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RESUMEN

Las ribozimas son ARNs cataliticos capaces de reconocer con muy elevada

especificidad ARNs blanco y cortarlos, por ello en la actualidad constituyen una
poderosa herramienta para la terapia génica, utilizada contra una gran variedad de
enfermedades. El cancer cervicouterino causado por el virus del papiloma humano es
un padecimiento que puede ser abordado por este tipo de terapia.
En el presente trabajo se caracterizd un modulo ribozimico que presenta una ribozima
capaz de reconocer un dominio especifico del virus del papiloma humano, dicho
dominio corresponde al ARN que codifica para la proteina E6 responsable de la
inmortalizacion de las células neoplasicas del cérvix. La caracterizacion consistio en
determinar la secuencia de ribozimas que componen el modulo v evaluar el proceso de
autocatalisis del mismo. Los resultados indicaron que es posible transcribir y liberar una
ribozima terapéutica cuando se encuentra en un ARN de mayor tamano. Este tipo de
estudios constituye uno de los pasos hacia la construccion, mejoramiento y evaluacion
de moléculas que podran ser utilizadas en terapia génica.



INTRODUCCION

La terapia génica puede definirse como la introduccion de material génico dentro de las
células, con el proposito de alterar el curso de una condicion medica o enfermedad. En general,
con algunas excepciones, los acidos nucleicos son moléculas de ADN que codifican para
productos de la transcripcion génica como ARNs o bien, proteinas. En varios estudios se ha
demostrado la capacidad de estos productos como nuevos agentes farmacologicos para
tratamiento de varios tipos de enfermedades (Kay er al., 1997), algunas de condicién hereditaria
como la hemofilia, fibrosis quistica, cancer o bien infecciones adquiridas como la tuberculosis o
el sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA) (Jiménez, 1998).

Algunas de las estrategias que se han utilizado para la terapia génica consisten en
principio de la utilizacion de oligonucledtidos antisentidos, los cuales son secuencias cortas de
acidos nucleicos que son complementarios de secuencias especificas de un determinado ARN
mensajero (secuencia sentido). La formacion de un heteroduplex bicatenario sentido-antisentido
bloquea la traduccion del mensaje genético a proteina, ¢ induce la actividad de la ribonucleasa H
(RNasa H) celular resultando en la degradacion del ARN mensajero y por lo tanto la supresion de
fenotipos particulares. Por esto, se pensaba que las estrategias antisentido mediante
oligonucledtidos, tenian un gran potencial terapéutico para inhibir la expresion de genes en
patologias tales como el cancer, enfermedades autoinmunes y enfermedades infecciosas como el
SIDA. No obstante, su aplicacion clinica se vio limitada por su corta vida media en la circulacion
sistémica y la dificultad para acceder con actividad funcional al citoplasma v/o niicleo celular
(Alvarez, 2001).

El descubrimiento de que ciertas moléculas de ARN propias de la naturaleza celular.
presentan actividad catalitica. cambio el concepto de que este tipo de funciones, fueran
necesariamente realizadas por enzimas (Cech y Herschlag, 1992: Voeks y Clawson, 1998).

ademas que ha permitido que. en la tltima década, se haya desarrollado una nueva alternativa a la
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lerapia antisentido, la cual consiste en la degradacion de un ARN sentido, denominado ARN
blanco, debido a la capacidad de pequeiias moléculas de ARN catalitico con la habilidad de
hibridar y procesar al ARN blanco, conocidas como ribozimas. Estas moléculas son liberadas
intactas después de procesar el ARN blanco, conservando la capacidad de hibridar y atacar a otra
molécula de ARN blanco, disminuyendo de esta forma la dosis necesaria para producir inhibicion
génica.

Las ribozimas, tienen nicleos cataliticos y sitios activos, que dan lugar a un conjunto de
reacciones bioquimicas de corte y union (Sullenger, 1995). La primera ribozima descrita se
descubrio en la reaccion de auto-procesamiento que interviene en la secuencia de un pre-ARNm
de Tetrahymena thermophilia que inicamente requiere para su actividad la presencia de un cation
metal divalente (Cech y Herschlag, 1992; Voeks y Clawson, 1998). Actualmente se han descrito
cinco tipos de ARNs cataliticos, que son: la RNasa P, la ribozima cabeza de martillo
(Hammerhead), la ribozima del tipo pasador (Hairpin), la ribozima del virus de la hepatitis A y el
intron | de Tetrahymena thermophilia (Sullenger, 1995).

La mayor parte de las ribozimas recombinantes generadas con fines terapéuticos se basan
en la estructura de la ribozima de tipo cabeza de martillo, la cual requiere de altas concentraciones
de magnesio y temperaturas no fisiologicas para su maxima actividad catalitica. Estas
caracteristicas producen resultados inconsistentes dentro de diferentes tipos celulares y en
consecuencia han frenado la aplicacion de terapias ribozimicas en modelos animales (Alvarez,
2001).

Las ribozimas de tipo pasador fueron disefiadas con base en la porcion catalitica del ARN
satélite del virus que produce las manchas de anillo del tabaco (sTRSV) responsable de las
reacciones de corte y empalme necesarias para la replicacion de su cadena negativa (Burke, 1996).
Este tipo de ribozimas son altamente eficientes y no requieren de cationes divalentes para su

actividad. Las ribozimas de tipo pasador han sido empleadas satisfactoriamente para inhibir la



expresion del virus de inmunodeficiencia humano (VIH-1) en linfocitos infectados en cultivo
(Hampel er al., 1997; Alvarez, 2001).

Para un corte eficiente del ARN blanco las ribozimas tipo pasador y del tipo cabeza de
martillo requieren de un sitio de corte especifico, representado por el motivo GUC.

Debido a las propiedades antes mencionadas, el uso de estas ribozimas tienen un gran
potencial como herramienta terapéutica contra enfermedades infecciosas, que representan un
problema serio en la salud de las poblaciones humanas. Dentro de éstas, la infeccién provocada
por el virus del papiloma humano, es de gran importancia ya que estos virus pueden alterar el
ciclo celular de las células que infectan, transforman y en un momento dado convertirlas en
células cancerosas (Alvarez com pers 2001; Gutiérrez, 2000).

Los virus del papiloma humano infectan células epiteliales y mucosas. Dentro de estos,
un grupo que incluye los tipos 16 y 18 (VPH-16 y VPH-18), esta asociado con la aparicion y
progresion de lesiones preneoplasicas y neoplasicas en la mucosa genital. En la mujer, el virus del
papiloma humano tipo 16 es el mas correlacionado con infecciones genitales latentes, lesiones
benignas y premalignas del cervix y con mas de la mitad de carcinomas cervicales invasivos. De
hecho, cualquier mujer que ha presentado una citologia anormal por la prueba de Papanicolau,
muy probablemente ha sido infectada por algin tipo de papiloma. Cada aio a nivel mundial
medio millon de mujeres muere como consecuencia de carcinomas cervicales y alrededor de
800,000 casos nuevos son diagnosticados. En México, se reportan anualmente mas de 10,000
muertes por cancer cervical y 30,000 casos nuevos. Ademas México tiene una de las tasas de
mortalidad maés altas a nivel mundial por este tipo de cancer (14.0 de cada 100,000 habitantes)

(OMS, 1996 en Alvarez, 2001)



Ribozima del tipo pasador

Esta ribozima se describio por primera vez en 1989, la ribozima vy el sustrato son
originados de ciertos ARNSs satélites, asociados con viroides de plantas compuestos de ARN. La
ribozima del tipo pasador que se ha empleado cominmente se disefio a partir de un ARN satélite
asociado al virus que produce las manchas de anillo del tabaco (sTRSV). Esta formada por 50
nucledtidos de la cadena negativa del ARN del sTRSV, que contiene los elementos determinantes
para la actividad catalitica y el sitio de reconocimiento al sustrato. /n vivo, la reaccion de corte es
importante para el procesamiento de concatameros multiméricos, producidos por la replicacion de
ARN de la cadena positiva del templado circular. La reaccion de union sirve para ciclar la cadena
negativa monomérica, para generar el templado de la cadena positiva sintetizada.

La estructura secundaria de la ribozima del tipo pasador, consiste de cuatro elementos
helicoidales internos y de dos asas internas (fig. 1). La ribozima se une al sustrato usando una
secuencia de 14 nucleotidos. localizados al final del extremo 57 de la ribozima. en un proceso que
involucra la formacion de dos hélices cortas (h1 vy h2) que flanquean al asa interna (asa A) la cual
contiene el sitio de corte. por el otro lado tenemos dos hélices (h3 v h4) separadas por un asa
interna (asa B) larga y asimétrica. La secuencia de las cuatro hélices puede variar libremente si la
longitud v la complementariedad del apareamiento Watson-Crick se mantiene en todo momento.
con una excepcion clara: el requerimiento de una guanina en la posicion 11 de la ribozima. que

debe ser apareada con una pirimidina de la secuencia del sustrato.
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Como las hélices 1 v 2 son responsables del reconocimiento del sustrato especifico de la
ribozima de tipo pasador, ésta puede ser modificada para cortar una gran variedad de secuencias

con un alto grado de selectividad.

Reaccion de corte y ligazon catalizada por la ribozima de tipo

pasador
Tomado de Burke 1996
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La ribozima del tipo pasador actia como una endoribonucleasa reversible (fig. 2), para

¢llo utiliza una cadena sencilla de ARN como sustrato y corta via transesterificacion, la reaccion

-

genera los productos de corte 27, 3 ciclofosfato terminal y un grupo 5 hidroxi
Aplicaciones celulares y terapéuticas

En la naturaleza, la ribozima de tipo pasador corta su propio ARN en cis
(intramolecularmente), pero a través del diseo por ingenieria genética, se a observado que puede
cortar sustratos en frans (intermolecularmente). Esta actividad en frans provee un
aprovechamiento alternativo para regular productos génicos especificos. De esta forma, las
ribozimas pueden ser usadas para inhibir la expresion de genes enddgenos o inhibir la replicacién
de virus patdgenos, con base en estas funciones, pueden contribuir a nuestro conocimiento de la
funcion genética (especialmente en vertebrados) en donde hasta la fecha no existen alternativas de
tratamiento, ademds puede contribuir en otras areas (por cjemplo en la agricultura v la

biotecnologia).

Virus del papiloma humano
El virus del papiloma humano fue identificado como particula viral en 1949, aun cuando
la naturaleza infecciosa de las verrugas humanas y de animales habia sido reconocida desde fines

del siglo X1X. (fig. 3)

Fotografia computarizada de
criomicrografias electronicas A) muestra fa
presencia de
wcosacdro  Todos los capsomeros (pentonas
y hexonas) parecen formar una cabeza en
forma de estrella de cinco puntas regular, B)
La seccion computanizada de la capside

2 capsomeros dispuestos en

muestra la imteraccion de los capsomeros y
los canales en la capside ( Tomado de
Murray 1997)




Los virus del papiloma humano son virus de ADN de doble cadena cerrada,
pertenecientes a la familia de los Papoviridae, poseen un genoma de un tamafo aproximado a los
8,000 pb (fig. 4). Tienen seis genes de expresion temprana (E) (Early) y dos genes de expresion
tardia (L) (later), asi como una region reguladora no codificante (conocida como region larga de
control o RLC). Todos los genes son codificados a partir de una sola cadena de ARN (sintetizada
por la ARN pol II) y se utiliza un procesamiento diferencial de corte y empalme para la expresion

individual de cada uno de estos genes (Howley, ef al, 1986).

Replicacion del ADN virico

Regulador
Genes de la transcripcian
Inmortalizadares y la replicaciin Capside menor
ES Cipside mayor
ET RS BT
Rep ori
RLC

7| o oy 1w s L S o Tiwwi

Mapa genomuco del virus del papiloma humano tipo 16
Tomado de Murray, 1997

La capacidad oncoldgica de los VPH reside en el producto de dos de los genes tempranos,

E6 y E7. El mecanismo de transformacion inducido por las proteinas E6 y E7 esta regulado
principalmente por la union de éstas, a proteinas de gran importancia en el control del ciclo
celular. La proteina E6 se une al producto del antioncogene p53, cuyo nivel aumenta en caso de

daino genomico, provocando una interrupcion temporal del ciclo celular para permitir la

reparacion y si ésta no es posible, causar apoptosis; la union de E6 a p53  induce una rapida



degradacion de esta dltima por la via de la ubiquitina. De manera analoga, E7 se une a la proteina
Rb la cual normalmente, durante la interfase, se une a los factores de transcripeion de la familia
E2F, impidiendo asi la transcripcion de genes que se expresan para la replicacion del genoma. Sin
estos frenos del crecimiento celular, la célula se muestra mas susceptible a las mutaciones, las
aberraciones cromosomicas o a la accion de algiin cofactor, y por lo tanto puede convertirse en

una célula cancerosa.

IZT.

ANTECEDENTES

En 1989 Hampel y Tritz describen la ribozima del tipo pasador, encontrada en ciertos
viroides de plantas, la cual ha sido objeto de varias investigaciones por su uso potencial. como
herramienta para la terapia génica (Burke, 1996).

Posteriormente en 1996 Shin y colaboradores, determinan que los dominios cataliticos de
la ribozima del tipo pasador pueden ser separados fisicamente y tener actividad similar a la
ribozima original, determinando que la interaccion entre las regiones de las asa del dominio A y
del domino B son los responsables del mecanismo de catalisis (Shin, er al. 1996),

Siguiendo la linea de investigacién, en 1997 Walter v colaboradores proponen un
mecanismo de corte para la ribozima del tipo pasador. en el cual se puede observar la interaccion

entre las asa del dominio A v B como se muestra en la fig. 5 (Walter, er af. 1997).

9



Sustrato (ARN)
ARN cortado

Nesdahladn Ligacion Activo

a) b)

Desunida

Configuracion
inactiva

Fig 5. Mecanismo propuesto por Walter, para la reaccion de la nbozima del tpo pasador, a) la nbozima se une al sustrato para
formar el bucle del dominio A b) ¢l complejo ribozima-sustrato puede seguir dos rutas, una doblarse v producir la actividad
catalitica o bien puede adoptar una configuracion umda inactiva Tomado de Walter 1997

En 1998, Alvarez y colaboradores localizaron seis secuencias 5’-GUC-3" fundamentales
para ¢l corte (de la ribozima de tipo pasador), en los genes E6 y E7 del VPH-16. Se construyeron
ribozimas del tipo pasador (basadas en la secuencia de las ribozimas encontradas en los virus del
sTobRV) para cada sitio, dirigidas contra las secuencias delimitadas. Las ribozimas que
presentaron una actividad catalitica de corte mayor al 60%, fueron, escogidas y denominadas

ribozimas Rz419 y Rz434. Tabla |

10



Tabla | Secuencias blanco para la ribozima del tipo pasador (HPS) en el VPH-16 genes EG/ET, ensavadas a 37°C/60 min. Tomado de Alvarez,

998

415UAACL

Secuencia del sustrato

AI0-ATUGU GUC CUGAATAA
4B7-AAGGEG GUE GGUGGATC
499.GAUCG GUC GAUGUALG
SI0-UGUAL GUC DUGUUGC A
675-AGAUG GUC CAGCGGA

C AAAAGET

Actividad de la
Ribozima

baet

Mo probada
Na detectable

Se determind la efectividad de la ribozima Rz434, (fig. 6) para inhibir la accion

proliferativa e inmortalizante del producto de los genes E6 y E7 de VPH-16 transfectados por

separado en cultivos primarios de queratinocitos humanos. Sin embargo, aunque Rz434 produjo

una reduccion significativa de la proliferacion y la inmortalizacion con respecto a las células

control, una ribozima analoga inactiva, la Rz434i, tuvo un efecto similar, implicando asi que la

inhibicién del efecto de los oncogenes virales fue mediada Ginicamente por un efecto antisentido

pasivo mas que por el efecto catalitico (Alvarez, et al 1998).

En 1999 Alvarez desarrollo un modulo ribozimico que contiene a la ribozima terapéutica

Rz434 flanqueada por las ribozimas de autocorte en cis, TRL y TRR. El cual no ha sido

caracterizado (Alvarez, 1999. Datos no publicados).

3
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ARNm E6 de VPH-16, diseflada por ¢l
Dr Alvarez 1998 Los ulumos 15
nucleondos contienen la secuencia de
reconocimiento al gen E2 del VPH-16 +
forman el dominio catalineo “A”™ La linea
ndica el sitio de corte Tomado de
Alvaree, 1998



Schmidt y colaboradores, en el 2000 proponen variantes de la ribozima del tipo pasador
denominada ribozimas gemelas las cuales presentan un doble corte dentro de una secuencia de
ARN blanco, estas ribozimas realizan un corte en rans sobre un blanco especifico, siendo su
aportacion mas importante la construccion de una ribozima que tiene el dominio catalitico A del

lado contrario a la ribozima silvestre (Schmidt et al. 2000).

JUSTIFICACION

Aunque la ribozima de tipo pasador ha presentado una actividad catalitica positiva en
contra de algunos ARNm, uno de los problemas que enfrenta la terapia con ribozimas se presenta
cuando, las secuencias ribozimicas son degradadas dentro del sistema celular por nucleasas, o
bien, éstas no pueden hibridar y acoplarse a la secuencia blanco, debido a que la estructura del
ARNm adquiere una topologia espacial que cubre o de alguna manera, protege el sitio de
apareamiento, haciendo de este modo ineficiente la actividad ribozimica. Otro aspecto importante
se presenta cuando la variabilidad genética del ARNm, puede impedir el apareamiento correcto
ribozima-ARNm (como es el caso del VIH) (Schmidt, er al. 2000), provocando que la terapia no
sea efectiva.

En funcion de que las ribozimas tipo pasador pueden tener accion catalitica tanto en c¢is
como en frans, la finalidad de este trabajo fue construir un médulo ribozimico, el cual esta
estructurado con dos ribozimas de tipo pasador (TRL y TRR), que flanquean v liberen a la
ribozima terapéutica (Rz434), dentro de un mismo transcrito. Por su capacidad de corte en cis esta
construccion presenta ciertas ventajas que esperamos incremente la eficacia de corte. Una
secuencia mas larga permite desarrollar una estructura que le confiere estabilidad y resistencia a

nucleasas que pueden degradarla. Sin embargo, su empleo mas importante es desarrollar un



modulo multiblanco, es decir, poder diseiar una secuencia con varias ribozimas terapéuticas que
reconozcan distintos lugares dentro del ARN blanco, De esta forma un modulo multiblanco que
contenga sitios simultaneos de corte para un ARNm puede incrementar la actividad terapéutica
siendo eficiente ain cuando exista mutacion en alguno de los sitios de reconocimiento para la
ribozima.

De esta forma, la finalidad del presente trabajo es generar avances para el disefio y

construccion de ribozimas multiblancos.



OBJETIVOS

General:

Caracterizar y evaluar la actividad autocatalitica del modulo ribozimico; que contiene la
ribozima terapéutica Rz434, flanqueada por dos ribozimas de autocorte, dirigida contra los genes

E6 y E7 del VPH-16,

Particulares:

a) Caracterizar el médulo ribozimico clonado dentro de los plasmidos pTRL, a través de
mapeo por restriccion

b) Secuenciar manualmente el modulo ribozimico.

¢) Realizar la transcripeion “in vitre”, del modulo ribozimico

d) Evaluar la actividad autocatalitica del producto obtenido.



METODOLOGIA

Para la construccion del modulo ribozimico se requirid de ribozimas de autocorte y de la
ribozima terapéutica Rz434, Estas ribozimas fueron disefiadas por el Dr. Alvarez (2001), a partir
de la secuencia original encontrada en viroides que producen las manchas de anillo del tabaco
(sTobRV). Para poder liberar el producto central del modulo las dos ribozimas de autocorte TRL
y TRR, deben dirigir la actividad catalitica hacia los flancos de la ribozima Rz434, por ello la
orientacion espacial de la ribozima TRL fue desarrollada de forma contraria a la descrita

originalmente en el ARN viral (Hampel, ef af 1997).

Preparacion de células competentes

Para la preparacion de las bacterias competentes para transformacion se colocaron en un
tubo de ensaye 3 ml de medio LB (Luria) (ver apéndice), con una asada de las bacteria
DHS5a (ver apéndice) y se incubaron con agitacion de 250 rpm a 37°C durante toda la noche. Las
bacterias crecidas fueron colocadas en un matraz Erlenmeyer de 125 ml, en una dilucion 1/100 en
medio LB, se incubaron a 37°C con agitacion de 250 rpm por 2.5 horas. Posteriormente se
pasaron a tubos Falcon de polipropileno de 14 ml, y se colocaron en hielo por 10 minutos. Las
bacterias se cosecharon por centrifugacion a 2500 rpm y el boton celular fue resuspendido en V4
volumen de CaCl; 0.1 M colocandose en hielo durante 25 minutos. Después se centrifugaron 15
minutos a 2500 rpm, el sobrenadante se elimind y las células se resuspendieron suavemente en 0.5
ml de CaCl; 0.1 M. Se prepararon alicuotas de 0.2 ml las cuales fueron mantenidas en hielo 30

minutos y después se adicionaron 20 ul de glicerol, almacenandose a ~70°C hasta su utilizacion.



Transformacion de células competentes

Se tomaron 50 pl de las bacterias competentes transfiriéndolas a un tubo Falcon de
polipropileno 2059 para 14 ml, previamente enfriado, se adicionaron 2 pl del ADN plasmidico, v
se mantuvieron en hielo de 15 a 30 minutos. Posteriormente se incubaron por exactamente 40
segundos a 42°C, e inmediatamente se colocaron en hielo por 3 minutos. Al término de esto se
agregd | ml de medio SOC (ver apéndice), y se incubaron por 1 hora a 37°C con agitacién de 250
rpm. Las bacterias se cosecharon por centrifugacion a 3000 rpm por 5 minutos y se eliminaron
900 pul del sobrenadante, con el volumen restante se resuspendio la pastilla obtenida, y se
espatularon en cajas petri con medio LB solido mas ampicilina 100 pg/ml incubando a 37°C toda

la noche.

Minipreps

Para extraer los plasmidos se utilizo el kit de BIO-RAD Quantum Prep® Plasmid
miniprep num. de catalogo 732-6100. Para lo cual se hizo crecer una colonia de bacterias
transformadas en un cultivo de 3 ml de medio LB-ampicilina 100 pg/ml, el cultivo se incubd
durante toda la noche a 37°C con agitacion de 250 rpm. Después, las bacterias se cosecharon; para
ello se transfirieron 1.5 ml del cultivo en un tubo Eppendorf y se centrifuga a 14,000 rpm por |
minuto, se eliminé el sobrenadante sin tirar la pastilla, a continuacion se transfirieron los 1.5 ml
de cultivo restantes y se repitio la operacion, el tubo se dejo boca abajo en un papel absorbente.
para eliminar todo el medio de cultivo. A continuacion se adicionaron 200 pl del buffer de
resuspension, solucion | (glucosa y EDTA); la pastilla se resuspendio por agitacion, después se
adiciono 250 pl de buffer de lisis, solucion 2 (hidroxido de sodio); se vacio rapidamente y se agito

suavemente por inversion diez veces. En seguida se adicionaron 250 pl del buffer de
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neutralizacion, solucion 3 (acetato de potasio, e hidrocloruro de guanidina). La mezcla se
centrifugd S minutos a 14,000 rpm en la microcentrifuga, con esto se formd un botén blanco y
compacto en la pared del fondo (ADN cromosomal), consecuentemente, se tomo el sobrenadante
sin tocar la pastilla, este se coloco en un tubo nuevo y se agregaron 200 pl de la solucion matriz,
solucion 4 (hidrocloruro de guanidina); se pipeted para mezclar, esta se coloco en columnas de
DEAE celulosa puestas sobre un tubo Eppendorf nuevo y se centrifugd por 30 segundos a 14,000
rpm, el tubo se decantd y la columna se coloco de nuevo en el mismo tubo, se agregaron S00 pl de
la solucion de lavado, solucion 5 (etanol al 95%): donde se encontraba la mayor parte de la
matriz, con el proposito de lavarla, se centrifugo por 30 segundos a velocidad maxima, se elimind
el liquido y la columna se coloco nuevamente en el mismo tubo. Se repitié el lavado con la
solucion 5 y se centrifugd por dos minutos a velocidad méaxima para eliminar todo el etanol.
Luego se cambio la columna a un tubo nuevo. En seguida se agregaron 100 pl de agua
desionizada estéril sobre la matriz y se centrifugd por 30 segundos a velocidad maxima para eluir

el ADN plasmidico, éste ADN se mantuvo almacenado a —20°C hasta su utilizacion.

Electroforesis en gel de agarosa

Una vez aislados los plasmidos se observaron en un gel para electroforesis, para ello se
fundié agarosa al 1% en buffer TBE (ver apéndice) v se colocaron 6 ml en un carro de
electroforesis sellada con diques de aluminio ¥ con un peine suspendido para formar los pozos,
dentro de una camara de electroforesis horizontal. Una vez solidificada el agarosa, se retird el
peine v se cubrio con buffer de TBE, se cargaron 2 pl de las muestras en cada pozo. las cuales se
mezclaron previamente con 2yl de buffer de carga 5X (ver apéndice). Cuando todas las muestras
fueron cargadas en el gel, se hizo pasar una corriente eléctrica de 100 voltios por 30 minutos,
luego el gel se extrajo de la camara y se sumergio en una solucion de bromuro de etidio 0.5pg/ml

por 5 minutos y se volvio a pasar una corriente de 100 voltios por 15 minutos mas. Terminada la



corrida, el gel se coloco en el transiluminador y se tomé la foto correspondiente con la ayuda del

software Kodak Digital Science.

Restriccion del ADN

A los plasmidos obtenidos se les realizaron pruebas con enzimas de restriccion para
asegurarse que la secuencia contenia las ribozimas clonadas y también se realizé con la finalidad
de llevar a cabo la Transcripcion “in vitre” (TIV) (que se describe més adelante), para ello se
coloco en un tubo Eppendorf 5 pl de plasmido, 12 pl de agua desionizada estéril, 2 ul del buffer
REact 10X correspondiente, y 1 pl de enzima de restriccion. El volumen final obtenido fue de 20
pl (para digerir el ADN con dos enzimas de restriccion al mismo tiempo es necesario verificar que
el buffer a utilizar es el mismo para ambos o permite un grado suficiente de actividad ain cuando
no sea el mas indicado). Las muestras se incubaron a 37°C por | hora y se observaron en geles de

agarosa de la manera antes mencionada.

Purificacion

Para la purificacion del ADN se utilizo el método fenol-cloroformo, Las muestras
digeridas se llevaron a un volumen final de 100 pul con agua estéril, se agregaron 50 pl de fenol
saturado con agua v 50 pl de cloroformo/alcohol isoamilico 24:1, la mezcla se agito con vortex y
se centrifugd 5 minutos a 14,000 rpm. La fase acuosa se transfirio a un tubo nuevo y se agrego
volumen de acetato de amonio 7.5 M y 2.5 veces del volumen total restante de etanol absoluto
frio, la mezela se incubo a =20°C  por media hora, después se centrifugo 30 minutos a 14,000
rpm, el liquido se decanto v se adiciono 200 ul de alcohol al 70%. Se centrifugd 5 minutos a
14.000 rpm, se decanto y se dejo secar, por altimo la pastilla de ADN se resuspendio en 20 pl de

agua estéril.



Secuenciacion

La secuenciacion se realizé siguiendo el protocolo de T7 Sequenase,; 3® Amersham
LIFE SCIENCE. Los plasmidos se desnaturalizaron por el método alcalino, el cual consistié en
colocar en un tubo Eppendorf 8 pul del ADN; 2 pl de NaOH 1.0M; | pl de cebadores y se
ajusto con agua desionizada estéril para ajustar el volumen final a 20 pl. La mezcla se incubo 10
min a 37°C y se coloco en hielo, después se adiciono 2 pl de HCI 1.0M y 2 pl de buffer de
reaccion. Se incubo el templado/primer/buffer a 37°C por 10 minutos y se coloco en hielo. se
marcaron cuatro tubos “A” “C” “G" y “1" y se colocaron en cada tubo 2.5 pl de la mezcla
apropiada de terminacion manteniéndose en hielo. También se diluyo la mezcla de marcaje
utilizada mas adelante, 2 ul de la mezcla de marcaje y 8 pl de H,O. Posteriormente se llevo a cabo
la reaccion de marcaje de la siguiente manera, a la mezcla de ADN se adiciond 1 pl de DTT
0.1M: 2 ul de la mezcla de marcaje; 0.5ul de [0="S]dATP; 2 ul de T7 Sequenase™ plasmid
sequencing formulation. La mezcla se incubd a lemperatura ambiente de 2 a 5 minutos.
Posteriormente se llevo a cabo la reaccion de terminacion, en este paso se transfirieron 4.5 pl de la
reaccion de marcaje a tubos marcados (“A™ “C” “G” v *T") ¥ se continud la incubacion a 37°C
por 5 minutos. Se detuvo la reaccion adicionando 4 pl de solucion de paro después se calentaron
las muestras a 75°C por 2 minutos. Las muestras se cargaron en un gel de acrilamida his
acrilamida 19:1, urea 7M 6%: 2-3 ul de muestras en cada pozo con el siguiente orden A, C, G, T.

Se aplicé una corriente de 2000 voltios por 1.30 horas.

Gel analitico de acrilamida bis acrilamida 19:1; 6% urea 7T M

El gel se prepard, anterior al proceso para asegurar que cuando se vaya a cargar, éste esté
bien polimerizado. Se colocaron en una botella con tapa de aspersion 70 ml de acrilamida-bis
acrilamida 19:1; 6% Urea 7 M; 0.2 m| de persulfato de amonio (fresco): 50 pl de TEMED. La

mezcla se agitd por 30 segundos v se vertio en una camara sellada, formada por los vidrios que

19



fueron previamente limpiados de polvo y grasa, dejandose polimerizar por 30 minutos. Los
vidrios se montaron con el gel en la camara de electroforesis vertical, se adiciond buffer TBE y
se precorrio a 2000 voltios, después se colocaron de 2 a 4 pl de muestras de los plasmidos listos
para secuenciar mezclados con buffer de carga y se corrio a 2000 Voltios por 1:30 horas. El gel se
separo de los vidrios y se coloco sobre papel filtro whatman y se seco por | hora a 80°C en la
secadora al vacio. El gel seco se coloco en un cassette blindado y se expuso a una placa

radiografica Kodak Scientific Imaging fila. BIOMAX™® 35 x 43 cm.

Transcripcion "in vitro" (TIV)

La transcripcion se realizo con los plasmidos linearizados y purificados. Se colocaron en
un tubo Eppendorf estéril los siguientes reactivos 4l de Buffer de transcripcion 5X; 2ul de DTT
100 mM; 1ul de rRNasin 20 w/pl (inhibidor de ribonucleasas); 4ul de ribonucledtidos
(previamente se prepard una mezcla con 2.5ul de c¢/u; rATP 10mM, rGTP 10mM: rCTP 10mM y
2.5 pl de agua ultrapura estéril); 2.4ul rUTP 100uM; | pl del DNA molde (0.2-1.0 mg/ml); 5 ul
de [a-n] rUTP (50uCi alOpCi/ul): Tul de T3 polimerasa (15 a 20 u). De esta forma el volumen
final fue de 20 pl. La mezcla se incubd por | hora a 37°C. Posteriormente se agregd | pl de
DNAsa RQI para deshacer el molde original de ADN, v se volvié a incubar por 15 minutos a
37°C. Se agregaron 21 pl de solucion de paro. la muestra se hirvio a 65°C por 4 minutos. El
volumen total se cargo en los pozos de un gel preparativo de acrilamida bis acrilamida 19:1; 6%,
urea 7M y se corrio a un voltaje de 300 voltios por 1.30 horas. El gel se expuso 5 minutos a una
placa radiografica Kodak para diagnostico 8 x10" para ver las bandas de ARN. La placa expuesta
se reveld y se coloco bajo el vidrio con el gel, de esta manera se ubicaron las bandas de interés.
con una navaja se corto el gel y se colocd en una jeringa estéril para triturarlo, se paso a un tubo

nuevo y se agregaron 350 pl de buffer de elusion, la muestra se incubo a 4°C por 24 horas v por
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altimo se purifico por el método fenol:cloroformo. Las muestras se volvieron a incubar en buffer

REact | a distintos tiempos y se cargaron en un gel analitico.



RESULTADOS

Las secuencias con el modulo se encuentran clonadas dentro del plasmido pBtVS, estos
plasmidos se observaron en un gel de agarosa al 1% y teiiido con bromuro de etidio, corroborando
el peso molecular de aproximadamente 3.2 Kpb para cada uno de ellos. Los plasmidos fueron
denominados pTRL3, pTRL4 y pTRLS, estos plasmidos se pueden observar en los carriles 2, 3 y

4 de la figura 7.
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Fig 7 Electroforesis de los plasmidos proporcionados. Donde
se puede observar que los tres candidatos tienen en peso
esperado de 3.2 kpb. Gel de agarosa al 1%, cormido a 100 V por
40 mn y tefido con Bromuro de Endio 0 5 mg/ml

Después de que los plasmidos fueron observados se llevé a cabo la transformacion de
bacterias de E. coli DH5a con el propésito de tener cantidades de ADN suficiente para poder
operar. Las bacterias transformadas se incubaron toda la noche en medio solido LB ampicilina
100pug/ml, las bacterias transformadas formaron colonias visibles, lo cual indico la presencia de
los plasmidos transfectados. De las bacterias transformadas, se tomaron dos colonias para cada
plasmido y se realizaron las minipreps. Los plasmidos extraidos se pueden observar en la figura 8
en la que la migracion de las bandas de ADN corresponde con el peso molecular esperado para la
forma circular relajada de 3.2 kpb, también se puede observar que la forma de los plasmidos

superenrollados migran mas abajo y algunos concatameros producen un barrido en la parte

superior de la banda

pi)
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pTRLA4
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pTRLS

Fig & Minipreps de bactenias transformadas con

los plasmidos pTRL3, pTR1L4 y pTRLS Se

tomaron dos colomas de cada plismudo de las 3,054ph
bacterias transformadas. Gel de rosa al 1%, 2.036ph —P»
teflido con bromuro de etidio 0. 5mg/ml y corndo a
100V

Posteriormente se realizo una doble digestion con las enzimas de restriccion Eco Rl y
Sst 1 lo cual permitié liberar los fragmento de ADN en los que se encuentran clonadas las
ribozimas. La figura 9 muestra los fragmentos correspondientes de esta digestion El carril |
contiene el marcador de peso molecular, en el segundo carril se observa el plismido pTRL3 en su
forma circular, el cual también funciona como control de restriccion Los plasmidos corridos en

los carriles del 3 al 9, muestran el fragmento liberado de aproximadamente 300 pb.

pTRL3/Ece RI+$st 1
pTRLY Eco R1+Ssr |
pTRL4/Eco RI+8s 1
pTRLA/Eco RI+5sr |
PTRLS/Eca RI+Ssr 1

pTRL3
pTRLS/

Fig. 9 Digestion de los plasmudos pTRL3, pTRLA y pTRLS

3054 L'Ul.i las enzimas de restnccion Eco Rl y Ssi 1 En la pare
3 ”"m inferior del gel se puede observar ¢l fragmento lib
* aproximadamente 300 pb. Gel de o
bromuro de etidio 0.5 mg/ml, corndo a 100V por 45 min
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Por (ltimo se realizé la digestion de los plasmidos con las enzimas Eco Rl + Hind 111, o
bien Sst 1 + Miu 1, que nos indicaria la existencia de segmentos clonados en cada uno de los

flancos de la ribozima 434.

co Rl-Hind 111

1 1-Miu |

MPM

pTRLI &d
PTRLA/MSN 1-Mlu |

PTRLS «/d

Fig. 10. Digestion de los plasmidos pTRL3,
pTRL4 y pTRLS, con las restricciones; Eco
Ri-Hind 111 v Sst 1-Miu 1. En la pane inferior
se observan fragmentos de aprox. 75 pb, los
cuales corresponden con el peso molecular de
las secuencias ribozimicas Agarosa 1%

teiido con bromuro de etidio 0.5 mg/ml v 3,054
corrido a 100 V, por 40 min 2,036
506
298

En la figura 10 se pueden observar los fragmentos liberados por las digestiones, los cuales
corresponden al peso esperado de aproximadamente 75 pb. En los plasmidos pTRL3 y pTRLA4, la
digestion con Leo Rl y Hind 11l libera a la secuencia correspondiente a la ribozima TRL, la
digestion con Sst | y Mlu 1 liberd, una secuencia de aproximadamente 70 pb. En el plasmido
pTRLS podemos observar que la digestion con Eco Rl y Hind 11l libera a la secuencia
correspondiente a la ribozima TRL, la digestion con Sst | y Miu | libera a la secuencia
correspondiente a TRR. Estas ribozimas tienen un peso molecular de 75 pb y 78 pb
respectivamente.

Después de observar mediante las digestiones, que los plasmidos poseen los sitios de
corte esperados y liberan fragmentos del tamario, la siguiente parte del trabajo consistio en la

secuenciacion de las bases de cada plasmido. La placa fotografica que se presenta en la figura 11,



muestra la secuencia de los tres plasmidos a partir del promotor de T7, En la secuencia de los
plasmidos pTRL3 y pTRL4, no encontramos la ribozima TRR entre los sitios de restriccion Sst 1y
Miu 1: en tanto que en el plasmido pTRLS si pudimos leer la siguiente secuencia de la ribozima
TRR de 78b 5'- CGC GTG ACA GTC CTG TTT CCT CCA AAC AGA GAA GTC AAC CAG
AGA AAC ACA CGT TGT GGT ATA TTA CCT GGT AGA GCT -3". Debido al tamario del
gel no se puede observar la secuencia completa del médulo ribozimico, por lo tanto se realizd otra
secuenciacion del plasmido pTRLS para encontrar la secuencia de las ribozimas Rz434 v TRL,
para ello el gel se dejo correr mas tiempo de tal forma que la secuencia central fuera visible. En la
figura 12 se observa la siguiente secuencia correspondiente a la ribozima terapeutica Rz-434 de
62b 5°-TTC TTC AGA GAA CAG TAC CAG AGA AAC ACA CGG ACC TTC GGT CCG
TGG TAT ATT ACC TGG TA -3°. Cabe notar que esta presenta una secuencia agregada que

Val

corresponde a una parte del ARN-t"" que le confiere una proteccion contra RNasas
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ACGT ACGT ACGT

Secuencia
correspondiente a la
ribozima TRR

Fig 11 Placa fotogrifica
de los plasmidos pTRL 3,
pTRL 4 y pTRL &, en un
gel analitico de
acrilamida s acrilamida
19°1 6% urea 7™M corndo
a 2000 V por 90 mn la
SeCuenciacion s¢ comendo
a partir del promotor de
7

pTRL3 pTRL4 pTRLS

Con el proposito de ver la secuencia de la ribozima TRL, se permitio una migracion del gel de
mayor tiempo. La figura 13 muestra el fragmento correspondiente a la ribozima TRL, con la
siguiente secuencia de 75b 5~ AAT TCA AAC AGA GAA GTC AAC CAG AGA AAC ACA

CGT TGT GGT ATA TTA CCT GGT ACC TCC TGA CAG TCC TGT TTA 37, el sitio de
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restriceion para Eco Rl y la secuencia de reconocimiento para el promotor de T3. De esta manera

se comprobd que la secuencia del plasmido pTRLS contiene ¢l madulo ribozimico completo

ACGT

Figura 12 Placa fotografica
del plasmido pTRLS en gel
| analitico  acrilamida  bis
acnlanuda 19:1, 6% urea
™, corrido a 2000 V por 3
hrs

La linea indica la secuencia
de la ribozima Rz434 la
secuenciacion se realizo a
partir del promotor de T7

Figura 13 Placa
fotografica del plasmido
pTRLS en  gel analitico
acnlamida bis acnlamida
191, 6% urea M,
pTRLS corndo a 2000 V por 90
La  secuenciacion  se
realizo a partir  del
promaotor de T3

Promotor de T3




Los siguientes experimentos que se realizaron fueron para conocer las propiedades
cataliticas del modulo ribozimico. Para ello fue necesario realizar la transcripeion in vitro del
plasmido pTRLS5 linearizado con la enzima de restriccion Sst |y la utilizacion de marca
radioactiva (a~""P) rUTP. Dando como resultado la placa radiografica que se muestra en la figura
14 donde podemos observar que se originaron cuatro productos de la transcripeion, esto podria
sugerir que el moédulo presentd una actividad autocatalitica. A estos productos se les enumerd del
uno al cuatro. De acuerdo al peso molecular suponemos que la marca nimero 4 presenta el
maddulo ribozimico completo, después se observa que la marca 3 presenta una banda mas ancha
que la anterior, lo que permitié suponer que existen dos productos separados por una diferencia de

peso molecular muy pequena, las bandas 2 y | son los productos de corte autocatalitico.

Fig 14 Auwtorradografin  de  los
productos de transcripcion n vitro del
plasmido pTRLS licalizado con Ssr | Se
observan 4 productos de diferentes pesos
moleculares  Gel  de  acnlamida bis
acrilamida 191 6% urea 7M. corrido 90
min. a 350 V

Cada uno de los fragmentos marcados se cortaron del gel v se obtuvieron en buffer de

elucion por 24 horas, se purificaron por el método fenol:cloroformo. para después ensavarse en



buffer de REact 1 a 37°C en distintos tiempos con la finalidad de observar su actividad

autocatalitica.

Carriles
7 8

_Smin ___ Omin__

Fig 15 Autoradiografia de los productos de la transcripeion del plasmido pTRLS eluidos de un gel preparativo. Las
muestras fueron incubadas en buffer de reaccion | a distintos tiempos y corridas en un gel analitico de acrilamida
bis acrilamida; urea, corndo a 2000V durante | hr. E1= ¢lwmdo 1; E2 = elmido 2; E3 = ¢luido 3, E4 = elndo 4

Cada una de las bandas se denominaron como El, E2, E3 y E4. La figura 15 muestra que
el eluido E4 (carriles 1, 5,9, 13 y 17) se procesa generando a los demas productos, de esta forma
E4 da lugar a E3, E2 y E1. A su vez E3 se procesa y da lugar a E2 y E1. No obstante, podemos
observar que E2 (carriles 3. 7. 11, 15 y 19) presenta dos bandas con muy poca separacion, v ya no
produce otra banda inferior correspondiente a El que por su parte ya no genera ningin otro
producto, lo que sugiere, que se trata de productos terminales y por lo tanto son las ribozimas
libres. Respecto al tiempo de autocatalisis, podemos comentar de acuerdo a la figura que después
de 24 horas de elucion a temperatura ambiente no hubo diferencias significativas entre los
productos del tiempo 0 hasta los 60 minutos.

Con el propésito de continuar la caracterizacion del plasmido pTRLS y saber si los
fragmentos observados en la autorradiografia correspondian a las ribozimas liberadas por la

autocatdlisis se llevo a cabo una transcripeion in vitro de pTRLS linealizado en distintos sitios de
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restriccion; los cuales se especifican en la tabla 2, las reacciones se cargaron en un gel

preparativo.

Tabla 2. Productos esperados del plasmido pTRLS al ser cortado por las distintas
enzimas de restriceion

Producto
Ribozimas TRL; Rz434; TRR
Ribozimas TRL; Rz434

Ribozima TRL

De esta forma la radiografia que se obtuvo después de realizar la transcripcion nos permitio ubicar

realmente las ribozimas de acuerdo a su peso molecular.

Poza —p-.i

TRL; Rzd434; TRR >

TRL; Rzd34 =
Red34;TRR

Rzd34 ——

TRR
TR =—

pTRLS5/Sst

pTRLS/Mlu
pTRLS/Hind lli

Fig 16 Transcrnipcion en gel preparativo de acrilamida bis acrilarmida pTRLS5/Ssr |,
pTRLS/Miul v pTRLS/Hind 111, €l gel corrio 90 min. a 350V, Las marcas radioactivas
se cortaron v se eluveron por 24 hr

La figura 16 muestra que el plasmido pTRL5/Sst 1 genera al modulo completo el cual se

autoprocesa, dando lugar a los productos de menor tamano. mientras, pTRL5/Mlu | da a lugar a



las dos ribozimas TRL-Rz434 como el producto de mayor tamaio, y también se observa como
producto procesado en el plasmido anterior, éstas se autoprocesan liberando a cada ribozima como
productos de menor tamaio, por altimo el plasmido pTRL/Hind Il Gnicamente genera el
transcrito correspondiente a la ribozima TRL, la cual es el producto mas pequefio y se puede
observar en todos los casos como punto final de la autocatalisis.

Las bandas fueron eluidas y purificadas por el método fenol:cloroformo, v se cargaron en
un gel de acrilamida bis acrilamida 19:1 6% urea 7M. y se corrieron por 90 min. a 350 V. La

radiografia permitio ver con claridad cada una de las ribozimas.

THL, Rz434, TRR

Rz434, TRR e -~ Rzd34, TRL
TRL, Rzd34 3

Rz43 P " - “‘m

TRL
TRR i
TRL - - <« <+
E4 E} E2 EI E} E? EI El
PTRLS/Sst 1 PTRLS/Miu 1 PTRLS/ Hind 111

Fig 17 La radografia de los eluidos muesira la ubicacion de las ribozimas en un gel de acrilamida bes acrilamida
tras una corrida de 90 min a 350 V El eludo E4 de pTRLS/Sst | muestra ¢l cassette completo. el ¢lwdo E3
demuestra dos fragmentos del cassette conformado por solo dos rib VE2 | la nbozima terapeutica 434
con una proteccion a nucleasas RNA- v como producto final las nbozimas de autocone se pueden ver en la pane
nferior del gel 78by 75 b

La figura 17 muestra el gel analitico con los productos eluidos de la transcripeion. Como
se puede observar el plasmido pTRLS cortado por Sst [ (E4, E3. E2 v E1), presentd el siguiente

patron de migracion: las tres ribozimas sin procesar TRL-Rz434-TRR tienen un peso molecular



de 330 bases, por lo que su migracion se observa en la parte superior del gel, después se
observaron dos marcas correspondientes a las ribozimas TRR-Rz434, seguida de Rz434-TRL, las
cuales difieren en su peso molecular por 3 bases, posteriormente se observé una marca central,
que corresponde a la ribozima Rz434, como se ha mencionado anteriormente tiene una proteccion
de ARN-t'", por altimo se puede observar en la parte inferior del gel dos marcas estds
corresponden a la ribozima TRR y TRL que tienen un peso molecular de 78 y 75 bases
respectivamente. Mientras tanto en los productos eluidos del pTRLS/M/u [, (E3, E2 y El) se se
nota claramente la ausencia del modulo completo, por lo tanto las ribozimas Rz434 y TRL
corresponden a la marca mas pesada de ese carril, mientras que la ribozima terapéutica se ubica en
la parte central y en la parte inferior Ginicamente se aprecia una banda que corresponde a TRL, que
es reciproca a la banda del eluido de pTRLS/Hind 111 (E1)

Para corroborar que el modulo ribozimico se procesa liberando por etapas sus productos,
y continuar con el andlisis de los productos que se transcriben a partir de ¢€l, se preparo una
variante de pTRLS, de tal manera que primero se corto el plasmido con las enzimas de restriccion

Eco Rly Hind 111, ya que estas enzimas flanquean a la ribozima TRL.

pITRLS

pTRL5/Eco RLy Hind 111

Figura 18 Electroforesis de una doble
digestion  del  plasmudo  pTRLS/Eco
RI.Hind 1l Gel de agarosa al 1% vy tefido
con bromuro de etidio 0 3mg/ml v comdo
a 100V por 30 min

Fragmento hiberado de
aproximadamente 100 pb




En la figura 18 se observa el fragmento liberado el cual corresponde a la ribozima TRL.
Una vez cortada la banda que corresponde al plasmido se extrajo del gel v posteriormente se incubd
con Klenow DNA polimerasa para rellenar con deoxinucléotidos los extremos libres generados por
las enzimas de restriccion. Por altimo se agrego la enzima, ligasa de T4 con el fin de obtener
nuevamente la forma circular y transformar células competentes. Para garantizar que la variante
buscada no fuera una pTRLS religada y con ¢l antecedente de que la variante carece del sitio Eco
RI. hizo una miniprep con células transformadas con el plasmido variante y el ADN obtenido fue
incubado con Eco RI, el ADN resultante fue utilizado para transformar nuevamente células
competentes, en virtud de que el ADN linearizado no es qtil para transformacién, las bacterias
obtenidas por esta metodologia fueron las que se denominaron pTRR, la figura 19 muestra los
plasmidos ensayados con enzimas para obtener forma lineal y para corroborar que la variante pTRR
carece del sitio Eco RI. La imagen muestra que pTRR si fue linearizado por la enzima Sst 1, en tanto

que la enzima Eco Rl no pudo restringirlo.

[ S5l

PBIV 434
PTRR/Sst I
PTRR/Eco R1

-
=

pIRR

Figura 19 Electroforesis  de  las
digestiones del plasmido pTRR. Se
observa la pérdida del sio Eco Rl va
que la migracion del pTRR es igual a la
que presenta el plasmido sin restringir
Giel de aparosa 1% tetido con bromuro
de endio 0.53mg/ml v corndo a 100V
por 30 min
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Ya que se contaba con la variante pTRR, se procedio a realizar la transcripcion in vitro con
el plasmido pTRLS lineal izado con Sst 1. el cual contiene el modulo ribozimico TRL-Rz434-TRR,
el plasmido pTRLS linearizado con Miu 1, el cual, en funcién del corte excluye a la ribozima TRR,
de tal forma que solo se transcribieran la ribozima Rz434 y TRL y genera transcritos de menor
tamarnio, y por Gltimo el plasmido pTRR linearizado con Sst |, donde solo se transcribe TRR y

Rz434.

o * Pozos

~e~ _  Doble corte de

la ribozima
TRR

Fig. 20 Autorradiografia  del  gel
preparativo  de  los  plasmudos
pTRLS./Ssr 1. pTRLS/Afue 1 v pTRR/ S5
I. Se puede observar que el plasmido
pTRR sigue el mismo patron  que
pTRLS/Aflu 1. También se observa que
pTRLS/AMlu | ¥ pTRR no presentan la i ‘ .

banda 4 que se observa en pTRLS/Sst | Gt 1 1
Gel de acrilamida bis acnlamida 19:1
6% urea ™M corrido por 90 minutos a
350V

pTRL5/Sst 1
pTRL5/Miu 1
pTRR/Sst 1

En la figura 20 se observan los productos transcritos de cada plasmido, como se puede ver
pTRL5/Sst | presenta una banda de mayor peso molecular (banda 4) que no aparece en el plasmido

linearizado con Mlu I, y en el plasmido pTRR/Sst . lo cual sugiere que corresponde al modulo



completo, por su parte pTRL5/Mlu | y pTRR/Sst 1 generan un transcrito (banda 3) que corresponde
a las ribozimas TRL;Rz434 y TRR: Rz434 respectivamente, las cuales se procesan y dan lugar a las
ribozimas liberadas Rz434 (banda 2) y las ribozimas de autocorte TRL y TRR (banda 1)

correspondientes para cada plasmido.
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ANALISIS DE RESULTADOS

Para el desarrollo de este trabajo, se probo el estado de los plasmidos pTRL3, pTRL4 y
pTRLS proporcionados por el Dr. Alvarez, los cuales, tienen clonadas las secuencias de las
ribozimas TRL, TRR y Rz434. Estos plasmidos no se habian caracterizado, por lo que no se
conocia la secuencia en que se encontraban y si éstas podian ser transcritas a partir del promotor de
T3. Los plasmidos se observaron en un gel de agarosa, con lo que se determind que el peso
molecular de cada plasmido correspondia al esperado de 3.2 kpb. Después de esto los plasmidos se
utilizaron para transformacion de células E. coli DH5¢, la cual resulté exitosa al observar que las
células transformadas crecieron en un medio con ampicilina gracias a que el plasmido contiene el
gen de resistencia a ampicilina. Por otra parte, era necesario comprobar que los plasmidos
observados eran los correctos y no se trataba de una contaminacion, para ello, se realizaron pruebas
de restriccion a cada plasmido, estas pruebas permitieron verificar el contenido de éstos. Se observo
que todos los plasmidos contienen los sitios de restriccion para Eco RI, Hind 111, Ml 1y Sst 1.

De esta forma, se encontrd que entre los sitios Eco Rl y Sst | existe un fragmento que
corresponde al tamafo del modulo ribozimico, lo que indica que el plasmido contenia el médulo
ribozimico. Por su parte, digestiones con Eco Rl v Hind 111 y otra con Ml 1 y Sst 1, revelaron que
se hallan secuencias que flanquean a la ribozima terapéutica Rz434. Estas secuencias tienen un peso
molecular de aproximadamente 80 pb. Esto coincide con el peso y la ubicacion esperada para las
ribozimas de autocorte, TRL entre los sitios Eco Rl y Hind 111 y a su vez, TRR entre los sitios Mlu
Sstlyl

Sin embargo estos datos solo nos daban una idea muy general de la disposicion de las
ribozimas en el plasmido, por lo que al realizar la secuenciacion se corroboro el orden de los
nucledtidos y la orientacion al momento de la transcripeion,

Como se demostro en los resultados, en los plasmidos pTRL3 y pTRL4 no se encontro la
secuencia correspondiente a la ribozima TRR, mientras que el plasmido pTRLS si. Esto indico que

el plasmido a utilizar era el pTRLS. Sin embargo, para poder conocer toda la secuencia completa

36



del médulo ribozimico, fue necesario realizar varios ensayos, a causa, de que los procedimientos de
secuenciacion utilizados, solo permiten observar aproximadamente 100 bases v el madulo
ribozimico contiene 394 pb. Con estos experimentos se comprobo que la secuencia completa del
modulo ribozimico esta compuesto de la siguiente manera; a partir del promotor de T3 se encuentra
la ribozima TRL, entre los sitios de corte Eco Rl y Hind 111: seguida por la ribozima Rz434 y parte
de la region codificadora del ARN-t"", entre los sitios Hind 1l y Miu I; y por ltimo la ribozima
TRR entre Mlu 1 y Sst 1. Una observacion importante es que el modulo ribozimico contiene, clonada
parte de la secuencia del ARN-t"", 1a cual, esta unida a la ribozima Rz434 y que ademas, confiere
una estructura bidimensional que le protege de nucleasas.

Con base en estos resultados, la siguiente parte del trabajo consistié en evaluar la actividad
autocatalitica del modulo completo, para ello se realizo la transcripcion “in vitro”, marcando el
ARN producido con fosforo radioactivo; [a~""P] UTP. Para que el transcrito fuera correcto. se
inicio la transcripcion a partir del promotor de T3. Debido a la actividad autocatalitica del médulo.
se esperaba que generara fragmentos de menor tamafio a partir de un solo transcrito. En los
resultados se observo que el producto del ensayo transcripcional genera cuatro bandas de distintos
tamanos. Esta evidencia sugirio la actividad autocatalitica del modulo, va que, podemos decir que el
fragmento de mayor tamaiio se procesa y da lugar a las ribozimas libres. Después de eluir los
productos por 24 horas e incubarlos a 37°C en distintos tiempos con el buffer de REact 1: el cual
proporciona los cationes necesarios para la actividad catalitica; se determing la forma en la que el
modulo se procesa; la banda 4; con el médulo de TRL-Rz434-TRR, se proceso liberando una de las
ribozimas de autocorte, dando lugar a la banda 3, esta banda fue mas ancha, ya que en realidad se
trataba, de dos bandas que se separan tan solo por 3 nucledtidos y el médulo tienen el siguiente
arreglo dentro de la migracion, Rz434-TRR seguido de TRL-Rz434, ambas secuencias continian
procesandose y de esta forma liberan por completo sus productos en la banda 2, que corresponde a

la ribozima terapéutica Rz434, aunque se esperaria que su migracion fuera similar a las ribozimas
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de autocorte, porque que esta ribozima presenta parte del ARN-t"", lo cual incrementa su peso
molecular. Por su parte las dos ribozimas de autocorte, TRR y TRL correspondientes a la banda |,
migran a la parte inferior y estin separadas por 3 bases (misma separacion que se observa en la
banda 3). De esta forma tenemos que las bandas 4 y 3 conticnen al mddulo procesandose, mientras
que las bandas 2 y | son productos terminales. Partiendo de esto, se trato de evaluar su velocidad de
catilisis, sin embargo como se observa en los resultados, la incubacion a distintos tiempos presento
los mismos resultados para cada eluido, por lo que se determiné que el médulo se comienza a
procesar desde el momento de la transcripcion, hecho que hace dificil poder medir su velocidad de
catalisis. A su vez la transcripcion del plasmido pTRLS digerido en los 3 sitios; Hind 111, Mlu 1y Sst
I, permitié confirmar la migracion de cada ribozima de acuerdo a lo dicho anteriormente.

La construccion de la variante de pTRR permitié obtener las ribozimas Rz434-pTRR, a
partir del promotor de T3. Asi, la transcripcion de los plasmidos pTRLS/Miu 1 y pTRR/Sst |
permitio ubicar la posicion correcta del conjunto de ribozimas TRL-Rz434 y Rz434-TRR
respectivamente, y al compararlas con el médulo completo, se pudo observar que éste presenta una
banda mas pesada que no se encuentra en ninguna de las variantes, esto nos permite confirmar que
la primer banda observada en el gel analitico de la figura 14 y 20 es el modulo completo v se
procesa de la manera dicha anteriormente. Cabe mencionar que la transcripcion con la variante
pTRR, reveld que esta ribozima, corta en dos sitios dentro de la secuencia, como se puede observar
en el eluido 2 de la figura 15 y la banda 2 de la figura 20. Debido a su ubicacion dentro del modulo,
esta ribozima encuentra dos sitios “GUC™, los cuales estan muy proximos entre ellos. Aunque en
uno de estos sitios, la ribozima no hibrida, es posible que los dominios cataliticos “A™ y “B” entren
en contacto y se genere el corte ribozimico de la manera que han propuesto Shin y colaboradores.
Aunque al parecer no tiene la misma eficiencia que cuando la ribozima si hibrida al sitio blanco.

De esta forma nuestra investigacion revelo que los fragmentos corresponden a los productos

esperados y a la liberacion de la ribozima terapéutica confirma que el modulo tiene una actividad

autocatalitica positiva.



CONCLUSIONES

Los tres plasmidos proporcionados por el Dr. Alvarez comic£n los sitios de restriccion
esperados. No obstante, después de secuenciarlos se determing que solo el plasmido pTRLS
contiene la secuencia completa del modulo ribozimico.

Como se menciond anteriormente la construccion de un modulo ribozimico, cuya actividad
autocatalitica permite la liberacion del fragmento correspondiente a la ribozima terapéutica Rz434,
nos lleva a concluir que las ribozimas de autocorte TRL y TRR funcionaron exitosamente.

Por su parte, como ya se mencioné la ribozima TRL fue modificada de manera tal que el
dominio catalitico formado por la ribozima-sustrato (dominio A) quedara del lado contrario, a
manera de imagen en espejo. Con base en los resultados de esta investigacion podemos afirmar que
esta modificacion en la orientacion espacial de la ribozima, no genera ningin inconveniente para su
actividad catalitica. IZT.

Este resultado coincide con el obtenido por Schmidt y colaboradores para la “ribozima
gemela”. En comparacién a esta propuesta, la cual corta un sustrato en frans, disefado
sintéticamente para generar los dominios cataliticos del modulo, el madulo ribozimico pTRLS
presenta sitios dentro de la misma secuencia que generan los dominios cataliticos para cada una de
las ribozimas. Otra diferencia significativa es la adicion de la ribozima terapéutica Rz434 en el
modulo, lo cual es un avance indicativo para el desarrollo de modulos multiblanco.

Esta investigacion genera avances para la construccion de médulos multiblanco y para el
desarrollo de nuevas variantes de ribozimas del tipo pasador. Los siguientes pasos en este proyecto
estaran relacionados con la evaluacion de la actividad catalitica del modulo pTRLS, realizando
pruebas contra el gen E6 y E7 del VPH-16 v compararlo con el plasmido pBtV3-434. Si los
resultados son positivos, se podria intentar incrementar el nimero de ribozimas terapéuticas Rz434.
o bien mezclar las ribozimas para tener dos sitios de corte dentro de la secuencia blanco con la

Rz419.



Tomando en cuenta, que la orientacion espacial de la ribozima del tipo pasador puede ser
modificada, surge la idea de una generacion de ribozimas con tres dominios cataliticos, dos de
autocorte que al fraccionar en cis su propio ARN liberan a las ribozima terapéutica. Si entre
ribozimas de accion en cis colocamos ribozimas que reconozcan blancos especificos, podriamos
elegir mas de una region codificante de proteinas no descadas y atacarlas con esta estrategia de tal
forma de que se genera un modulo que funcionaria como una escopeta capaz de atinar en varios
blancos al mismo tiempo y con un solo disparo.

De esta manera la construccion de modulos multiblancos permitira atacar de una manera

mas efectiva la infeccion provocada por virus y otras enfermedades de naturaleza infecciosa.
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Apéndice
Material biologico
Bacterias

Se utilizaron bacterias de la cepa comercial DHSa™ de Escherichia coli las cuales estan
libres de plasmidos y son sensibles a antibi6ticos. Estas bacterias tienen el siguiente genotipo:
F- 080dlacZAMIS A(lacZY A-argF)U169 endAl recAl hsdR17(r-my+) deoR thi-1 phoA supE44
)-gyrA96 relAlgal-
Lo que les confiere una alta eficiencia de transformacion de >1X10° a >1X10° transformantes/mg,
éstas bacterias presentan mutaciones endAl, que permiten incrementar la produccion y calidad de
plasmidos, ademas, la mutacion recAl, que permite mantener la estabilidad del inserto.
Ribozimas
Para la construccion del modulo ribozimico se emplearon las ribozimas construidas por el Dr.
Alvarez (2001), Rz434, TRL y TRR (datos no publicados).
Plasmidos
Los plasmidos utilizados se describen en la tabla 3. Los sitios de restriccion se muestran en la

figura 21.

Tabla 3. Caracteristicas de los plasmidos utilizados, los cuales contienen clonada la secuencia del madulo
ribozimico o parte de esté.

Sitios de restriccién Ribozima
- Sacl: Sau3AL Mlul: Xhol: = =
Hind III; Eco RI; Bam HI; Asp = .. Rz-434
7181 .
Sac I; Sau 3AI; Miu I; Xho I;
Hind Ill; Eco RI; Bam HI; Asp TRL; Rz-434
7181
~ Sacl; Sau 3AI; Miu I; Xho I,
- Hind HlI; Eco RI: Bam HI; Asp TRL; Rz-434
i 7181
© Sacl; Sau3AlL Miul; Xhol: . 3 ]
a  Hind Ill: Eco RI: Bam HI; Asp TR Re-434;
- TRR
7181
Sac I; Sau 341; Mlu I; Xho I Rz-434: TRR

Bam HI; Asp 7181
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Resistencia a
ampicilina
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Fig. 21. Plasmido pBtV5-434, Se destaca al
lado derecho el sitio multiple de clonacidn en
donde se insertd el modulo ribozimico

Col El on

La figura 22 muestra la secuencia del modulo completo con las tres ribozimas TRL, Rz434 y TRR,

los promotores, los sitios de restriccion y las direcciones de la transcripcion.

Transcripcion
T e e & ¥
Resistencia TRR Rz434 TRL Col El
ampicilina T7/ Sst 1-Mlu 1-Hin dlll-Eco RI/T3 ori
« | rpt+— >
<> <>

Fig 22 Mapa general del modulo ribozimico. Sst |, Mlu [, Hin dlII; Eco RI, son los sitios de restriccion para cada ribozima

Enzimas
Enzimas adquiridas de los laboratorios GIBCO BRL* LIFE TECHNOLOGY: Ss¢ 1 1,000 U (10

u/pl); Mie 1 1,000 U(10 w/pl); Hind 111 5,000 U (10 u/pl); Eco RI 5,000 U (10 u/uL); Xho 1



2,500 U (10 w/pL). Laboratorios Bio Labs inc NEW ENGLAND: Sac 1 2,000 U. (20 U/ul).
Enzima productora de extremos romos: Klenow enzyme BOEHRINGER MANNHEIM GMBH-
Germany 500 U 2 u/pl). Enzima de ligacion: T4 DNA ligase GIBCO BRL® LIFE TECHNOLOGY
500 U (1 w/pL). Enzimas polimerasas: T3 RNA polimerase PROMEGA 1,000 U (10-20 u/ul). T7

Sequenase™ version 2.0 200 ul usbi

Kits commercial para transcripcion
Ribopmbe‘ System-T3; T3 RNA polimerasa 500 u; Recombinant RNasin® (Inhibidor de
ribonucleasas) 2500 u; agua libre de nucleasas 1.25 ml; DTT 100mM 100pul; buffer de transcripcion

5X 500ul; ATP 50ul; CTP 50ul; GTP 50pul; UTP 50pl; RQI Dnase 110 u.

Reactivos

Agarosa Boehringer Mannhein Gmbh, acrilamida bis acrilamida 19:1RESEARCH
ORGANICAS, INC., Urea ultrapura RESEARCH ORGANICAS, INC., TEMED GIBCO BRL® LIFE
TECHNOLOGY, persulfato de amonio GIBCO BRL® LIFE TECHNOLOGY, marca radioactiva
(¢S] dATP amersasham pharmacia biotech, marca radioactiva [o~""P] UTP amersasham

pharmacia biotech, glicerol.

Antibidticos
Ampicillin, Lyophilized-irradiated 20ml > 200 mg ampillin sodiumivial GIBCO BRL® LIFE

TECHNOLOGY

Equipo técnico
La cristaleria utilizada es marca KIMAX" KIMBLE USA, Tubos Eppendorf de 1.5 ml, Tubos

Falcon de polipropileno de 14 ml del nimero 2059, Micropipetas GILSON™ de 20 pl, 200 ul y



1000 pl, Cajas petri de plastico estériles de 100 X 150 mm Corning” Incorporate, filtros de
membrana 0.20 pm Secreens, Corning®Incorporatred, Centrifuga IEC|CENTRA®CL2
International equipment company, Microcentrifuga Eppendorf Centrifuge 5415C,
Microcentrifuga SORVALL" Biofuge PICO, Kendro Laboratory Products, Nanofuga Hoefer
Scientific Instruments S. Fco., Agitador GYROTORY" SHAKER, NEW BRUNSWICK
SCIENTIFIC, Co.. Inc. Edison N.J. USA., Vortex 2x " Velp cientifica, Bafios maria lsotemp“
Waterbath Fisher Scientific, Camara de electroforesis horizontal, Horizon 58 Gibco BRL LIFE
TECHNOLOGIES«, Camara de secuenciacion vertical, Model S2 Gibco BRL Sequencing
System LIFE TECHNOLOGIES:« Camara de electroforesis vertical, Model V15-17 Gibco BRL
Vertical Gel Electrophoresis Apparatus LIFE TECHNOLOGIES:. Fuente de poder BIO-RAD
power/Pac 3000, Fuente de poder model 250EX Gibco BRL Electrophoresis power supply
LIFE TECHNOLOGIES: Transiluminador MacroVue UV is-20 Hoefer, Espectrofotometro
Gene Quant I, model 80-2105-98 Pharmacia Biotech, Secadora Model 583 Gel Dryer BIO-
RAD, Sofware Kodak Digital Science, Scientific Imaging Systems, Eastman Kodak Company,
Pelicula Kodak para diagnostico X-Omat™® K XK-1 8x10, Pelicula Kodak Scientific Imaging fila
BIOMAX™® 35 x 43 cm, cassette blindado Kodak X-Omatic; regular, papel para cromatografia

Whatman® 3MM de 18X 34 cm, contador Geiger Model TBM-1S, Surface Monitor ".,\

Technical associates.

Medios nutritivos

Preparacion

LB (medio Lennox) en llitro de agua bidestilada disolver: Triptona 10g; extracto de levadura 5g;
cloruro de sodio 5g, mezclar los ingredientes y esterilizar. Medio SOB en 100 ml de agua
bidestilada disolver: Triptona 2g; extracto de levadura 0.5g; cloruro de sodio 0.05g; sulfato de

magnesio 0.5g, mezclar y esterilizar. Medio SOC; BIO 101, Inc. (preparar al momento de su

+1



utilizacion). En 1 litro de agua bidestilada disolver 31 g de la mezcla: Triptona 20g; extracto de

levadura 5g; cloruro de sodio 0.5g; sulfato de magnesio 5g; glucosa 20 mM, mezclar y esterilizar.

Acrilamida bis acrilamida 19:1 6%, urea TM

Para la preparacion de acrilamida bis acrilamida se colocan en un vaso de precipitados de 1 litro los
siguientes reactivos: Acrilamida bis acrilamida 19:1 30g; Urea 210g; TBE 10X 50 ml, disolver en el
microondas, hasta que esta completamente diluida y después aforar con agua desionizada a 500 ml.

La solucion se guarda en un frasco ambar a 4°C, hasta su uso.

Buffers

Buffer TBE (Tris-Borato EDTA). Tris [tris (hidroximetil) aminoetano] 100mM; Acido bérico
(H;BO;3) 90mM; Na,EDTA (etilendiaminotetraacetato de sodio) ImM. pH 8.3/8.4. buffer de carga
5X: Tris-HCI pH 8.0 50mM; Glicerol 25%; Na,EDTA 5mM; Azul de Bromofenol 0.2%:

Xilencianol FF 0.2%. Composicién de Buffers REact, de Gibco, a concentracion 1X. Tabla 4.

Tabla 4. Composicion de los buffers REact de los laboratorios Gibeo

T TristnQl

(mM)
50

Buffer de elucién; SDS 0.5M 0.1%; EDTA ImM; Acctato de amonio 0.5 M.
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