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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 geénica, como para proteger a la ceélula 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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Marta Lopez-Fraga, Tamara Martinez and Ana Jimenez. RNA Interference Technologies and Therapeutics: From Basic Research to Products.
Biodrugs 2009; 23 (5): 305-332



RNAs no codificantes
Aplicaciones del iRNA

® El aprovechamiento del mecanismo de interferencia de RNA o iRNA se
basa en la introduccidon dentro de la célula de sdsRNA (small dsRNAS)
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 disenar 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.), siRNA Design: Methods and Protocols, Methods in
Molecular Biology, vol. 942, © Springer Science+Business Media, LLC 2013
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Aplicaciones del iRNA

Biologia basica

N

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

organicas.

Biologia aplicada

N

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

Diferentes tipos de cancer,
Diversas patologias genéticas,
Procesos anomalos 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
I ——————— ,
3 3

SiRNA sintético SshRNA de sintesis
endogena

]

Sistema de delivery
o vehiculizaciéon a la
célula diana

Construccion genética
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¢.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 cledtidos 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 o0 NA (N21), 0 NAR (N17) YNN,
donde N es cualquier nucledtido, R es una 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 o 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 Ssecuencia
transcriptdémica, 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 nucleodtidos de los extremos estén modificados en sus grupos fosfato
(fosforotioatos).



IRNAS en biologia

Generacion de siRNASs sintéticos

Consideraciones en la sintesis de siRNAs

= Reynolds y colaboradores* definieron un score numeérico 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 diseflar 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*<20i3C)
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.
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Generacion de siRNASs sintéticos

Ejemplo en el diseno de siRNA...

1
61
121
181
241
301
36l
421

Homo sapiens vimentin

GGEGCGCGCCA
TCTTCTCCGG
CCATGETCCAC
COGCGAGCCG
TEGEGCAGCGC
TGTATGCCAC
TGCAGGACTC
GCACCARACGA

GAGACGCAGC
GAGCCAGTCC
CAGGTCCGTG
GCCGAGCTCC
GCTGCGCCCC
GCGCTCCTCT
GGETGGACTTC
GARGGTGGAG

481 AGGETGCGCTT] CCTGGAGCAG

541
601

GCCAMGGCARA
B GGACCA

AR(N19)TT

antisense siRNA:3'!

GTCGCGCCTA
GCTAACCAAC

Vimentin cDNA:

Sengse

(VIM),

CGCGCTCCCA
GCGCCACCGC
TCCTCGTCCT
AGCCGGAGCT
AGCACCAGCC
GCCGTGCGCC
TOGCTGEGECCGE
CTGCAGGAGC
CAGAATAAGA
GGGGACCTCT
GACAAAGCCC

5 L

siRNa: 5!

mRNA,

CCACCCACAC
CGCCGCCCAG
CCTACCGCAG
ACGTGACTAC
GCAGCCTCTA
TGECGGAGCAL
ACGCCATCAR
TGARATGACCG
TCCTGCTGEGC
ACGAGGAGGA
GCOGTCGAGGT

NM_

003380

CCACCGCGCC
GCCATCGCCA
GATGTTCGGC
GTCCACCCGC
CECCTOGTCC
CETGCCCGGE
CACCGAGTTC

CTCGTTCGCC
CCCTCCGCAG
GGCCCOGGGECA
ACCTACAGCC
COGEGCEGECGE
GTGCGGCTCC
AAGARCACCC

cTTCecCAAC TACATCGACA

CGAGCTCGAG
GATGCGGGAG
GGAGCGCGAC

CAGCTCAAGG
CTGCGCCGET
AACCTGGCCG

AACTACATCGACAAGGTGCGCTT

CUACAUCGACAAGGUGCGC-4TdT

dTdT- GAUGUAGCUGUUCCACGCG &5
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Generacion de siRNASs sintéticos

Ejemplo en el diseno de siRNA...

1
61
121
181
241
301
36l
421

Homo sapiens vimentin

GGEGCGCGCCA
TCTTCTCCGG
CCATGETCCAC
COGCGAGCCG
TEGEGCAGCGC
TGTATGCCAC
TGCAGGACTC
GCACCARACGA

GAGACGCAGC
GAGCCAGTCC
CAGGTCCGTG
GCCGAGCTCC
GCTGCGCCCC
GCGCTCCTCT
GGETGGACTTC
GARGGTGGAG

481 AGGETGCGCTT] CCTGGAGCAG

541
601

GCCAMGGCARA
B GGACCA

AR(N19)TT

GTCGCGCCTA
GCTAACCAAC

Vimentin cDNA:

Sengse

(VIM),

CGCGCTCCCA
GCGCCACCGC
TCCTCGTCCT
AGCCGGAGCT
AGCACCAGCC
GCCGTGCGCC
TOGCTGEGECCGE
CTGCAGGAGC
CAGAATAAGA
GGGGACCTCT
GACAAAGCCC

5 L

siRNa: 5!

antisense siRNA:3'!

mRNA,

CCACCCACAC
CGCCGCCCAG
CCTACCGCAG
ACGTGACTAC
GCAGCCTCTA
TGECGGAGCAL
ACGCCATCAR
TGARATGACCG
TCCTGCTGEGC
ACGAGGAGGA
GCOGTCGAGGT

NM_

003380

CCACCGCGCC
GCCATCGCCA
GATGTTCGGC
GTCCACCCGC
CECCTOGTCC
CETGCCCGGE
CACCGAGTTC

CTCGTTCGCC
CCCTCCGCAG
GGCCCOGGGECA
ACCTACAGCC
COGEGCEGECGE
GTGCGGCTCC
AAGARCACCC

cTTCecCAAC TACATCGACA

CGAGCTCGAG
GATGCGGGAG
GGAGCGCGAC

GAUGUAGCUGUUCCACGCG 5°

CAGCTCAAGG
CTGCGCCGET
AACCTGGCCG

AACTACATCGACAAGGTGCGCTT

CUACAUCGACAAGGUGCGC

D

dNTPs (méas econdmicos y
resistentes a nucleasas)
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Generacion de siRNASs sintéticos

Sintesis de oligonucleotidos para siRNA

V

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

Cuando se disponen de los dos oligonucleotidos (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 DNA
oligonucleotide templates
8nt target sequence Bnt target sequence
yloader _(seme) yioel  (antisense) 5

sense siRNA oligonudeotide template antisense siRNA oligonucleotide template

Anneal oligonucleotide
templates with T7
Promoter Primer

v

T7 Promoter Primer 4 T7 Promoter Primer )
5 MMM treet sequence (sense) 5 T [IIIII_target sequence (antisense)
5' 5
Fill in with
Klenow DNA
Polymerase
W
5 T7 Promoter target (sense) 5 T7 Promoter target (antisense)
5' 5
sense siRNA transcription template antisense siRNA transcription template
Transcribe with
T7 RNA Polymerase
5'GGG — U3y 5'GGG _— WUy
serse RNA amtisense RNA

......
________
......

Hybridize S |Stema
W B, comercializado por
Invitrogen

dsRNA

RNase Digestion,
Clean Up



¢.Cuales son los
requerimientos para la
generacion de shRNAs a partir
de construcciones genéticas?

5
3

SshRNA de sintesis
endogena

]

Construccion genética
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Generacion de shRNASs

Flujo de trabajo en la generacion de shRNAs

_ Disefo
Informacidn gen para Clonado
gen diana shRNA molecular

Stem/loop junction
shRNA sense (passenger) strand /

¥ 3 » 5
3’ overhang (from sessssessssssssssss. o,
promoter termination) e | loop
00 6000000000000 00000» .... ..,
5 - 3 —
SIRNA stem (19-29nt) i

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,
requiriendose para tal fin de un plasmido que actue de plataforma, y de la
constitucion de un inserto que derive en la generacion del shRNA.

Asi, esta construccidn 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

%

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
MIRNA), o promotores para RNA pol lll.

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.



IRNASs en biologia

Generacion de shRNAs

Ejemplo de un gen que genera un shRNA...

Transcription start

~{ Pol lll promoter

Y Arisense B

Sense Strand uc

5 NNNNNNNNNNNNNNNNNNN Y
4 | Loop
shRNA DD ——— . ommmmmmmmmmmann, J
Antisense Strand

ATP | Hairpin
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Generacion de shRNASs

Clonado molecular para shRNA

V

1) Objetivo: silenciar un gen en estudio.

2) Diseio 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) Seleccion de Bacterias transformantes.

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

Saps (4703’ i - Hindill (400)
. . ) iRNA
Ejemplo de plasmido ey | BamHi (462)

- U6 Promoter

EcoRI (4110) -, EcoRI (795)

Hygromycin
(1124)

pSilencer™ 2.1-U6 hygro
4885 bp

(3332) ~ ColE1 origin
SV40 pA’
Sspl (2048) | ‘
( 2009
U6 Promoter: 462-795 (2030) (237, : ’
SV40 early Promoter: 4377-4701 Ampicillin

Hygromycin: 3332-4357

SV40 early pA signal: 2951-3323
Ampicillin: 2071-2930

ColE1 origin: 1124-2009

Ambion®
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Generacion de shRNASs

EcaRl {307)
Ejemplo de plasmido Sspl (4370) 1 -H1 Promoter
5V40 Promoter - BamHI {406)
PapAl (4063) - | - siRMNA
(4024} -

Hindlll {557}

EcoRl (3777) (790)

Hygromycin

pSilencer™ 3.1-H1 hygro

4352 bp ColE1 origin

HiPromoter: 387-496
SV40 Promoter: 4043-4367 (2098)
Hygromycin: 2999-4024

SV40 early pA signal: 2617-2989 SV40 pA’
Ampicillim: 1737-2596 Sspl (2613)

ColE1 origin: T90-1673 [25506) 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

l l

Promotor Sefal de terminacién
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IRNASs en biologia

Generacion de shRNASs

Promotores Los promotores mas empleados son los de
RNA pol lll'y RNA pol Il

a
TYPE 2 POL lll PROMOTER
e.g. Saccharomyces SUP4 tRNA gene

+1 +8 +19 +52 +62 +73
TYPE 3 POL Il PROMOTER
e.g. Human U6B-1 snRNA gene Tn
[_’ Yy |
— s A 7/ T
-244 -214 -66 -47 -30 -25 +1 +102

b
POL Il CORE PROMOTER l-—o

-37 -32 -26 -2 +4 +28 +32
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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 sncRNASs

= Tienen sefales de terminacion pequeias (4-5 timidinas) dejando
extremos 3 precisos.

En general, los mas utilizados son los promotores H1 y U6.
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Generacion de shRNASs

Insertos

_ Para la generacion 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
oligonucledotidos de ssDNA que posean las siguientes
caracteristicas:

loop
Secuencia sentido Secuencia antisentido Terminador
I I / RNA pol II
o | | | |
5 19 nt 19 nt 3
9 nt .
3 5
v |

Sitio de ER Sitio de ER
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Generacion de shRNASs

Example Target Sequence (AA plus 19 nt)

SANNNIGTCAGGCTATCECETATCE. AN T

¥

Annealed Hairpin siRNA Template Insert (order these 2 oligonucleotides)

RNA pol ll
BamH| Sense Strand Loop Antisense Strand Terminator Hind 1l
5'- GATCC GTCAGGCTATCGCGTATCG  per:Y:Tef:Tef: GGAAA-3
3- %AG[CCE#WA.G{ AAGTTCTCT CCTTTTCGA -5
*G
¢ e

Hairpin siRNA Structure

sense sequence
5 GUCAGGCUAUCGCGUAUCGY Uc A

A
3~ (] CAGUCCGAUAGCGCAUAGE , G
antisense sequence G
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Generacion de shRNASs

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

Rk& Bal
Apa | fense srrand Locp Antizerse Strand Tarminatar Ecor |

5' - NNNHNNNNNENERNNENNNT TCAAGAGANERNERNNNENNNNNMNENTTTTTT -3
ATCOGG - NMNNKMNKNMNNMNNEE AAGTTCTCTHMNERPRRANNNNNRMNNRNASAAAATTAN-5

RIA Pol 1l
BomH| Sense strand Loop Antisense Strand Terminator  Hind Il

5 'GATCCCGNNNNNNNNNNNNRRERNNN TTCAAGAGANMENRERNENNNNNNNNNNT TTTTTGGAAA -3 !
2 GECHNNNHNNNNNNNENNENRMNAAGTTCTCTHRENNRNNHNNN NN NN ENAAAAAACCTTTTOGA-S
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Generacion de shRNASs

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

BamH| sense sequence (19 nt) loop antisense sequence (21 nt)  Hind Il

CETN (¥ GACGAGTTGACTGCGATTG AAGA mTch?aT,CAAcTQGwﬂ ?fch "

SRl¢] CTGCTCAACTGACGCTAAC,

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

GERRREEH GACGAGTTGACTGCGATTG L el Fletiet ) EMTGEEAETEMETEETE|AE|# )
3- ClaR e g L  HAAGTTCTCT [GTTAGCGTCAGT TGAGCAG|TC| TGATC - 5
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Generacion de shRNASs

Construccion genética 7N |
J () s ancoios

Mucleus
o

Mecanismo de los sh RNA>

Silenciamiento

mBMNA

mANA l
cleavape

mANA l
degradation —
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Generacion de shRNASs

Variantes del sistema para generacion de shRNAs

%

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 transcripcion del gen que expresa los shRNA.

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

- La simple adicion del antibiotico (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 Iy —

i i

Tet operator

Inducible system

No transcription _
: I|I tetR protein
q-

Ll.‘ B s Tetracycline {or doxycycline)
[ |

Transcription ..
‘ Expression s
tetracycline-dose dependent

. . {commonly used at 1pg,/ml)
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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.

= Aungque 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
- g eaa -

ot
e, - - -

\-_o,.o‘o.o.o_o”pgg‘.' ... QW00 00 I"".\.' ..‘
WaneeeLLL0000 g o WL LLe 00Ny >
-O'a.. '. e ..
WSS sRAY B
'.'.'.'.'.'.'.'.'.'.':::".. 3
Long hairpin RNA/Extended shRNA
"N
- shRNA 3

’

e
a e
QAUMARLLLLP2200 000000000 220020200 ‘.a‘-.n‘np”p (N ] "'

WRN YIS dd i | LA N L 4 FE2000 0N Q;'.'.‘".‘.PP""'\ o#
PR



¢.Cuales son los mecanismos
de vehiculizacion mas
utilizados para siRNA y
shRNA?
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IRNAS en biologia

Delivery de siRNA y construcciones de shRNA

Ya generados los siRNAs sintéticos o realizada la construccion
genética para la biogénesis de shRNA, es necesario utilizar un sistema
de delivery o vehiculizacion de los acidos nucleicos en las células
deseadas.

o l2 aplicacion de iIRNA 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

% NV

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

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

También es importante poner a punto la transfeccidn 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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PROCEDIMIENTOS DE TRANSFECCION

- =

Con fosfato de Calcio| Con lipidos Con polimeros | Por electroporacion
cationicos
El DNA disuelto en un buffer e LOS lipidos cationicos .EI DEAE-Dextrano .EI DNA ingresa por los
fosfato genera un precipitado forman complejos es un polication que microporos de las
en contacto con iones de estables con el DNA.  se asocia al DNA. células al someterlas
calcio. con un pulso eléctrico.
e Estos complejosse  oEl complejo se
La célula incorpora el asocian a las asocia a las
® precipitado mediante membranas membranas
endocitocis. celulares e ingresan celulares e ingresa

por endocitocis. por endocitocis.
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SiRNA sintético Organismo

% NV

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.
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SiRNA sintético Organismo

Targeting moiety
(eg, antibody)

Fusogenic peptide

Component Design goal

Protection from enzymatic degradation; efficient
siRNA complete in a cationic polymeric nanoparticle ar

transport and cellular uptake
Polyethylene glycol (PEG) shell Retarded clearance by Rtsxsicaﬂr;’d renal filtration; reduced
Targeting moiety (eg. folic acid, peptide or antibody) Specific binding to target tissue/call
Cell-penetrating peptide (CPP) Enhanced cellular internalization
Fusogenic peptide or lipid, or endosome destabilizing Faclitalad sIRNA release from the endosome

polymer

Efficient siRNA dissociation from its carrier in the

Stimuli-labile |
cytoplasm
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d MEA-dynamic polyconjugate particles

a Cholesterol conjugates

Cholesterol

nanoparticles

in poly

Transferrin
%; Polycatlon nanoparticle

Figure 2 | In vivo delivery strategies for therapeutic siRNAs. a, Cholesterol
groups can be linked to modified siRNAs to enhance their stability

before systemic delivery. The most common siRNA modifications are
2'-0-methyluridine or 2'-fluorouridine substitutions (blue circles)
combined with phosphorothioate linkages. b, Polycation nanoparticles

can direct delivery of the siRNAs to specific cells through the use of surface
ligands (such as transferrin) that bind to receptors on target cells. ¢, SNALPs
encapsulate modified siRNAs into cationic or neutral lipid bilayers coated
with diffusible PEG-lipid conjugates. SNALPs allow siRNAs to be taken

f Aptamer-siRNA chimaeras O

LTI

0

[

i

TTTTTTITTITIT

up by cells and released by endosomes. d, Masked endosomolytic agent
(MEA)-Dynamic PolyConjugates (DPCs) are similar to SNALPS but
smaller, and contain a ligand that allows targeted cell delivery. The release
of the siRNA from the endosome is also improved by the inclusion of a
pH-labile bond in the MEA-DPC particles. e, Tagging specific antibodies
with protamine or other positive charges allows the delivery of siRNAs to
specific cell types via receptor-mediated uptake. f, Chemically linking or
co-transcribing siRNAs with RNA aptamers allows the targeted delivery
of the siRNAs to cells expressing the appropriate receptor.

Castanotto D, Rossi JJ. The promises and pitfalls of RNA-interference-based therapeutics. Nature. 2009 Jan 22;457(7228):426-33.
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FARMACOCINETICA FARMADINAMICA

Lo que el organismo le hace al farmaco Lo que el farmaco le hace al organismo

/ Resultados exitosos de toxicidad y eficacia en cultivos celulares.
IEA — Resultados exitosos de toxicidad y eficacia en modelo animal.
Determinacion de modos de administracion.




IRNAS en biologia

Ensayos preclinicos y clinicos para tratamientos en seres humanos

FARMACOCINETICA FARMADINAMICA

Lo que el organismo le hace al farmaco Lo que el farmaco le hace al organismo

Resultados exitosos de toxicidad y eficacia en cultivos celulares.

Determinacion de modos de administracion.

@ < Resultados exitosos de toxicidad y eficacia en modelo animal.

Resultados exitosos de toxicidad y eficacia en personas.

D>
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FARMACOCINETICA FARMADINAMICA

Lo que el organismo le hace al farmaco Lo que el farmaco le hace al organismo

Resultados exitosos de toxicidad y eficacia en cultivos celulares.

Determinacion de modos de administracion.

@ < Resultados exitosos de toxicidad y eficacia en modelo animal.

Resultados exitosos de toxicidad y eficacia en personas.

D>

¢ ES seguro el tratamiento?
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FARMACOCINETICA FARMADINAMICA

Lo que el organismo le hace al farmaco Lo que el farmaco le hace al organismo

Resultados exitosos de toxicidad y eficacia en cultivos celulares.

Determinacion de modos de administracion.

@ < Resultados exitosos de toxicidad y eficacia en modelo animal.

Resultados exitosos de toxicidad y eficacia en personas.

D>

¢, Es eficaz el tratamiento?
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FARMACOCINETICA FARMADINAMICA

Lo que el organismo le hace al farmaco Lo que el farmaco le hace al organismo

Resultados exitosos de toxicidad y eficacia en cultivos celulares.

Determinacion de modos de administracion.

@ < Resultados exitosos de toxicidad y eficacia en modelo animal.

Resultados exitosos de toxicidad y eficacia en personas.

D>

¢, ES mejor que tratamientos vigentes?
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FARMACOCINETICA FARMADINAMICA

Lo que el organismo le hace al farmaco Lo que el farmaco le hace al organismo

Resultados exitosos de toxicidad y eficacia en cultivos celulares.

Determinacion de modos de administracion.

@ < Resultados exitosos de toxicidad y eficacia en modelo animal.

Resultados exitosos de toxicidad y eficacia en personas.

D>

¢, Hay efectos secundarios a largo plazo?




IRNAS en biologia

Ensayos preclinicos y clinicos para tratamientos en seres humanos

Bien/servicio en el mercado ® Farmaco en el mercado (luego de Fase Ill)

f E ‘ ® Seguimiento del farmaco (Fase 1V)
‘ ® Formulacion de prototipo
/ Desarrollo\ ® Pruebas clinicas y asuntos regulatorios

/ Investigacion \ ‘ ® Diseno IFA y pruebas de concepto preclinicas

aplicada ® Estrategias de formulacion

Investigacion basica \ - e Mecanismo de RNAI
/ o Biologia molecular de la condicion patologica

(bmicas)



IRNASs en biologia

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
| Proteasocme siFMA Immunoproteassme LISA Melanoma Vaccination | Recruiting
and tumeor antigen
RMA-transfected
dendritic cells
2 SW40 Tyrosine kinase Israel CML - - Completed
3 CALAA-O] Ribonucleotde L5A Cancers I | Recruiting
reductase (M2 subumit)
4 Aou027 An siRMA Germany  Advanced solid cancer IV | Recruiting
5 TEM-080301 PLE|l gene product LISA MCRC{liver); Intra-arterial | Recruiting
MPC{liver);
MGC{liver);
MBC{liver);
MO {liver)
& AHR siRMA Aromatic Taiwan Meurcblastoma - - Completed
hydrocarbon receptor
7 £iG 120 LODER - Israel PC-Adk; PC - | Recruiting
] B4GALMT Taiwan Meurcblastoma - - Completed
Others
I AGMNZI 745 YEGFR receptor-| LISA, CHY-AMD T Ll Completed®
siRMADZT
2 AGH 21 1745; WEGFR receptor-| LISA AMD T Il Terminated
ranibizumakb
3 td 101 Keratins, Kéa LISA Pachyonychia € Intradermal | Completed
4 QP11 007 Caspase 2 L5A Oipitic atrophy; VT | Recruiting

Miele E, Spinelli GP, Miele E, Enzo Di Fabrizio, Ferretti E, Tomao E, Gulino A. Nanopatrticle-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
N-AAION
5 Bevasiranib VEGF USA DME VT ] Completed
6 PRO-040201; placebo - USA Hypercholesterolemia - I Terminated
7 - IL-10 Taiwan Preeclampsia - - Terminated
8 SYLI00! - Spain Ocular pain; Topical I Recruiting
dry eye
9 Bevasiranib; VEGF - ARMD VT i Withdrawn
ranibizumab
10 ISNP; placebo p53 USA Injury of kidney v I Completed
Ac renal failure
I ISNP; saline p33 USA Delayed graft function; IV m Recruiting
other complication
of kidney transplant
12 SYL040012 f2adrenergic receptor  Spain Glaucoma; ocular Local i Recruiting
Hypertension
13 Simvastatine Keratin (Kéa-K17) Israel Pachyonychia C Topical 1 Not yet recruiting
14 TBX3 TBX3 USA Human ES cell - - Unknown
differentiation
15 Bevasiranib VEGF USA MD VT Il Completed
16 PF-04523655; - USA Choroidal VT Il Not yet recruit
PF-04523655 Neovasculite
and ranibizumab; Diabetic retinopathy
ranibizumab; DME
PF-04523655

Abbreviations: MCRC, metastatic colorectal cancer; MPC, metastatic pancreatic cancer; MGC, metastatic Gastric cancer; MBC, Metastatic Breast cancer; MOC, Metastatic
Ovarian Cancer; PD-ADK, Pancreatic Ductal Adenocaranoma; PC, Pancreatic Carcinoma; Pachyonychia C, Pachyonychia Congenita; N-AAION, Non-Arteric Anterior
Ischemic Optic Neuropathy, DME, Dabetic Macular Edema; ARMD, Age Related Macular Degeneration; MD, Macular Degeneration; CML, Chronic Myeloid Leukerma;
AMD-CNV, Age-Related Macular Degeneration- Choroidal Neovascularization; AMD, Age-Related Macular Degeneration; IVT, Intravitreal Therapy.

Miele E, Spinelli GP, Miele E, Enzo Di Fabrizio, Ferretti E, Tomao E, Gulino A. Nanopatrticle-based delivery of small interfering RNA: challenges for
cancer therapy. International Journal of Nanomedicine 2012:7 3637-3657
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Published ondine: 07 April 2017 'é Springer
Table |  Synthetic RMA-Based Diugs In Phase 2-3 Clinical Trak
Drug Target (el role) Chemistry / formulation Route Disease Phase Status/completion Company/ Refs
collaborator
PF04523655 RTPEOI / Maked siRMA, O-methylated  NT AMD, DME I Completed/20 |3 Quark / Pizer 16 18
{PF-655) (hyboxic-inducible)
QPI-1002%! p33 (apaptotic) Maked siRMA, O-methylated TV AK] I Recruiting / 20| 8% Quark 40
{I5MP) DGF ll Recruiting /2015
QPI-1007 CASP2 (apoptatic) Maked siRMA, O-methylated: VT NAION 1/l Recuiting /2019% Quark 52
changes in sense strand Glaucoma I Completed /2015
TKM-080301 PLK!| {kinase) siRMNA fSNALP 1% Solid tumars, HCC, MET, I/l Completed / 2015 Arbutus 59-62
(TKM-PLK I} ACC, ymphoma
A7 PKM3 (kinase) siRMA / LIPOPLEX i\ Pancreatic cancer I/l Completed /2016 Silence / Granzer, 67,70
. FGK
SYLO40012 ADRBZ (B2 receptor)  Maked siRMNA, Eye drops  Ocular hypertension, glaucorma |l Completed / 2013; 2016 Sybertis 82-85
(Bamosiran)
SYL100I TRPV| {nociceptor) Maked siRMA, Eye drops  Ocular pain in Dry Eye I Completed / 2016 Sylentis 52,93
Syndrome )
Patisirzn TTR {amylsidegenic) sifMA f Lipid particle, ApcE IV TTR-mediated Amoidesis Il Active /2017 Alrrylam 99, 101, 103,
ALMN-TTROZ) 104
siGI2D-LODER  KRAS (oncogens, siRMA, / Miniature PLGA Irtrz- Pancreatic cancer® Il Active, not yet recruiting / Silenseed 12
GTPase) device turnaral 20202
Miravirsen mif-122 (micreRNA)  AntimiR, antiserse 5C Hepatitis C infection I Complete / 201 | Sartaris 119, 126-128
oligodecxynudectide,
LINA, PS

ACC adrenocartical carcinoma; ADRB2 adrencceptor beta 2; AK) acute kidrey injury after cardiac surgery; AMD Age-Related Macular Degeneration; Apof apalipopratein £; CASP2 Caspase 2; DGF Delayed Graft
Function in kidney transplantation; DME Diabetic Macular Ederna; HOC hepatocelular carcinoma; IV intravenous injection; VT intravitreal injection; KRAS Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog; LINA locked
rudeic acid; miR- 122 microRMNA |1 22; NAION Acute Non-Arteritic Antericr Ischernic Optic Meuropathy; NET neuroendocrine turnors; PKING protein kinase N3; PLK| Polo-ike kinase- | ; PS phosphorothicated; SC
subcutaneous injection; SMALP stable-nudeic-acid-lipid particles; TRPY| transient receptor potential vanilloid | ; TTR transthyretin, *| - drug licensed to MNovartis; *2- estimated completion datz; *3- G 1 20-LODERs
combined with chemotherapy treatment (Gemcitabine + nab-Paclitaxel). Company names: Quark Pharmaceuticals; Pfizer; Arbutus Biopharma Corporation; Silence Therapeutis GmbH, Granzer Regulatory
Consulting and Services; FGK Clinical Research GmbH; Sylentis, 5.4.; Alnylam Pharmaceuticals; Slenseed Ltd.; Santaris Pharma A5

O Croadidark

Pharm Res
DHOE 10, 100751 1095-017-2134-2

EXPERT REVIEW

The Race of 10 Synthetic RMAi-Based Drugs
to the Pharmaceutical Market

Ricardo Titze-de-Almeida' = Catherine David? » Simeneide Souza Titze-de-Almeida'



IRNASs en biologia

Delivery de siRNA y construcciones de shRNA

Published ondine: 07 April 2017 'é Springer
Table | Synthetic RMAL-Based Drugs In Phase 2-3 Clinical Trizk
Drug Target (el role) Chemistry / formulation Route Disease Phase Status/completion Company/ Refs
collaborator
PF04523855 RTPEOI / Maked siRMA, O-methylated VT AMD, DME I Completed/20 |3 Quark / Pizer 16 18
(PF-633) {hypoxia-inducible)
QPI-1002%! p33 (apaptotic) Maked siRMA, O-methydated IV AK] Il Recruiting / 20| 8%2 Quark 40
(I5MP) DGF Il Recruiting / 201 9%
QPI-1007 CASP2 (opoptatic) Maked siRMA, O-methydated:  WT NAIOMN 1/l Recuiting /2019% Quark 52
changes in sense strand Glaucoma I Completed /2015
TKM-080301 PLK] kinase) siRMNA, / SNALP v Solid tumars, HCC, MNET, I/ Completed / 2015 Arbutis 59-62
(TKM-PLET} ACC, lymphoma
Ar0z7 PKMN3 (kinase) siRMA / LIPOPLEX v Pancreatic cancer [/l Completed / 2016 Silence [/ Granzer, &7, 70
. FGK
SYLO40012 ADRBZ (B2 receptor)  Maked siRMNA, Eye drops  Ocular hypertension, glaucorma |l Completed / 2013; 2016 Sybertis 82-85
{Bamosiran)
SYLlgol TRPY | fnocicentar] [yakad siRMA Eve drage  Oeylar pain in D Eye Il Completed /2016 Sylent 92,93
Syndrome )
Patisirzn TTR (amylsidogenic) siRMA / Lipid particle, ApoE IV TTR-mediated Amyloidosis Il Active [ 2017% Alrrylam 99, 101, 103,
(ALMN-TTRDZ) |04
siaZL-LOLER KRAS (oncogens, siRMNA S Miniature PLGA Irtra- PEnCeane GAncErT I Active, not yet recruiting / Sllenseed 12
GTPase) device turnaral 20202
Miravirsen mif-122 (micreRNA)  AntimiR, antiserse 5C Hepatitis C infection I Complete / 201 | Sartaris 119, 126-128
oligodecxynudectide,
LINA, PS

ACC adrenocartical carcinoma; ADRB2 adrencceptor beta 2; AK) acute kidrey injury after cardiac surgery; AMD Age-Related Macular Degeneration; Apof apalipopratein £; CASP2 Caspase 2; DGF Delayed Graft
Function in kidney transplantation; DME Diabetic Macular Ederna; HOC hepatocelular carcinoma; IV intravenous injection; VT intravitreal injection; KRAS Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog; LINA locked
rudeic acid; miR- 122 microRMNA |1 22; NAION Acute Non-Arteritic Antericr Ischernic Optic Meuropathy; NET neuroendocrine turnors; PKING protein kinase N3; PLK| Polo-ike kinase- | ; PS phosphorothicated; SC
subcutaneous injection; SMALP stable-nudeic-acid-lipid particles; TRPY| transient receptor potential vanilloid | ; TTR transthyretin, *| - drug licensed to MNovartis; *2- estimated completion datz; *3- G 1 20-LODERs
combined with chemotherapy treatment (Gemcitabine + nab-Paclitaxel). Company names: Quark Pharmaceuticals; Pfizer; Arbutus Biopharma Corporation; Silence Therapeutis GmbH, Granzer Regulatory
Consulting and Services; FGK Clinical Research GmbH; Sylentis, 5.4.; Alnylam Pharmaceuticals; Slenseed Ltd.; Santaris Pharma A5

O Croadidark

Pharm Res
DHOE 10, 100751 1095-017-2134-2

EXPERT REVIEW

The Race of 10 Synthetic RMAi-Based Drugs
to the Pharmaceutical Market
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FDA Approves First-Ever siRNA Therapy

NICOLE A. CONLON | IRENA ROYZMAN
AUGUST 10, 2018
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Today FDA approved the first-ever “small interfering RNA” (siRNA) product, marking a significant
milestone in the story of RNA interference (RNAI) technology and clearing the way for a new type of
therapeutic. Alnylam® secured approval and Orphan Drug Designation for its SiRNA product Onpattro
(patisiran), a therapy for the rare hereditary disease transthyretin-mediated amyloidosis in adult
patients. The disease is caused by mutations in a protein called “transthyretin” which leads to symptoms
of neuropathic pain, loss of sensation in the hands and feet, and wheel-chair confinement. In Alnylam’s
Phase Il clinical trial, Onpattro improved multiple clinical manifestations of the disease and
demonstrated safe administration of a siRNA product.

The approval comes after over a decade of pursuing RNAI as a therapy. A series of big pharma exits
from the RNAIi space suaaested that the technical hurdles associated with brinaina a therabeutic siRNA
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FULL PRESCRIBING INFORMATION

1 INDICATIONS AND USAGE

ONPATTRO is indicated for the treatment of the polyneuropathy of hereditary transthyretin-mediated amyloidosis in
adults.

3y

. NDC 71336-1000-1

|
ffW onpattro.
g (patisiran) lipid complex injection

10 mg/5 mL

Sterile Solution for
Intravenous Infusion Only

Dilute Before Use

Single-Dose Vial
Discard Unused Portion
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11 DESCRIPTION

ONPATTRO contains patisiran, a double-stranded small interfering ribonucleic acid (siRNA), formulated as a lipid
complex for delivery to hepatocytes. Patisiran specifically binds to a genetically conserved sequence in the 3’ untranslated
region (3’UTR) of mutant and wild-type transthyretin (TTR) messenger RNA (mRNA).

The structural formula is:

Na® ONa' ONa® O'Na® O'Na® ONa" ONa 'Na® ONa® O'Na® ONa® ONa®" ONa® ONa®" ONa® ONa® ONa® ONa" ONa

k&g*ﬁﬁqkﬁﬁWﬁﬁTWWWTTko“
L” { [/,{ﬁ/b/h/bbiﬁ{ ﬁ bb{ /{ { { M/. H —

ON- ou. O'Na* ONa' ONa® ONa' ONa® ONa* ONa* ON- ON. ONn O‘N- O‘Nc ON: ON. ONu ONa® ONa* Na*
A, adenosine; C, cytidine; G, guanosine; U, uridine; Cm, 2’-O-methylcytidine; Um, 2’-O-methyluridine; dT, thymidine

ONPATTRO is supplied as a sterile, preservative-free, white to off-white, opalescent, homogeneous solution for
intravenous infusion in a single-dose glass vial. Each 1 mL of solution contains 2 mg of patisiran (equivalent to 2.1 mg of
patisiran sodium). Each 1 mL also contains 6.2 mg cholesterol USP, 13.0 mg (6Z,9Z,28Z7,31Z)-heptatriaconta-6,9,28,31-
tetraen-19-yl-4-(dimethylamino) butanoate (DLin-MC3-DMA), 3.3 mg 1,2-distearoyl-sn-glycero-3-phosphocholine
(DSPC), 1.6 mg a-(3’-{[1,2-di(myristyloxy)propanoxy] carbonylamino } propyl)-»-methoxy, polyoxyethylene (PEG:pgo-
C-DMG), 0.2 mg potassium phosphate monobasic anhydrous NF, 8.8 mg sodium chloride USP, 2.3 mg sodium phosphate
dibasic heptahydrate USP, and Water for Injection USP. The pH is ~7.0.

The molecular formula of patisiran sodium is Ca12 Hago Nigg Nagg Oa99 P4 and the molecular weight is 14304 Da.

12 CLINICAL PHARMACOLOGY

12.1 Mechanism of Action

Patisiran is a double-stranded siRNA that causes degradation of mutant and wild-type TTR mRNA through RNA
interference, which results in a reduction of serum TTR protein and TTR protein deposits in tissues.
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ONPATTRO
r

Liver
Less
TTR
protein

Short interfering RNA SIRNA synthesized with Modified sil

O e R ey Oteimumonte @ mdmeien

correspond to and conjugaticn for delivery RNAi mechanism for gene silencing

gene target
Fewer
amyloid
deposits

ONPATTRO infusion

ONPATTRO
decreases the
amount of TTR
protein made in
the liver

This helps to
decrease the amount
of amyloid deposits
and may result in fewer
symptoms
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Plasmido shRNA Modelo celular

% NV

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

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

También es importante poner a punto la transfeccidn 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

% NV

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
SsiRNAs 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.
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Genes shRNA Organismo

% NV

Los analizaremos en la unidad de “Terapia génica”



¢, Cuales son los desarrollos
de RNAI en biotecnologia
agricola?




IRNASs en plantas e invertebrados

= ENn muchas especies de plantas e invertebrados, se asocian al mecanismo
de interferencia del RNA...

e ...actividad de amplificacion del dsRNA por actividad
RNA polimerasa RNA dependiente (RdRP), y

® _.movilidad de dsRNA entre células.
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= ENn muchas especies de plantas e invertebrados, se asocian al mecanismo
de interferencia del RNA...

e ...actividad de amplificacion del dsRNA por actividad
RNA polimerasa RNA dependiente (RdRP), y

® _.movilidad de dsRNA entre células.
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Estrategias de control de invertebrados, método: RNAI feeding

Estrategias de control de virus en plantas, por aplicacion topica de dsRNA
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Control de poblaciones de invertebrados plaga

RNA cargo in direct secretion
extracellular vesicles of RNA
- 7
7 =
f % I A
_ : :
A
: -~ > -
& RNA-binding gsRNA
: _— protein .
: multi vesicular  *,
body :: ........
""---...,____.__' :::: / .....
RNA
donor cell
Published in final edited form as:

Genesis. 2015 July ; 53(7): 395—416. do1:10.1002/dvg.22871.

Movement of regulatory RNA between animal cells

Antony M. Jose

stability

s
RNA

donor cell recipient cell
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Chapter 7
Use of RNAI for Control of Insect Crop Pests

Luc Swevers and Guy Smagghe

G. Smagghe and 1. Diaz {eds.), Arthroped-Plant Inieraciions: Novel Insighis
and Approgches for IPM, Progress in Biological Conirol 14,
DOD 10,1007 A78-94-007-3873-7_7, 40 Springer Scicncet Business Modia B.Y. 20012
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Management of Insect Pest by RMAI — A New Tool for Crop Protection
http:/fdx doi.org/10.5772/61807

Specie Order Crop Target Gene Eemarks Eeference
Dhabrofica v. tirgifera Coleoptera Zea mays AT Pase Mortality [67]
Leptinotarsa decermlinenta Coleoptera Solanum B-actin, Shrub Mortality [5E]
tuberosion
Helicoverpa armrigera Lepidoptera  Nicottana igbacen Nuclear receptor Molting defect and [45]
Spodoptera exigua complex of 20- larval lethality
hrrdroxyecdysone
{HaEcR)
Blancos de
., Helicoverpa arrrgera Lepidoptera  Nicoftana fabacon Molt-regulating Developmental [70]
acclion transcription factor deformities and
gene (HR3) larval lethality
Helicoverpa armtigera Lepidoptera  Arabidopsis HaAK Developmental [71]
thaliana Deformities and
larval lethality
Myzus persicas Hemiptera Arabidopsis MpC00T, Rackl Progeny reduced  [72]
thaliana and
MNicottana
benthamiana
Myzus persicas Hemiptera Arabidopsis seTing profease Progeny reduced  [73]
thaliana
Myzus persicas Hemiptera MNicottana tabacioen humchback(hb) Inhibited [74]
reproduction
Bemisia tabac Hemiptera MNicotiara rustica  vATFPase Mortality [73]

Table 1. Overview of the recently published studies on the use of plant-EINAi against different insect pests
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e Diseifio de dsRNA con secuencia de los genes diana.

e LOs dsRNA se generan sintéticos, o se producen en

bacterias.
Ingredientes

activos Para ello, se necesitan construcciones geneéticas
® adecuadas y cepas de Escherichia coli deficientes en

RNAsa Il (por e). HT115).

Los extractos de dsRNA deben formularse para su
uso en condiciones de campo.
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Insect feeding dsRNA uptake siRNA mechanism
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RNAi-mediated plant protection ?

Joga MR, et al. RNAI Efficiency, Systemic Properties, and Novel Delivery Methods for Pest Insect Control: What We Know So Far. Front Physiol. 2016 Nov 17;7:553.
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e Diseifio de dsRNA con secuencia de los genes diana.

e LOs dsRNA se generan sintéticos, o se producen en

Ingredientes bacterias.

Activos para

virus de Para ello, se necesitan construcciones genéticas
plantas ® adecuadas y cepas de Escherichia coli deficientes en

RNAsa Il (por e). HT115).

Los extractos de dsRNA deben formularse para su
uso en condiciones de campo.
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