 19 (sense) 1 point
5 A at position 3 (sense) 1 point
6 U at position 10 (sense) 1 point
7 No G/C at position 19 (sense) -1 point
8 No G at position 13 (sense) -1 point

*Reynolds A, Leake D, Boese Q, Scaringe S, Marshall WS, Khvorova A. Rational siRNA design for RNA interference. Nat Biotechnol. 2004 Mar;22(3):326-30.



Ejemplo en el disefio de siRNA...

1
61
121
181
241
301
361

GEGCGCGCCA
TCTTCTCCGGE
CCATGTCCAC
CCGCGAGCCG
TEEGCAGCGC
TGETATGCCAC
TGCAGGACTC

IRNAS en biologia

Generacion de siRNASs sintéticos

Homo sapiens vimentin

GAGACGCAGC
GAGCCAGTCC
CAGGTCCGTG
GCCGAGCTCC
GCTGCGCCCC
GCGCTCCTCT
GGTGGACTTC

(VIM]),

CGCGCTCCCA
GCGECCACCGC
TCCTCETCCT
AGCCGGAGCT
AGCACCAGCC
GCCGTGCGCC
TCGCTGGCCG

mMRENA,

CCACCCACAC
CGCCGCCCAG
CCTACCGCAG
ACGTGACTAC
GCAGCCTCTA
TGCGGEAGCALG
ACGCCATCAR

NM_ 002380

CCACCGCGCC
GCCATCGCCA
GATGTTCGGC
GTCCACCCGC
CGCCTCGTCC
CETGCCCGGE
CACCGAGTTC

CTCGTTCGCC
CCCTCCGCAL
GGCCCGEECA
ACCTACAGCC
CCGEGEGEECGE
GTGCGECTCC
AAGAACACCC

cTToeCRAC TACATCGACA
CGAGCTOGAS CAGCTCAAGG
GATGCGGGAS CTGECGCCGGC
GGAGCGCGAC AACCTGGCCG

CTECREERGT
CAGAATAAGA
GGGGACCTCT
GACAARGCCC

TEARTERTOE
TCCTGCTGEGT
ACGAGGAGGA
GCGTCGAGGT

421 GCARCCARACGE GAMIETGCELRG
481 ABGTGCACTT] CCTGGAGCAG
541 GOGAAGGCAA GTCGCGCCTA
601 AGENGGACCA GCTAACCAAC

AAR(N19)TT

5" ARCTACATCGACAAGGTGCGCTT

CUACAUCGACRAGGUGCGC-ATAT

dTAT-GAUGUAGCUGUUCCACGCG 5°'

Vimentin cDNA:
sense siRNA: 5

ancisense siRENA:3'
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Generacion de siRNASs sintéticos

Ejemplo en el disefio de siRNA...

Homo sapiens vimentin (VIM), mENA, NM 003380

1
61
121
181
241
301
361

GEGCGCGCCA
TCTTCTCCGGE
CCATGTCCAC
CCGCGAGCCG
TEEGCAGCGC
TGETATGCCAC
TGCAGGACTC

GAGACGCAGC
GAGCCAGTCC
CAGGTCCGTG
GCCGAGCTCC
GCTGCGCCCC
GCGCTCCTCT
GGTGGACTTC

CGCGCTCCCA
GCGECCACCGC
TCCTCETCCT
AGCCGGAGCT
AGCACCAGCC
GCCGTGCGCC
TCGCTGGCCG

CCACCCACAC
CGCCGCCCAG
CCTACCGCAG
ACGTGACTAC
GCAGCCTCTA
TGCGGEAGCALG
ACGCCATCAR

CCACCGCGCC
GCCATCGCCA
GATGTTCGGC
GTCCACCCGC
CGCCTCGTCC
CETGCCCGGE
CACCGAGTTC

CTCGTTCGCC
CCCTCCGCAL
GGCCCGEECA
ACCTACAGCC
CCGEGEGEECGE
GTGCGECTCC
AAGAACACCC

cTToeCRAC TACATCGACA
CGAGCTOGAS CAGCTCAAGG
GATGCGGGAS CTGECGCCGGC
GGAGCGCGAC AACCTGGCCG

CTECREERGT
CAGAATAAGA
GGGGACCTCT
GACAARGCCC

TEARTERTOE
TCCTGCTGEGT
ACGAGGAGGA
GCGTCGAGGT

421 GCARCCARACGE GAMIETGCELRG
481 ABGTGCACTT] CCTGGAGCAG
541 GOGAAGGCAA GTCGCGCCTA
601 AGENGGACCA GCTAACCAAC

AAR(N19)TT

5" ARCTACATCGACAAGGTGCGCTT

I|I|II|I|I|||I|I|II

CUACAUCGACAAGGUGCGC
GAUGUAGCUGUUCCACGCGE 57

Vimentin cDNA:

sense siRNA: 5

ancisense siRENA:3'

dNTPs (mas econémicos y
resistentes a nucleasas)
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Generacion de siRNASs sintéticos

Sintesis de oligonucledtidos para siRNA

V

Una vez disenfados, los oligonucléotidos son sintetizados mediante
procedimientos quimicos tradicionales.

Cuando se disponen de los dos oligonucleodtidos (sense y antisense), los
mismos deben ser mezclados en iguales cantidades moleculares en un
buffer adecuado (Acetato de potasio 100 mM; HEPES-KOH 30 mM a pH 7,4;
Acetato de Magnesio 2mM).

Se debe calentar 1 minuto a 90°C, y luego incubar 1 hora a 37°C.
Muchas empresas comercializan los siRNAs ya preparados, e incluso

ofrecen muchos siRNAs validados para numerosos genes de distintos
organismos.
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Generacion de siRNASs sintéticos

Una alternativa para la generacion de siRNAS :

Design DMNA
oligonucleotide templates
8nt m@Erget sequence Bnt  marget sequence
3 IIIEI:II::!EIr {sense) 5 3 leader [antisense) 5

sense siRMA oligonudeotide template antizense silMA, oligonucleotide template

Anneal oliponucleotide
templates with T7
Promoter Primer

TT Promoter Primer T7 Promoter Primer .
5 [ _tArEet sequence [sense) 5 [ @rget sequence (antisense)
5 5
FFill in with
Klenow DMNA
Polymerase
5 T7 Promoter target [sense) 5 T7 Promaoter target (antisense)
5 5
sense sSRMA ranscription template antisense siflMA transcription template

Transcribe with
TT RNA Polymerase

FGGEGE-T —WF  FEEE e — WF
sere RMNA antisense RMA

Hybridize Sistema
Ga— comercializado por
Invitrogen

dRNA

RMase Digestion,
Clean Up

— = U
UL e e e
—" SRNA



¢, Cuales son los
requerimientos para la
generacion de shRNAs a partir
de construcciones geneticas?

5
3

shRNA de sintesis
enddgena

1

Construcciéon genética
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Generacion de shRNAsS

Flujo de trabajo en la generacion de shRNAs

Diseno
Informacion gen para Clonado
gen diana shRNA molecular

Stemyloop junction
shRMNA sense (passenger) strand
» 5

3’ overhang (from LU R R I N ""i.
- loop

promoter turmlnaﬁnn]‘ -

E -
5 - 3" -
siRNA stemn (19-29nt) ‘\

shRNA antisense [siRNA guide) strand
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Generacion de shRNAsS

Consideraciones en el disefio del gen para shRNA

Los shRNAs son transcriptos que seran generados dentro de la célula
diana.

Por ende, es necesario realizar una construccion genética que contenga un
gen adecuado que exprese el shRNA apropiado para el gen que se desea
silenciar.

Esto requerird de un clonado molecular completo en Escherichia coli,
requiriéndose para tal fin de un plasmido que actie de plataforma, y de la
constitucion de un inserto que derive en la generacion del shRNA.

Asi, esta construccion genética contendra un gen funcional en la célula
diana donde se desea silenciar el gen, el cual deberia generar un transcripto
gue sea procesado por la maquinaria celular responsable de la interferencia
del RNA.
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Generacion de shRNAsS

Consideraciones en el disefio del gen para shRNA

V

El gen que se debe construir debe contener los componentes sintacticos
adecuados para que sea funcional en la célula en estudio.

Asi, pueden utilizarse promotores para RNA pol Il (tipicos de los genes de
MIiRNA), o promotores para RNA pol Ill.

Una ventaja de los segundos es que son muy fuertes y el producto de RNA
no posee el tag de poly A en el extremo 3".

En cualquier de los casos, la region transcribible debe generar un dsRNA.
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Generacion de shRNAs

Ejemplo de un gen que genera un shRNA...

Transcription start
T

Pol lll promotear Loop

¢ Lﬂﬂlp Sense Strand uc

5 NNMNNNNNNNNNNNNNNNN Y
shEMNA ,_w} ————>_ yNNNNNNNNNNNNNNNNNNN G"‘J Leop
U Antisense Strand GA
ATP I Hairpin I
ADP + |,

SRNA DO
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Generacion de shRNAsS

Clonado molecular para shRNA

V

1) Objetivo: silenciar un gen en estudio.

2) Disefo de la molécula.

3) Aislamiento de plasmido (MCS flanqueado por regiones adecuadas para la
transcripcion dentro de la célula en estudio).

4) Aislamiento de inserto (generacion de sense/loop/antisense)

5) Apertura del plasmido.

6) Compatibilizacion de extremos.

7) Ligacion de plasmido e inserto.

8) Transformacion en Escherichia coli.

9) Seleccidon de Bacterias transformantes.

10)Seleccion de Bacterias conteniendo la construccion genética de interés.
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Generacion de shRNAsS

Sspl (4703) Hired Il {400
SV40 Promoter (1)
PepAl (4306) ] .

Ejemplo de plasmido ~BamHl (462)

+ e Promoter

{435T)

EcoRI (4110)

EcoRl (T95)

Hygromycin
(1124)

pSilencer™ 2.1-U6 hygro
4885 bp

(3332) ColE1 origin

SV40 pA -
Sspl (2048) '
{2009)
U& Promoter: 462-T935 (2030) (2071)
SV40 early Promoter: 4377-4701 Ampicillin

Hygromycin: 3332-4357

SV40 early pA signal: 2031-3323
Ampicillin: 2071-2930

ColE1 origin: 1124-2009

Ambion®
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Generacion de shRNAsS

EcoRl (387)
Ejemplo de plasmido Sepl (4370) ) -H1 Promoter
SV40 Promoter - BamHI {496)

PspAl (4063)- |

r siRNA

{4024) Hindlll {557}

EcoRlI (37T7) (790)

Hygromycin

pSilencer™ 3.1-H1 hygro

4352 bp ColE1 origin

H1Promoter: 397-496

SV40 Promoter: 4043-4367 (2988)
Hygromycin: 2999-4024 |
SV40 early pA signal: 2617-2989 SV40 pA

Ampicillin: 1737-2396 Sspl (2613)
ColE1 origin: T90-1673 (2506) Ampicillin

(1675)
{(1737)

Ambion®
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Generacion de shRNAsS

Region de clonado Los plasmidos para generar shRNA contienen
la siguiente region de clonado:

S

| |

Promotor Senal de terminacion
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Generacion de shRNAsS

Promotores Los promotores mas empleados son los de
RNA pol 1l y RNA pol I

a
TYPE 2 POL Il PROMOTER
e.g. 3accharomyces SLUP4 tRMNA gene

#1 +8 +19 +52 +62 +73

TYPE 3 POL Il PROMOTER

e.9. Human UG-1 snRNA gene Tn

e P
— s __pse._——— R 7/ J
-244 -214 66 -47 -30 -25 +1 +102
b
POL Il CORE PROMOTER I—r

PRTTTSIN  TATA e N R

-37 -2 26 - +4 +28  +3



IRNAS en biologia

Generacion de shRNAsS

Promotores Las ventajas del uso de los promotores para
RNA pol Il son:

= Son promotores compactos y fuertes.
= Producen en la célula sncRNAS

= Tienen sefiales de terminacion pequefias (4-5 timidinas) dejando
extremos 3’precisos.

En general, los mas utilizados son los promotores H1y U6.
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Generacion de shRNAsS

Insertos

_ Para la generaciéon del inserto, es necesario
considerar los mismos criterios que en el

disefio y sintesis de siRNA antes descriptos.

De este modo, una vez detectadas las regiones potenciales
“para silenciar (de 2 a 4 por gen), deben disefiarse
oligonucledtidos de ssDNA que posean las siguientes

caracteristicas:
loop |
Secuencia sentido Secuencia antisentido Terminador
| I / RNA pol IlI
o | | | |
5 19 nt 19 nt 3
9 nt ]
3 &
! J

Sitio de ER Sitio de ER
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Generacion de shRNAsS

Example Target Sequence (AA plus 19 nt)

FANNNLIGICAGECTATCGLGTATCE NN ¥

¥

Annealed Hairpin siRNA Template Insert (order these 2 oligonucleotides)

RNA pol I
BamH| Sense Strand Loop Antisense Strand Terminator Hind Il

5'-GATCC GTCAGGCTATCGOGTATCG  pie.Y.tet.Net. GGAAA-3
3'- G CAGTCOGATAGCGCATAGEC EYIapiais) CCTTTTCGA -5
N\
*G
- fo—
Hairpin siRNA Structure
sense sequence
5-GUCAGGCUAUCGCGUAUCGY Uc A

A
3~ CAGUCCGAUAGCGCAUAGE , AG
antisense sequence G
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Generacion de shRNAsS

Otros ejemplos de insertos para vectores con promotores de RNA pol lll...

FM& Pal W
-‘IP-EI | fense srrand Loocp Antisernse Strand Terminator Ecor |

5' - NNNNNNNNNENERNNRBNNT TCAAGAGANERNERNNRENMENNENENTTTTTT-3
ATCOGG - NMNNEMNKRMNNMNNNERNR R AAGT TCTC TN RENMNNEN NN NNNAS LA AATTAA-5

REA Pad I
BomH | Sense strand Loop Antisense Strand Terminator  Hind Il

5 'GATCCCGNNNNNN NN NNHNRERRNN TTCAAGAGA L NRERREN NN NN NN T TTTTTGGAAA -3
3 "GECNAMNNNNNNMNNANNENRRNNAAGTTCTCTHNENNNENNMNNEMNNNNNNAAASAACCTTTTOGA -5 '
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Generacion de shRNAsS

Ejemplos de insertos para vectores con promotores de RNA pol II...

BamH|  sense sequence (19 ni) boop antisense sequence (21 nt)  Hind

B - GATCC el e e mre e e Y | TTCAAGAGA|CAATCGCAGTCAACTCATC|AG| A - 3
a3- GAEE R L e L T HAAGTTCTCT|GT TAGCGTCAGT TGAGCAG| TC| TTCGA - &'

Xhol  sense sequence (19 nt) loop antisense sequence (21 nt]  Spel

CERIRIEH GACGAGTTGACTGCGATTG L el r e LTty EMTGEEAETEMI’JTEETE|AE A-J
3 - AR L e L HAAGTTCTC T |GTTAGCGTCAGT TGAGCAG|TC| TGATC - 5
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Generacion de shRNAsS

Construccion genética < ——— E j, oA encodieg

plasmid or virus

_Mucleus
-

Mecanismo de los shRNA>

Silenciamiento

miRMA

mANA l
cleavage

mANA l
degradation —
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Generacion de shRNAsS

Variantes del sistema para generacion de shRNAs

N

B Expresion inducible de shRNAs

B Expresion de multiples shRNAs
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Generacion de shRNAsS

Expresion inducible de shRNAs

= En estos sistemas, existe un elemento de secuencia que
controla la transcripcidén del gen que expresa los shRNA.

Uno de los sistemas mas utilizados es el sistema inducible por
tetraciclina.

- La simple adicion del antibidtico (tetraciclina o doxiciclina)
desbloquea el gen (Tet-On), mientras que su remocion lo
bloguea (Tet-Off).
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Generacion de shRNAsS

Expresion inducible de shRNAs

= El sistema contiene un la secuencia operadora Tet downstream
al promotor (TetO).

También, contiene un gen que codifica una proteina
transactivadora (Tet repressor).

La proteina Tet repressor se une muy eficientemente a TetO,
evitando la transcripcion.

La simple adicion de tetraciclina o de doxiciclina forma un
complejo con la proteina represora, la cual deja de unirse a TetO.
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Generacion de shRNAsS

Expresion inducible de shRNAs Ry y—

i i

Tet operator

Inducible system

No transcription

I|I tetR protein
T T

ll.‘ B 8 Tetracycline {or doxycycline)
.

Transcription .
‘ Expression is
tetracycline-dose dependent

i i (commonly used at 1pg/ml)




IRNAS en biologia

Generacion de shRNAsS

Expresion de multiples shRNAs>

= Es posible expresar varios shRNAs a partir de una unica
construccion.

_ Esto se ha intentado construyendo varios genes en un mismo
plasmido.

» Aungue también se ha realizado generando 1 gen que expresa un
dsRNA grande.
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Generacion de shRNAsS

Expresion de multiples shRNAs

Multiple promoter shRNA

— R a3 G-

''''''''''' sessnsny L -"_- s L S L2 00008 ' 'i,.
-,',n‘l.l_l,l‘i!!lill“.."-L_' ___________ ,”'--‘1‘..' .:‘.
....... saoas '.__.
' .‘I...:"'
Long hairpin RNA/Extended shRNA
— TSR shaa 2t snva 3 HE-
SERC R R N N R L LR RN }FrlIIIH‘H'-'-H“FFFI"-‘-!



¢,Cuales son los mecanismos
de vehiculizacion mas
utilizados para siRNA'y
ShRNA?
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Delivery de siRNA y construcciones de shRNA

Ya generados los siRNAs sintéticos o realizada la construcciéon
genética para la biogénesis de shRNA, es necesario utilizar un sistema

de delivery o vehiculizacion de los &acidos nucleicos en las células
deseadas.

P aplicacion de iRNA puede ser en cultivo celular o en organismos,
siendo en ambos casos diferente la aproximacion.

@ Por otro lado, los siRNAs sintéticos siempre tendran un efecto
transitorio, mientras que las construcciones para generar ShRNA
pueden establecerse de manera definitiva.
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Delivery de siRNA y construcciones de shRNA

SiRNA sintético Modelo celular

N NV

El procedimiento clasico es Ila transfeccion (lipofeccion,
electroporacion, precipitacion con fosfato de calcio).

En este disefo experimental, es importante contar con un control
negativo de siRNA.

También es importante poner a punto la transfecciéon con un
plasmido control que exprese una proteina indicadora.

El analisis de la eficiencia del silenciamiento debe realizarse
mediante Northern Blot, RT-gPCR y/o Western Blot.



IRNAS en biologia

Delivery de siRNA y construcciones de shRNA

SiRNA sintético Organismo

N V

B El uso de siRNAs sintéticos en organismos tiene aplicaciones
biomédicas.

B En estos casos, es complejo direccionar el siRNA a las células
diana.

Si bien se puede administrar siRNA desnudo, es conveniente armar
complejos que conduzcan a una mayor vida media y a una mejor
biodistribucion.



IRNAS en biologia

Delivery de siRNA y construcciones de shRNA

siRNA sintético Organismo

Targeting maiety
(eg. antibody)

Fusogenic peptide

Stimuli-labile linke

Component Design goal
Protection from enzymatic degradation; efficient
transport and cellular uptake
Retarded clearance by RES and renal filtration; reduced
toxicity
Specific binding to target tissue/call
Enhanced cellular internalization

Fusogenic peptide or lipid, or somea destabilizing
polymer

Facilitated siRtMA release from the endosome

Efficient siRMA dissociation from its carrier in the
cyloplasm

Stimuli-labile linker
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Delivery de siRNA y construcciones de shRNA

Table 4 Ongoing clinical trials in cancer and other diseases

Clinical setting Product Targeted gene Location Disease Admin Phase Stage
Cancer
| Proteascme sifMA Immunoproteassme LISA Melanoma Yaccination | Recruiting
and tumar antigen
RMA-transfected
dendritic cells
2 W40 Tyrosine kinase lzrael CHL - - Completed
3 CALAA-OI Ribonuclectde LISA Cancers v | Recruiting
reductase (M2 subunit)
4 Aoul27 An siRMA Germany  Advanced solid cancer IV | Recruiting
5 TEM-080301 PLE| gene product LISA MCRC{Iver); Intra-arterial | Recruiting
MPC{liver);
MGC{liver);
MBC{liver);
MO {liver)
& AHR siRMA Aromatic Taiwan Meurcblastoma - - Completed
hydrocarbon receptor
7 siGI120 LODER - Israel PO-Adk; PC - | Recruiting
] B4GALMT Taiwan Meuroblastoma - - Completed
Others
I AGMNII 745 YEGFR receptor-| LISA, CHY-AMD T il Completed®
siRMADZT
2 AGHN 211745, VWEGFR receptor-| LISA, AMD T Il Terminated
ranibizumab
E] td 101 Keratins, Kéa LISA Pachyaonychia C Inradermal | Completed
4 QP-1007 Caspase 2 LISA Optic atrophy; VT | Recruiting

Miele E, Spinelli GP, Miele E, Enzo Di Fabrizio, Ferretti E, Tomao E, Gulino A. Nanoparticle-based delivery of small interfering RNA: challenges for
cancer therapy. International Journal of Nanomedicine 2012:7 3637—-3657
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Clinical setting Product Targeted gene Location Disease Admin Phase Stage
M-AAICIM
5 Bevasiranib WEGF LISA OME T Il Completed
& PRO-040201; placebo - LISA Hypercholesteroclemia - | Terminated
7 - IL-10 Taiwan Preeclampsia - - Terminated
] SYLIOO] - Spain Ocular pain; Taopical | Recruiting
dry eye
9 Bevasiranib; WEGF - ARMD T 1] Wiithdrawn
ranibizumab
L] I5MP; placebo p33 LISA Injury of kidney v | Completed
Ac renal failure
I I5MP; saline p33 LI5A Crelayed graft function; [V N} Recruiting
other complication
of kidney transplant
12 SYLO40012 Hladrenergic receptor Spa.il'l Glaucoma; ocular Lacal [} RECI'LIiI:ing
Hypertension
13 Simvastatine Keratin (Kéa-E17T) Israsl Pachyonychia C Taopical | Mot yet recruiting
I 4 TBX3 TBX3 LISA Human ES cell - - Unknown
differentiation
] Bevasiranib VEGF LISA MO T Il Completed
l& PF-04523655; - LI5A Choroidal VT Il Mot yet recruit
PF-04523655 Meovasculite
and ranibizumakb; Criabeoc retinopathy
ranibizumakb; CHE
PF-D4523655

Abbreviations: MCRC, metastatic colorectal cancer; MPC, metastatic pancreatic cancer; MGC, metastatic Gastric cancer; MBC, Metastatic Breast cancer; MOC, Metasatic
Crharian Cancer; PD-ADK, Pancreatic Ductal Adenccarcnoma; PC, Pancreatic Carcinoma; Pachyonychia C, Pachyonychia Congenita; M-AAION, Mon-Arteric Anterior
lschemic Optic Meurcpathy, DME, Dabetic Macular Edema; ARMD, Age Related Macular Degeneration; MD, Macular Degeneraton; CHL, Chronic Myelosd Leukemia;
AMD-CHY, Age-Related Macular Degeneration- Choroidal Meovascularization; AMD, Age-Related Macular Degeneration; [¥T, Intravitreal Therapy.

Miele E, Spinelli GP, Miele E, Enzo Di Fabrizio, Ferretti E, Tomao E, Gulino A. Nanoparticle-based delivery of small interfering RNA: challenges for
cancer therapy. International Journal of Nanomedicine 2012:7 3637—-3657
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Plasmido shRNA Modelo celular

N NV

El procedimiento clasico es Ila transfeccion (lipofeccion,
electroporacion, precipitacion con fosfato de calcio).

En este disefo experimental, es importante contar con un control
negativo de shRNA.

También es importante poner a punto la transfecciéon con un
plasmido control que exprese una proteina indicadora.

El analisis de la eficiencia del silenciamiento debe realizarse
mediante Northern Blot, RT-gPCR y/o Western Blot.
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Genes shRNA Organismo

N V

El uso de genes que expresen shRNA en organismos requiere de la
vehiculizacion mediante sistemas virales o no virales.

Los sistemas no virales son similares a los empleados para los
siRNAs sintéticos.

Los sistemas virales implican incorporar el gen en el genoma de un
virus, el cual en funcion de su tropismo transportara dicha secuencia
terapeutica a la célula diana.

Los virus mas utilizados fueron retrovirus, adenovirus, adeno-
asociados, herpes virus.



