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Resumen

La RNasa P, ribozima ubicua y esencial por catalizar el extremo 5'-lider del pre-tRNA,
es un blanco farmacoldgico atractivo ante los problemas de resistencia bacteriana a
antibioticos. La metodologia analitica para medir la actividad de este RNA catalitico es,
actualmente, un cuello de botella para el descubrimiento de inhibidores. En este trabajo
se plantea el disefio y optimizacion de un novedoso ensayo, no téxico, de actividad de
RNasa P mediante un sustrato fluorescente. El presente disefio permitié una
caracterizacion preliminar de la ribozima de Thermotoga maritima, asi como la
optimizacion del ensayo en alto rendimiento en volumenes de 60ul y concentraciones
de ribozima tan bajas como 20nM. Este sustrato minimo, con menor afinidad a la
RNasa P que el sustrato canodnico, representa una ventaja por incrementar la
sensibilidad del método ante compuestos con una modesta actividad inhibitoria.

En adicion, esta misma sonda de RNA puede ser visualizada directamente en gel de
poliacrilamida por sus propiedades fluorescentes intrinsecas, lo cual permite validar los
resultados obtenidos por el método de alto rendimiento. Ademas del tamizaje de dos
bibliotecas de moléculas para la deteccidon de inhibidores, en este proyecto se sientan
las bases de un analisis térmico para monitorear la estabilidad del RNA y su unién a
moléculas pequenas mediante perfiles de fluorescencia.

Con ambos métodos, fue posible la identificacion de moléculas con actividad inhibitoria,
mismas que, aunque no resultaron especificas para la ribozima, abren el camino para el

descubrimiento futuro de farmacos con la RNasa P como blanco terapéutico.

Palabras clave:

RNasa P, actividad enzimatica, disefo de farmacos, alto rendimiento, fluorescencia
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Abstract

RNase P, a ubiquitous and essential ribozyme that cleaves the 5-leader sequence of
tRNAs, is an attractive pharmacological target in the face of bacterial resistance to
antibiotics. The lack of high-throughput analytical methods for measuring the activity of
this catalytic RNA is a bottleneck for the discovery of inhibitory compounds. In this work,
we describe the design and optimization of a novel, non-toxic activity assay for RNase P
based on a small fluorescent substrate. This assay allows a preliminary characterization
of the Thermotoga maritima ribozyme, as well as the high-throughput optimization in a
60ul volume and an RNase P concentration as low as 20nM. The reduced substrate,
with less affinity to the ribozyme than the canonical substrate, means an advantage to
increase method sensitivity for detecting potential candidate molecules with low
inhibition properties.

Moreover, this substrate allows direct in-gel detection due to its intrinsic fluorescent
properties, allowing the validation of results obtained through the high-throughput
technique. Besides the screening of two fragment libraries for the detection of RNase P
inhibitors, in this project the fundamentals of a thermal analysis for monitoring nucleic
acids stability arise, as well as for small molecules binding screening to this
macromolecule, assessed by fluorescent profiles.

With both methods, it was possible the identification of RNase P inhibitors, and although
they are not specific for the ribozyme, it is a proof of the potential of this work for the

future drug discovery targeting RNase P.

Keywords:

RNase P, enzyme activity, drug design, high-throughput, fluorescence
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1. Introduccién

a. RNasaP
i. Estructuray evolucion

La ribonucleasa P, RNasa P (Fig. 1), es

un complejo ribonucleoproteico

responsable de la maduracion del

extremo 5’ de los tRNA (Liu, 2010). Esta

ribozima cataliza la eliminacion hidrolitica

de la secuencia 5-lider de Ilos

precursores del tRNA (pre-tRNA). A Fig. 1. Estructura de la
pesar de ser el pretRNA su sustrato (RR'\:iitSe?, ;01r(‘)‘;'°e”2ima
natural, se ha asociado a la catalisis de

la RNasa P con algunos otros tipos de RNAs (Ver discusion sobre los diferentes
sustratos en la seccion Disefio de sonda sustrato FRET). En bacterias, la RNasa P
consiste en una subunidad catalitica (P RNA) de entre ~300 y 450 nuclettidos (MW =
120,000-125,000 Da), 338 nucledtidos para Thermotoga maritima, y una subunidad
proteica pequena, denominada proteina P, de alrededor de 110 aminoacidos (MW =
14,000-17,500 Da) (Escherichia coli) (Reiter, 2011).

La ribozima RNasa P, ademas de ser indispensable para la viabilidad celular, es de
interés particular en estudios de filogenia. La subunidad de RNA de esta ribozima se ha
conservado en los tres dominios de la vida (Hernandez-Cid, 2012), siendo la subunidad

catalitica principal (M1 RNA
en bacterias, H1 RNA en
humanos). Sin embargo, el
requerimiento de subunidades
proteicas llega a ser variable
en los diferentes dominios

filogenéticos. En eucariontes,
Fig. 2. Cladograma de la evolucion de RNasa P en la filogenia
(Modificado de Altman, 2011). RPR: Subunidad de RNA de la
RNasa P; RPP: Subunidad proteica de la RNasa P. subunidades llega a ser de 10

la cantidad de estas
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diferentes proteinas, con masas moleculares
entre 14 y 115 kDa; sin embargo, aun no es
comprendido el mecanismo y las propiedades
que estas subunidades le otorgan (Altman,
2011).

Basandose en estas observaciones, se ha
propuesto una distribucion evolutiva de la
RNasa P a lo largo de la evolucién (Fig. 2), ya
que existe homologia estructural de algunas
subunidades entre eukarya y archaea (Fig. 3).
Ademas, este analisis evolutivo ha permitido

_ . . Fig. 3. Distribucion de las subunidades

homologia en los distintos reinos de la vida
_ . (Hernandez-Cid, 2012). Los numeros
2), lo cual apoya la hipétesis del mundo del indican la cantidad de subunidades

RNA (Evans, 2006). En la medida que se compartidas por cada grupo.

avanza en la linea evolutiva, los dominios divergen hacia organismos con RNasas P

enzima funcional totalmente ribonucleica (Fig.

funcionales con s6lo una subunidad de RNA y una o varias subunidades proteicas (Fig.
2, Fig. 3).

Sin embargo, en los ultimos afios se han encontrado diversas familias de proteinas
con actividad de RNasa P en organismos eucariontes, denominadas PRORPs (por las
siglas en inglés Proteinaceous RNase P), con actividad analoga a la ribozima en
mitocondria humana (Walker, 2010), llamadas MRPPs (por Mitochondrial RNase P
Proteins), y en cloroplastos y mitocondria de plantas (Gutman, 2012; Howard, 2012).
Estos hallazgos sustentan actualmente una discusion sobre evolucidn respecto a la
hipétesis del mundo del RNA basado en esta ribozima y su ramificacion funcional en la
linea filogenética. También actualmente se encuentra abierta la discusién acerca de la
similitud estructural entre las macromoléculas con actividad de RNasa P, ya sean

complejos RNA-proteina o de naturaleza completamente proteica (Gobert, 2013).
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ii. P RNA

Desde el punto de vista estructural, la
subunidad de RNA de la RNasa P bacteriana se
ha clasificado en dos subtipos, A y B, los cuales
tienen una misma estructura central, pero
diferentes estructuras periféricas. Mas del 90%
de los P RNA son de tipo A, o ancestral, mientras
que las bacterias Gram-positivas tienen el tipo B,
de Bacillus (Pan, 2010). Esta diferenciacion
estructural evidencia la divergencia evolutiva de
la RNasa P en los dominios de la vida, a pesar de
que los analisis filogenéticos revelan
conservacion en esta ribozima.

La subunidad de RNA de la RNasa P se
Fig. 4. Estructura  secundaria integra de dos dominios con plegamiento
consenso de la subunidad de RNA de  independiente, los cuales tienen funciones

la RNasa P (Torres-Larios, 2006). Las
regiones conservadas (CR) se

numeran y su papel se describe en el  domain; Fig. 1, en azul oscuro) contiene el sitio
texto.

distintas. Por un lado, el dominio catalitico (C-

activo de la ribozima, donde también estan los
nucledtidos requeridos para la union del pre-tRNA y de la proteina P. Por otro lado, el
dominio de especificidad (S-domain, Fig. 1, en azul claro) une a la regién T tallo-asa del
sustrato pre-tRNA, lo cual confiere a la ribozima una mayor especificidad por su
sustrato.

La estructura secundaria de la molécula se conforma de tallos sencillos y coaxiales
(P1/P4/P5, P2/P3 y P8/P9), que interactuan entre ellos debido a su plegamiento
tridimensional, ademas de contar con cinco regiones conservadas (Fig. 4, CR-l a CR-V)
en todos los organismos. La convergencia de las regiones Il y lll se han identificado por
formar asas T para interacciones especificas con el tRNA (Fig. 5.B), mientras que las
regiones |, IV y V forman el andamiaje para la regién catalitica (Fig. 5.A) (Reiter, 2010;
Mondragon, 2013).
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Fig. 5. Acercamiento del plegamiento y estructura tridimensional de las regiones conservadas (CR)
de la subunidad de RNA de la RNasa P bacteriana (Mondragén, 2013). El papel especifico de la
interaccién de dichas regiones se describe en el texto.

iii. Proteina P

La proteina P, o C5 en bacterias (Fig. 6), Fig. 6. Proteina P de T. maritima (Cédigo
es una subunidad proteica de la RNasa P 3Q1Q, PDB).
bacteriana de alrededor de 117-119
aminoacidos, cuyo peso molecular va de
14,000 a 17,500 Da. En bacterias, las cuales
comparten la caracteristica de tener sélo una
subunidad proteica para esta ribozima (Fig. 2),
se ha encontrado wuna alta homologia
estructural de sus respectivas proteinas P, a
pesar de que la secuencia esta conservada
entre el 20-30% (Evans, 2006).
Especificamente, solo 14 residuos tienen mas del 67% de conservacion.

Los residuos R60, N61, R62, K64, R65 y R68 del casi 10% de los residuos
conservados entre proteinas P bacterianas se encuentran en una zona bien identificada

de la proteina, denominada motivo RNR, debido a que sus primeros residuos son
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arginina-asparagina-arginina. La a-hélice de esta regién forma parte de uno de los dos
sitios de unién a RNA (Fig. 7). De estos, los residuos R60 y R62 se encuentran en
todas las RNasas P bacterianas (Koutmou, 2011).

El segundo sitio de union a RNA es un surco central, el cual se forma debido a la
topologia caracteristica de la proteina P del tipo apfppaBa (Reiter, 2010). Esta region
esta formada por la conexién cruzada por la izquierda poco comun del tipo Bap entre las
hojas B paralelas del surco central y una a-hélice. En este lugar ocurre la interaccion y
estabilizacion de la cadena 5'-lider del pre-tRNA (Fig. 8), mejorando el reclutamiento y
discriminacion de sustratos gracias a la proteina P (Koutmou, 2011).

Es conocido que, in vitro, la subunidad P RNA en ausencia de la proteina P es
funcional y procesa el sustrato pre-tRNA en concentraciones altas de iones divalentes
(alrededor de 100mM Mg?*) (Guerrier-Takada et al. 1983). Sin embargo, la adicion de
esta subunidad proteica incrementa dramaticamente la eficiencia catalitica de P RNA,
asi como su especificidad en concentraciones bajas de iones, lo cual da evidencia de
su importancia para la catalisis. In vivo, esta subunidad es indispensable para la
actividad de la RNasa P y para la viabilidad celular (Liu, 2010).

La proteina P en la RNasa P holoenzima tiene un papel funcional importante,
mejorando los parametros cinéticos de la holoenzima. Se ha descrito que al realizar la
catalisis la RNasa P de B. subtilis en presencia de la proteina P, la constante de
afinidad (Ky) disminuye en alrededor 10,000 veces — la afinidad de la ribozima por el
sustrato aumenta -, mientras que la eficiencia catalitica (kqot/Kyn) aumenta 2,000 veces
(Koutmou, 2011). Para E. coli, la eficiencia catalitica mejora en mas de 900 veces al
estar presente la proteina P. Por otra parte, la proteina también disminuye la
concentracion requerida del cation divalente necesaria para la catalisis de la RNasa P
procarionte (Koutmou, 2011), debido a que la afinidad de la ribozima a dicho ion
aumenta. La razén mecanistica de estos efectos se debe a que la proteina estabiliza el
cambio conformacional metal-dependiente del RNA-sustrato (Kurz, 1998; Sun, 2007),
incrementando la afinidad por el sustrato mediante la estabilizacion de éste, conclusion

que puede ser extraida por la informacion estructural (Reiter, 2010) (Fig. 8).
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iv. RNasa P holoenzima

La formacién del complejo activo de la RNasa P holoenzima (RNA + proteina +
cation divalente) con su sustrato ha sido tema de investigacién exhaustiva, tanto en la
perspectiva funcional como estructural, desde el descubrimiento de la ribozima por
Sidney Altman en la década de los 80. La interaccion RNA-proteina (Fig. 7) se realiza
sobre una superficie que se forma en gran parte por el motivo RNR de la proteina P
(Ver seccion sobre Proteina P). Estos contactos de la proteina P en el RNA
corresponden a la regiéon conservada IV y V, el tallo P15 y la interfaz de la hélice P2/P3
(Fig. 4; Fig. 7) (Reiter, 2010).

Sobre el acoplamiento del sustrato, se sabe que la secuencia 5-lider, un
oligonucledtido de ~10nt, hace contacto de manera extensa con la proteina, mientras
que interactua poco con el RNA. Especificamente, el lider hace contacto con los
residuos Phe17, Phe21, Lys51, Arg52 y Lys90, asi como contactos polares predichos
computacionalmente por su cercania con los residuos Ser26, GIn28, Lys56 y Arg89
(Reiter, 2010) (Fig. 8). Esta informacion permite concluir que el lider es estabilizado por
la proteina, mientras que el sitio donde se lleva a cabo la catalisis se encuentra a
alrededor de 6A de distancia de la proteina, bastante alejado como para que la misma

proteina pueda realizar el corte del sustrato (Fig. 9).
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Fig. 7. Contactos polares (en lineas punteadas rojas) de la proteina P (gris) con la subunidad P RNA
(amarillo) con los residuos etiquetados. El analisis de dichos contactos, asi como de la interaccién de
la proteina P con el P RNA se describe de manera extensa en el texto.

Fig. 8. El 5-lider (rosa) es estabilizado por la proteina P (verde). Se muestran los residuos
importantes de la proteina, cuyo papel en la estabilizacion del lider se describe en el texto, asi como
los contactos polares determinados por PyMOL (amarillo) con la Lys51 y Arg 52. EI P RNA se
muestra en azul claro.
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Las asas TyC y D del tRNA
inmaduro hacen contacto con el dominio
S, que es la regidbn que da la
especificidad de reconocimiento al
sustrato, mientras que el tallo aceptor,
hacia el extremo 3’, se extienden desde
el dominio S hacia el C, cruzando un
tallo coaxial formado por P1/P4/P5 (Fig.
4) (Reiter, 2010). La secuencia de

reconocimiento CCA, en el final de la

secuencia en 3', entra en un tunel Fig. 9. Acercamiento de la interaccion P RNA,

formado por las asas de P RNA proteina Py 5-lider, destacando el plegamiento de
. las regiones conservadas del RNA y el sitio
P6/P15/P16/P17 'y se realiza un catalitico en la zona donde recae el extremo 5’ del

apareamiento candnico de bases del RNA(Reiter, 2010).

CCA con la region L15. El 5'-terminal del tRNA indica la localizacién del sitio activo,

cercano a la interseccién de las regiones P4, P5 y CR IV del RNA (Fig. 9).

v. Catalisis de la RNasa P y ensayo de actividad

En el aspecto funcional, la subunidad de RNA (P RNA) funge como el biocatalizador
primario de la reaccion. Sin embargo, la proteina de la RNasa P (Fig. 1, en verde) tiene
una funcion fundamental en la catalisis, ya que facilita la unién de la region 5'-lider del
sustrato pre-tRNA y ayuda a la disociacion del producto catalizado (tRNA maduro vy
secuencia 5'-lider).

La union del sustrato a la endonucleasa es rapida, practicamente controlada por
difusion (Koutmou, 2011), y su mecanismo catalitico es una sustitucion nucleofilica
bimolecular (Sy2). Este mecanismo, propuesto por Reiter y colaboradores (2010), fue
sugerido con base en la estructura resuelta de la holoenzima en complejo con el
producto y por estudios cinéticos previos. El ion divalente M1 (Fig. 10) en la estructura
enzima-producto esta a una distancia consistente con el modelo de transicién enzima-
sustrato. La catalisis de la RNasa P es dependiente de iones divalentes (Mg?*), por lo

que el ion M1 (Fig. 10.B) tiene un papel fundamental en la reaccion, activando un grupo
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hidroxilo para el ataque nucleofilico, creando un desplazamiento en el atomo de
oxigeno del 5 fosfato del tRNA y el P RNA, los cuales se unen directamente. La
liberacidon de los productos es facilitada por una molécula de agua coordinada con el
metal M2, que cataliza una transferencia de protones para la liberacion del complejo

transitorio enzima-producto.

Fig. 10. Catalisis de la RNasa P. A. Diagrama
sobre el mecanismo propuesto de formacién
del complejo enzima-sustrato y de la actividad
catalitica de la ribozima (ovalo gris) sobre el
pre-tRNA. El sitio catalitico se ilustra con las
tijeras en la imagen (Modificado de Fujimoto,
2009). B. Sitio activo de RNasa P con los
iones metdlicos M1 y M2 en la posicion
catalitica (Reiter, 2010).

La metodologia analitica para la determinacion de la actividad de RNasa P
comunmente se realiza colocando la ribozima con su sustrato pre-tRNA en presencia
del cofactor magnesio, asi como sales estabilizadoras de la estructura de los acidos
nucleicos, como acetato de amonio, tras un protocolo de plegamiento de dichas
secuencias de RNA con calentamiento y enfriamiento del medio de reaccion. Para el
monitoreo preciso de dicha catalisis, de manera habitual se marca radioactivamente el
sustrato con ?P para detectar especificamente esta secuencia con una minima
cantidad de material. La reaccion habitualmente se detiene con urea 8M, lo cual
asegura que se disocian los complejos macromoleculares que intervienen en la

reaccion (GoRringer, 2012). Finalmente, las secuencias nucleotidicas se separan en
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geles de poliacrilamida de entre 6-18% y se revela la radioactividad de las sondas
mencionadas (Fig. 11).

Al dia de hoy, no existen reportes de cambios sustanciales en la metodologia
analitica para la determinacion de la actividad de la RNasa P (Go6Rringer, 2012), lo cual
impide la optimizacion y el escalamiento de dicho procedimiento en alto rendimiento.
Por esta razon y dado el interés de la RNasa P como blanco farmacologico, uno de los
objetivos de este trabajo es el planteamiento, disefio y optimizacion de un ensayo de

actividad en alto rendimiento para RNasa P.

Fig. 11. Ensayo de actividad tradicional para
RNasa P mediante separacion del sustrato
y producto en gel de poliacrilamida. La
estrella negra indica el marcaje radioactivo
con P en el extremo 5 del sustrato pre-
tRNA, tanto en el sustrato integro como en
el producto procesado por la RNasa P. La
flecha indica el sitio de corte de la RNasa P
(Modificado de GdRringer, 2012).

vi. RNasa P como blanco farmacoldgico

En la actualidad, en la busqueda de nuevas estrategias terapéuticas para reducir o
eliminar las infecciones bacterianas o virales, los RNAs y los complejos RNA-proteina
se han mostrado como blancos potenciales por tener roles centrales en la fisiologia
microbiana (Kawamoto, 2008). La RNasa P es uno de los genes del grupo de productos
génicos que, debido a su importancia en la fisiologia de los organismos vivos, son
indispensables para la viabilidad celular (Kazantsev, 2006).

En este caso, la RNasa P es indispensable para la sintesis de proteinas por
catalizar el metabolismo de intermediarios de éstas (tRNA), por lo que la inhibicién o un

mal funcionamiento de la ribozima tienen efectos letales. Ademas, de manera
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ventajosa, se pueden establecer claras diferencias, principalmente estructurales, entre
los sistemas bacterianos y eucariontes al hablar de esta ribozima.

Sin embargo, hablar de farmacos de uniéon a acidos nucleicos es un aspecto muy
distinto al diseno de farmacos para proteinas, ya que estamos ante moléculas mas
flexibles y cuyo plegamiento depende fuertemente de factores externos, como la
concentracion ionica del medio (Rawat, 2011). Ademas se cree, aunque aun esta en
discusion, que el empaquetamiento y plegamiento de estructuras de acidos nucleicos
es mas complejo de lograr que en moléculas proteicas (Hyeon, 2006). Es por esta
razon que las caracteristicas estructurales del plegamiento tridimensional del RNA
resulta aun complejo predecir con las herramientas computaciones disponibles
actualmente.

A raiz de la gran diversidad de funciones encontradas para distintos tipos de RNA,
la investigacion en moléculas pequenas de unidn a esta biomolécula se ha intensificado
y la comprension estructural de estos farmacos es una oportunidad latente (Gallego,
2001), incluso en anos recientes (Moumné, 2012). Particularmente, las ribozimas son
uno de los blancos de mayor interés en este ambito, siendo el ribosoma el ejemplo con
mayor éxito en el desarrollo de farmacos contra un objetivo terapéutico durante las
ultimas décadas, con los antibidticos de la clase de las tetraciclinas y los
aminoglucdésidos.

Por otro lado, se deben considerar también los riboswitches en este aspecto como
un caso destacable, ya que por definicion, estas secuencias permiten la unién a
metabolitos para modular su actividad. Aunque no se conoce mucho sobre algunos de
ellos, la unidn a RNA y algunos mecanismos de actividad se han descrito para
riboswitches de vitaminas y coenzimas, como tiamina, flavin mononucleétido (FMN) y
cobalamina; nucledtidos, como la adenina, guanina y 2-deoxiguanosina; y aminoacidos,
como la glutamina, glicina y lisina, los cuales tienen una actividad metabdlica
reguladora importante en muchos sistemas vivos.

Como es discutido en el articulo de Borman (2009), de manera general, la afinidad
a acidos nucleicos no es un problema, ya que es esperable que moléculas con cadenas
largas, flexibles y cargadas positivamente se unan por la quimica de la biomolécula. Sin

embargo, la unién a secuencias especificas, estructuras secundarias o terciarias de
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RNA es un reto aun en el disefio de farmacos contra esta molécula. Algunas estrategias
recientes (Trylska, 2013) justifican que sélo el uso de oligonucledtidos antisentido con
las secuencias especificas, modificados quimicamente, seran las estrategias de mayor
éxito y predictibilidad para este fin. Lo anterior es sugerido principalmente porque la
naturaleza quimica y la estructura de los acidos nucleicos hacen que la investigacion en
ligandos se torne compleja, por lo que las herramientas computacionales ofrecen
predicciones de union y afinidad con un nivel de confiabilidad por debajo del logrado
para blancos proteicos en la
actualidad.

Se han definido al dia de
hoy varias hipotesis sobre
las posibles formas
mediante las cuales se
puede afectar la funcion de
la holoenzima RNasa P
bacteriana (Fig. 12),
principalmente debido a que

se compone de dos Fig. 12.  Mecanismos

diferentes tipos de potenciales para inhibir la
i . funcion de la RNasa P
moléculas (Wilcomm, 2010), (Modificado de Liu, 2010).

acido nucleico y proteina.

Sobre los inhibidores conocidos para la subunidad de RNA de la RNasa P, se
realizd una busqueda exhaustiva de compuestos publicados en la literatura
internacional, asi como los referidos en la Therapeutic Targets Database de la

Universidad Nacional de Singapur (http://bidd.nus.edu.sg/group/ttd) sobre RNasa P

como un blanco terapéutico.

En la tabla 1 se enlistan inhibidores tanto para RNasas P procariontes, de interés
en este trabajo, asi como para la RNasa P del moho Dictyostelium discoideum, el cual
es estudiado asiduamente por un grupo griego con fines de desarrollo de farmacos para

enfermedades dermatoldgicas por hongos. A raiz de dichos estudios se han encontrado
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coincidencias entre las moléculas inhibidoras para procariontes respecto a las

inhibidoras para el modelo de estudio eucarionte.

La afinidad de las moléculas inhibidoras encontradas es variable, sin embargo, de

manera general, se conoce que los aminoglucésidos y aminoderivados inhiben a la

RNasa P en concentraciones del orden micromolar, mientras que especificamente la

puromicina se une al RNA incluso mayor afinidad que con la que dicho farmaco se une

al ribosoma (ICsp < 50uM) (Starck, 2002).

Tabla 1. Inhibidores conocidos para actividad de RNasa P en organismos procariontes y eucariontes.

Inhibidor Organismo Molécula Referencia
Puromicina . wNHz
, / 7 WH
(Primer A _
. . . HO, 3 OH Vioque,
aminoglucésido E. coli v
. . =N 1989
descrito con actividad N o}
inhibidora de RNasa \ |
—
P) —N N
R =NH,. pRa= 84
L]
o o pka=457
HO <= Hy pka= 8.1
3 0
pKa=T6 g m‘"h'
(]
Neomicina B . K.‘z. " Ka=83
Paramomicina E.coliy pKa=76 'Y,'Li"" Mikkelsen
Kanamicina A/B Mycoplasma = 1999 ’
hyopneumoniae

(Aminoglucdsidos)

Meomysin B Ry=NH;
Paromomyein - By = OH

THCH 2 O

o R aH
0 1
" w P CHaNHG
HaM O HO s

Fisd A,

Kanamycin A Ry=0H
K anamycin [ By=MH:
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6 derivados sintéticos

de benzimidazol E. coli Hori, 2001
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conjugados
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26




Diaz Tufinio C

Ensayo de alto rendimiento para el disefio de inhibidores para RNasa P
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Por otro lado, al publicarse la primera estructura cristalografica de la proteina P en

1998, dos empresas farmacéuticas iniciaron estudios en busca de inhibidores de la

RNasa P, GlaxoSmithKline y Message Pharmaceuticals

(cerrada en 2004),

encontrandose que los compuestos guanilhidrazonas tenian actividad inhibitoria,

mostrando resultados claros in vitro (Willkomm, 2010). La técnica antisentido, con el

uso de sondas quimicamente modificadas complementarias a secuencias del P RNA,

también ha sido explorada para poder inhibir la actividad de la RNasa P, mediante el

bloqueo de sitios importantes de la subunidad catalitica de RNA.
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Fig. 13. Diagrama mecanistico sobre los posibles pasos de interferencia de la funcién de RNasa P a
través de distintos tipos de inhibidores (Kawamoto, 2008). RPR: Subunidad de RNA de la RNasa P;
RPP: Subunidad proteica de la RNasa P.

Sobre la asociacion de la RNasa P holoenzima (Fig. 7) se han definido dos tipos de
inhibidores distintos desde el punto de vista mecanistico, los cuales afectan su
integracion (Fig. 13) y, por ende, la inhibicidon de su funciéon. Los inhibidores de clase |
son aquellos que impiden la formacion de complejo PRNA — Proteina P, los cuales son
peptidomiméticos dirigidos a P RNA o nucleétidomiméticos dirigidos a la proteina P
(Fig. 13, RPP). Por otro lado, los inhibidores clase Il son aquellos que impiden la union
del sustrato pre-tRNA a la holoenzima, lo cual también impedira el procesamiento del

sustrato (Kawamoto, 2008).

Fig. 14. Cavidades (en puntos color
café oscuro) para la proteina P
(malla gris), ubicados en el
contexto espacial de la secuencia
del 5-lider (azul marino) y del P
RNA (azul claro). Se puede
destacar la principal cavidad de la
proteina P en el sitio donde ésta
interactia con el P RNA (arriba al
centro), ademas de existir otra
cavidad importante en donde se
coloca el extremo 5’ distal del pre-
tRNA (al centro).

Se propone que tanto la subunidad de RNA, como la superficie de la proteina P
bacteriana (Fig. 14), ofrecen multiples cavidades de interés desde el punto de vista de
busqueda de cavidades o bolsillos (pockets) para la uniéon de ligandos. Como blancos

farmacolégicos se deberan aprovechar las areas de interaccion que tienen entre ambas
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subunidades, o de las subunidades con el sustrato, siendo posible la identificacion de
inhibidores tipo | y II.

Se han realizado ya algunos esfuerzos en este sentido, identificando algunos
compuestos lideres con nucleos de piperazina (Willkomm, 2010), cuya union es a la
zona adyacente al motivo conservado RNR. Sin embargo, como se explico
anteriormente, es de particular interés seguir explorando éste y otros motivos altamente
conservados de la RNasa P holoenzima. La finalidad seria lograr desarrollar farmacos
con afinidad mejorada sobre la ribozima de organismos bacterianos una vez que se
haya logrado identificar algun compuesto con afinidad inicial a la superficie de la

proteina, a algun sitio de ésta o a cavidades del RNA.

b. Disefio de farmacos basado en fragmentos
i. Estrategia e impacto en la actualidad

El disefio de farmacos basado en fragmentos (DFBF) tiene como principio basico la
identificacion experimental de moléculas de bajo peso molecular con la capacidad de
formar interacciones de alta calidad con una molécula blanco. El objetivo de esta
estrategia de disefio racional de farmacos es unir cooperativamente fragmentos que
pueden ser quimicamente ligados para formar moléculas lideres potenciales, con alta
especificidad y afinidad (Fig. 15). En la actualidad, esta estrategia se emplea
ampliamente en investigacion farmacéutica, dado su potencial de explorar espacios
quimicos muy extensos, ya que se han identificado inhibidores potentes y altamente

selectivos para varios blancos terapéuticos.

Fig. 15. Estrategia de disefio de farmacos basado en fragmentos (Modificado de Galloway, 2011).
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A partir de la década del 2000, la cantidad de empresas farmacéuticas, institutos y
universidades dedicadas al disefio racional de farmacos fue en aumento, ya que esta
metodologia surge como una gran opcion para reducir los costos y los tiempos de la
investigacion para el desarrollo de farmacos. El proceso tradicional de descubrimiento
de farmacos es un gran embudo, en el que de aproximadamente 10,000 compuestos
candidatos, solo ~10% parecen tener la funcién deseada in vitro y en especies animales
modelo, e ingresan a fases clinicas; de éstos, sélo 1 o 2 llegan a ser comercializados
tras estudiar su toxicidad y comprobarse que presentan una baja tasa de eventos
adversos en pacientes. Esta estrategia, ademas de tomar entre 10 y 15 afos de
investigaciéon y desarrollo, incrementa los precios del producto final, impactando
directamente en el consumidor.

Entre las empresas farmacéuticas dedicadas principalmente al disefio de farmacos
basado en estructura del blanco y en fragmentos se encuentran Astex Therapeutics,
Plexxikon, SGX Pharmaceuticals (adquirido por Eli Lilly), Sareum, Vernalis, Sunesis y
Vertex; centros académicos e institutos de investigacion, como la Universidad de
Uppsala, empleando la metodologia de Resonancia de Plasmones Superficiales (SPR),
la Universidad de Arizona, el Instituto Burnham y la Universidad de Leiden; y grandes
trasnacionales ya consolidadas en el ambito farmacéutico que han incursionado
también en el disefo novedoso de farmacos, como Abbott Laboratories, Astra Zeneca,
Hoffmann-La Roche, Ibis Therapeutics (parte de Isis Pharmaceuticals), Schering Plough
y Wyeth Pharmaceuticals (de Kloe, 2009). Las moléculas desarrolladas, tanto por la
iniciativa privada como por la academia, se dirigen al tratamiento de problemas de salud
cuya incidencia es creciente actualmente. Entre las condiciones patolégicas a combatir
con los nuevos farmacos se pueden encontrar el cancer, con diferentes estrategias anti-
neoplasicas; esclerosis multiple; mal de Parkinson y Alzheimer; enfermedades
metabdlicas, como diabetes y obesidad; e infecciones bacterianas (Bacillus anthracis) y
virales (Hepatitis, VIH).

La investigacion en DFBF se puede desarrollar a partir de metodologias biofisicas o
bioquimicas. En sus inicios, se asociaba el DFBF con los métodos biofisicos, como la
cristalografia de rayos X, la Resonancia Magnética Nuclear (RMN) y la SPR. Sin

embargo, en afos recientes las metodologias bioquimicas mediante ensayos
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funcionales de alto rendimiento (HTS, por las siglas en inglés High Throughput
Screening) han permitido analizar un mayor numero de compuestos contra el blanco
deseado en menor tiempo y con menores inversiones iniciales (Whittaker, 2010). La
tabla 2 resume las principales diferencias, ventajas y limitantes de la informacion
obtenida de los métodos de analisis de fragmentos mas utilizados para el disefio de
farmacos. Cabe destacar que la hidrofobicidad de los fragmentos es una restriccion
inherente a todos los métodos, ya que la mayoria de los fragmentos son poco solubles

en agua, siendo solubles solo en disolventes como DMSO o PEG-400 (Ver seccion b.ii).
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Tabla 2. Comparacion y caracteristicas de los métodos de analisis de fragmentos (Modificado de Whittaker, 2010).

Tamafio Intervalo de Eficiencia
Método de o Informacion actividad de . oo Frecuencia
analisis t:%?gr;jae obtenida (promedio) ligando* Ventajas Limitaciones de uso**
[uM] (promedio)
Cristalografia 0021 ,L?eosqtos 10-2500 0.26-0.62 Detalle de Tamizaje de
de rayos X P i Estructura ) ) posicion y sitio librerias 18%
(Mezclas: 4-10 (450) (0.41)
(RX) fragmer;tos) ' de union pequefias
Resonancia Correlacion del Tamizaje de
Magnética 1,000-10,000 Afinidad y 2-17,000 0.20-0.48 sitio de unién y librerias 259,
Nuclear (Mezcla) sitio de union (1,850) (0.32) confirmacién de pequefias a °
(RMN) la union medianas
Ensayo de IfTJ fr?ggigllof Necesidad de
alto 20.000 Afinidad / 0.1-41,000 0.21-0.86 Tamizaie a aran informacion 38%
rendimiento ’ Actividad (2,220) (0.50) escéla dg estructural para °
(HTS) fragmentos disefio racional

*Energia de uniodn por atomos diferentes a hidrégeno (Ver seccion 1.b.ii. i. Caracteristicas de los fragmentos, para mayor detalle).
** El porcentaje restante se compone de otras técnicas de analisis y optimizacion de fragmentos, como analisis in silico, con 11%, y Resonancia
de Plasmones Superficiales (SPR) y Espectrometria de masas (MS), ambas con un 8% (Ferenczy, 2012).

D oluyny zeiq
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De una busqueda realizada en el servidor Scopus (Elsevier; Febrero, 2012), la
primera referencia que habla sobre la estrategia de disefio de farmacos basado en
fragmentos apareciéo en 2002, desencadenando una tendencia exponencial sobre la
cantidad de citas bibliograficas al respecto (Fig. 16). Para esa fecha, existian 237
articulos que hablan sobre dicha estrategia, con un indice h de 27, es decir, 27 de ellos

al menos se encuentran citados 27 veces en la literatura cientifica.

Fig. 16. Tendencia de las referencias cientificas sobre el tema de los farmacos basados en
fragmentos. Se empled el término “fragment-based drug” como motor de busqueda en la base de
datos Scopus (Elsevier, febrero 2012).

Mediante una estrategia racional de disefio de farmacos, como lo es el disefo de
farmacos basado en estructura y en fragmentos, aunado al conocimiento sobre las
estructuras tridimensionales de las proteinas y complejos propuestos, el disefio y
resolucion de estructuras con afinidad a la proteina de interés tiene altas probabilidades
de tener buenos resultados. Sin embargo, para ello es necesario contar con moléculas
de bajo peso molecular, de alta pureza y de identidad confirmada, para poder realizar

los acoplamientos moleculares funcionales y estructurales con éxito.

ii. Caracteristicas de los fragmentos
Tras los primeros estudios en el uso de fragmentos para desarrollar farmacos, se
derivaron las primeras caracteristicas minimas de estos compuestos, asi como un

concepto sobre la eficiencia del ligando. En 2003, investigadores de la empresa Astex
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Pharmaceuticals (Congreve, 2003), la cual trabaja muy activamente en este ambito,
desarrollaron la “regla de tres” para fragmentos, la cual se deriva de la “regla de cinco”
de Lipinski para moléculas con potencial actividad farmacolégica, la cual determina las
caracteristicas fisicoquimicas ideales para estos compuestos. EI cumplimiento de la
‘regla de tres” asegura tedricamente que los compuestos lideres, para posterior
optimizacion, tendran mejores propiedades farmacologicas de Absorcion, Distribucion,
Metabolismo y Excrecion (ADME) (Myszka, 2011).

La “regla de tres” indica que la masa molecular de los fragmentos debe ser menor a
300 Da (idealmente entre 50-250 Da); el numero de grupos donadores de puentes de
hidrogeno debe ser menor o igual a 3; el numero de grupos aceptores de puentes de
hidrogeno menor o igual a 3; el coeficiente de particién (clogP) calculado debe ser
menor o igual a 3 (Whittaker, 2010); el numero de enlaces moviles, o indice de
flexibilidad, menor o igual a 3; y que la superficie polar del fragmento consista de un
area menor o igual a 60A? (Myszka, 2011).

El calculo de eficiencia del ligando (LE, por sus siglas en inglés), o energia de unién
por atomos diferentes a hidrogeno, fue desarrollado para cuantificar la union de
ligandos potenciales y para monitorear la afinidad del ligando durante el proceso de
optimizacion. Una formula para poder calcular este parametro (Whittaker, 2010) es la
siguiente:

RTInK,
NH

donde NH es el numero de dtomos diferentes a hidrogeno que tiene el ligando.

Sin embargo, por la complejidad del calculo de la constante de disociacion (Ky),
este término a menudo es sustituido por la concentracién inhibitoria al 50% (ICsp) en las
mismas condiciones de ensayo. Otra propuesta para evaluar esta caracteristica del
fragmento es la propuesta del indice de eficiencia de union (BEI, por Binding Efficiency

Index), calculado por la férmula (de Kloe, 2009):

_ PK, 0 pK; oplCy
MW

BEI = 1000

donde MW es el peso molecular por sus siglas en inglés.
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iii. Bibliotecas de fragmentos

- Zenobia
La biblioteca 1 de fragmentos Zenobia es una coleccion de 352 compuestos para
realizar tamizaje por métodos biofisicos para el disefio de farmacos, incluyendo RMN,
SPR vy cristalografia de rayos X. Estos compuestos altamente solubles (200mM) en
DMSO estan pre-agrupados en mezclas de diversas formas para los estudios
cristalograficos. Aproximadamente se proveen 1.5mg de cada compuesto en el kit
comercial (0.05ml de solucion 200mM). Los intervalo en los cuales se encuentra la

afinidad de estos compuestos estan en el rango de 1 — 10,000 uM (Zenobia, 2012).

- Maybridge
La coleccion de fragmentos de Maybridge es una libreria de compuestos filtrada en
términos de pureza, peso molecular (<350Da) y remocién de funcionalidad inapropiada
para permitir la completa libertad para diseiar una libreria segun las necesidades
especificas (Maybridge, 2012). Especificamente, la biblioteca que sera usada para este
proyecto es la Ro3-1000, que cuenta con 1,000 fragmentos a una concentracion de
40mM en DMSO, susceptibles a ser derivatizados para disefar farmacos de alta

afinidad para el blanco deseado, los cuales cumplen con la “regla de 3”.

c. Fluorescenciay FRET
La fluorescencia es un tipo de luminiscencia de las sustancias, comunmente
compuestos aromaticos, que se deriva de la relajacion de los electrones excitados de
las moléculas. Este efecto se da por la relajacion rapida de los electrones en estado
singulete, cada uno apareado con un electrén en un momento angular opuesto del

orbital del siguiente nivel energético. Al regresar el electron a su estado energético
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basal, se genera energia en forma de fotones (Lakowicz, 2006), que se hace evidente
con la emisién de luz, o fluorescencia, de la sustancia.

Una variante aplicada de la fluorescencia es la transferencia de energia por
resonancia de fluorescencia (FRET, por sus siglas en inglés), metodologia de uso
bastante extendido en Biologia Molecular y Bioquimica. Sus aplicaciones van desde
experimentos para amplificacion de secuencias mediante la reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR) hasta ensayos in vivo para visualizar la interaccion de componentes
celulares a través de microscopia de fluorescencia, tanto para ensayos de tiempo real
como de punto final.

El FRET es un mecanismo fisicoquimico y espectrofotométrico que se basa en la
presencia de una molécula donadora de energia y una molécula aceptora de ésta.
Dicho fendbmeno ocurrirda cuando, tras absorber energia, la molécula donadora emita
energia en una longitud de onda que se superponga en el rango de longitud de onda de
excitacion de la molécula aceptora. Una interacciéon dipolo-dipolo causara el
apagamiento de la emision de la molécula donadora por la absorcion de energia por
parte de la molécula aceptora, encontrandose una extincion — o apagamiento — de la
fluorescencia o una emisién de energia en una longitud de onda generalmente de
menor frecuencia, es decir, una mayor longitud de onda (Lakowicz, 2006).

Las variables para la ocurrencia del FRET son el grado de traslape de las longitudes
de onda de emision y absorcion del par de moléculas FRET, el rendimiento cuantico de
la molécula donadora (Marras, 2002), la orientacion relativa de la transicion de dipolos
de ambas moléculas, y la distancia fisica entre las moléculas.

Para algunas aplicaciones en Biologia Molecular, esta estrategia esta basada en
sondas de oligonucleédtidos sintéticas con una molécula fluorescente y una molécula
extintora no fluorescente (NFQ, por las siglas en inglés de Non-Fluorescent Quencher)
en extremos opuestos de la sonda o, dependiendo del disefio experimental, incluso en
alguna parte del interior de la sonda (Johansson, 2006). Cuando la sonda FRET esta
intacta, el par fluoréforo-extintor se encuentran a una distancia fisica relativamente
corta, por lo que al exponerse a la longitud de onda de excitacién, la transferencia de
energia ocurre entre ambas moléculas debido a su proximidad fisica, en una distancia

entre 10 y 100A (Klostermeier, 2002), o por contacto (Fig. 17). Sin embargo, cuando
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ocurre una separacion en la sonda por un rompimiento, corte catalitico o separacion
fisica de los extremos de la sonda a mas de 100A, la falta de interaccion por FRET
entre el extintor y el marcado permitira la emision de luz o el cambio en las propiedades
de emision, la cual es registrada por el detector de un espectrofluorometro (Thakur,
2005).

Fig. 17. Fundamento de FRET propuesto para el ensayo de
RNasa P (Modificado de Johansson, 2006), donde se detalla
el mecanismo ideado para el apagamiento o extincion de la
fluorescencia de la sonda.
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2. Justificacion e hipotesis

La terapéutica contra infecciones bacterianas es un area de la farmacologia que
enfrenta un problema que empeora dia con dia, debido a la resistencia bacteriana a
antibidticos (Waldrop, 2009). Por causa de lo anterior, es necesario dedicar esfuerzos a
la investigacion sobre mejores blancos terapéuticos en los organismos patdgenos y al
desarrollo de farmacos novedosos, mas potentes, especificos y eficaces. Mediante el
conocimiento de la estructura y funcién de las enzimas, especificamente de ribozimas
bacterianas, se plantea la posibilidad de identificar moléculas lideres, susceptibles de
optimizarse, para el desarrollo de nuevos farmacos antibacterianos.

Posterior a la revision bibliografica y el estudio de la estructura de la RNasa P y sus
subunidades, nuestra hipotesis general del presente trabajo es que si se disefa un
método analitico suficientemente sensible y especifico para la determinacién de la
actividad de RNasa P, se podran detectar alteraciones en la funcién de la ribozima
bacteriana in vitro con el fin de identificar moléculas de bajo peso molecular que tengan
un efecto modulador negativo en la catalisis de esta ribozima.

Tras el trabajo anterior, de lograrse identificar algunas moléculas con esta actividad,
se podra afectar el procesamiento de tRNAs en especies bacterianas, ya sea mediante
la inhibicion de la formacién de la holoenzima o por una interferencia en su mecanismo
catalitico. Por ende, el efecto farmacolégico de esto resultara atenuante, o incluso letal,
para los microorganismos. Ademas, debido a que evolutivamente la RNasa P
eucarionte ha divergido de las bacterianas, se espera no tener afinidad con los
compuestos identificados sobre los complejos eucariontes, sino un efecto especifico
sobre la holoenzima procarionte.

Finalmente, estas moléculas de bajo peso molecular que actuan como ligandos
sobre la RNasa P seran susceptibles de optimizarse, tanto en su funcion como en
afinidad, con el fin de disefiar nuevas moléculas antibacterianas cuyo blanco racional
sea la holoenzima RNasa P bacteriana. Este proyecto se hace posible ya que
actualmente se tiene suficiente informacién estructural y funcional disponible sobre la
RNasa P, ademas de que en nuestro grupo de investigacion se cuenta con experiencia

en el trabajo experimental con RNA y con esta ribozima, especificamente.
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Por otra parte, la identificacion de moléculas pequefias inhibidoras para RNasa P
sera posible para mas de 1,000 fragmentos por el uso de un ensayo funcional de alto
rendimiento en microvolumenes. Con esto, el tamizaje de las bibliotecas de compuestos
disponibles sera factible en cuestion econdmica, temporal, de recursos fisicos, técnicos

y humanos en el laboratorio.

a. Objetivos
Derivado de la hipétesis anterior, el objetivo general de este proyecto es disefar un
ensayo de alto rendimiento para posibilitar la identificacion de moléculas de bajo peso
molecular para su uso como potenciales farmacos antibacteriales para la inhibicion de

la funcidon de la RNasa P.

Los objetivos especificos del proyecto son:

1. Disefiar y optimizar un ensayo de actividad enzimatica de RNasa P mediante una
estrategia de alto rendimiento para monitorear su funcion bajo distintas
condiciones de actividad

2. Proponer metodologias alternas basadas en fluorescencia, capaces de escalarse
a alto rendimiento, para el analisis de plegamiento y unién de ligandos al RNA

3. Identificar moléculas de bajo peso molecular que se unan a la RNasa P
holoenzima bacteriana con el fin de afectar la funcién de la holoenzima (impedir
la formacion de la holoenzima, disminuir la afinidad al sustrato o la eficiencia

catalitica) utilizando la tecnologia de disefo de farmacos basados en fragmentos
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3. Materiales y métodos

a. Purificacion de las subunidades de RNasa P

La subunidad P RNA de Thermotoga maritima (TmR), de 338 nucleotidos (110
kDa), se prepara con transcripcion in vitro con el método reportado por Reiter (2010)
usando protocolos estandar de T7 RNA polimerasa. La secuencia del gen P RNA se
clona en el vector pUC19 entre los sitios de restriccion de FoKIl, proporcionado
amablemente por el Dr Alfonso Mondragén, del departamento de Biociencias
Moleculares de la Northwestern University. Se realiza una maxiprep para obtener
alrededor de 1-3 mg del DNA plasmidico con el gen P RNA. Se purifica el plasmido por
ultracentrifugacion a 90,000 RPM por gradiente de CsCl con bromuro de etidio para
identificar las bandas y extraerlas.

Se digiere el plasmido con FoKl a 37°C por 1hr (1U/ug DNA en buffer 4, NEB) y se
realiza la transcripcion in vitro del gen con la cantidad de DNA total obtenido,
habitualmente entre 1.5 y 3mg, (ANTP 42mM, RNAsin 2000U, RNA polimerasa T7
2.5mg en 10ml totales) durante toda la noche, o al menos 6 horas. Se obtienen el P
RNA, el cual se purifica por electroforesis desnaturalizante por urea en gel de
poliacrilamida (PAGE) al 6% de 30x30 cm (Adjustable Nucleid Acid Sequencing Kit,
33cm width, model SG-400-33, CBS Scientific Co.). Se localiza por su sombra en el UV,
se recupera del gel por difusion con 50mM acetato de potasio pH 7, cloruro de potasio
0.2M, y se precipita en frio con etanol. Los rendimientos obtenidos fueron de 1 a 3 mg
de RNA con buena calidad y pureza, monitoreada por los cocientes 260/280 y 260/230.
Se monitorea la pureza del producto en geles de poliacrilamida (PAGE)
desnaturalizantes (urea 7M, amortiguador TBE 1x) al 6% de 15x15 cm (Vertical Slab
Gel Unit, The Sturdier, Model SE400, Hoefer Scientific Instruments). Dicho método de
visualizacion, en PAGE al 18%, se emplea también para monitorear actividad
posteriormente, ya sea sin o con bromuro de etidio dependiendo de la cantidad inicial
de RNA.

La produccidn y purificacion de la proteina P de Thermotoga maritima (TmP) para la

reconstitucion de la RNasa P holoenzima se realiza con el protocolo reportado por
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Krivenko y colaboradores (2002). La cepa de E. coli BL21(DE3)pLysS se crece en
medio LB con antibiético a 37°C, en agitacion vigorosa, transformada con el vector
pGEX4Ta con el gen mpA que codifica para la proteina P. Dicho vector tiene promotor
T7 tac y la etiqueta de fusion GST en el N-terminal de la proteina con un corte
proteolitico de trombina. A una densidad optica de 0.4, se induce la expresion del
plasmido con la adicion de 1mM IPTG, continuando el cultivo por 6-7 hrs en las mismas
condiciones.

Se centrifuga el cultivo a 5,000xg, se resuspende en un volumen apropiado de
buffer de lisis (50 mM Tris-HCI pH 7.5, 4 mM EDTA, 10%(v/v) glicerina, 0.1%(v/v) NP-40
e inhibidores de proteasas). La suspension celular se lisa por congelacion-
descongelacion, seguido por un paso de sonicacion. Posteriormente, para asegurar la
solubilidad de la proteina, se agregan 600 unidades NIH de trombina por cada 40ml de
lisado celular obtenido de 1L de cultivo de expresién. 1 unidad NIH de trombina es igual
a 1.1 - 1.3 IU de trombina, dependiendo de la influencia del PEG en el ensayo (Gaffney,
1995). Para minimizar la pérdida de proteina P por agregacién con los acidos nucleicos,
se adiciona urea en polvo a una concentracion final de 5M a la digestion con trombina
antes de proceder con la purificacién.

La purificacion de la proteina P digerida del lisado celular se realiza por
cromatografia de intercambio idnico (IEC) de baja resolucion (Resina Trisacryl M SP,
LKB) en condiciones desnaturalizantes (5M Urea), seguido de una IEC de alta
resoluciéon (Resina Mono S, Amersham) en condiciones no desnaturalizantes. En
ambos casos, la columna se eluye con un gradiente lineal de 0.1 - 2.0M NaCl en 50 mM
Tris-HCI pH 7.5, 0.2 mM EDTA. La proteina P eluye entre 0.75 - 1.20M NaCl en
condiciones desnaturalizantes, y entre 1.25 - 1.50 M NaCl en condiciones no
desnaturalizantes. Se monitorea la pureza del producto en geles de poliacrilamida
(PAGE) desnaturalizantes. La proteina purificada se dializa contra 10 mM Tris-HCI pH
7.5, 0.2 mM EDTA, y se concentra a aprox. 14mg/ml en un filtro Centricon® 10
(Millipore), con corte a 10 kDa de MW. La proteina purificada se puede conservar en
refrigeracion a 4°C hasta por un afio, sin observarse precipitacion o degradacion

significativa (Krivenko, 2002).
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El pre-tRNA usado como sustrato canonico es pre-tRNA de fenilalanina (Phe pre-
tRNA) de T. maritima de 76 nucledtidos (26 kDa), con 9 nucleétidos de secuencia 5’-
lider. Dicho sustrato se prepara con transcripcion in vitro con el método reportado por
Reiter (2010) usando protocolos estandar de T7 RNA polimerasa. La secuencia del gen
del P RNA se clona en el vector pUC19 entre los sitios de restriccion de BsmAl,
plasmido proporcionado amablemente por el Dr Alfonso Mondragon, del departamento
de Biociencias Moleculares de la Northwestern University. Se realiza una maxiprep para
obtener ~3-4 mg del DNA plasmidico con el gen del tRNA inmaduro. Se purifica el
plasmido por ultracentrifugacion a 90,000RPM por gradiente de CsCIl con bromuro de
etidio para identificar las bandas y extraerlas.

Se digiere el plasmido con BsmAl a 55°C por 1hr (1U/ug DNA en buffer 4, NEB) y
se realiza la transcripcion in vitro del gen con la cantidad de DNA total obtenido,
habitualmente 3mg, (ANTP 42mM, RNAsin 2000U, RNA pol T7 2.5mg en 10ml totales)
durante toda la noche, o al menos 6 horas. Se recupera el pre-tRNA, el cual se purifica
por electroforesis desnaturalizante en gel de poliacrilamida (PAGE) al 6% de 30x30cm
(Adjustable Nucleid Acid Sequencing Kit, 33cm width, model SG-400-33, CBS Scientific
Co.). Se localiza por su sombra en el UV, se recupera del gel por difusion con 50mM
acetato de potasio pH 7, cloruro de potasio 0.2M, y se precipita en frio con etanol. Los
rendimientos obtenidos fueron de 3-4 mg de RNA con buena calidad y pureza,
monitoreada por los cocientes ?*/5g0 y ?*%/230. Se monitorea la pureza del producto en
geles de poliacrilamida (PAGE) desnaturalizantes (urea 7M, buffer TBE 1x) al 6% de
15x15cm (Vertical Slab Gel Unit, The Sturdier, Model SE400, Hoefer Scientific
Instruments). Dicho método de visualizacion, en PAGE al 18%, se emplea también para
monitorear actividad posteriormente, ya sea sin o con bromuro de etidio dependiendo

de la cantidad de RNA empleada.

b. Reconstitucion de laribozima RNasa P
La reconstitucion de la RNasa P holoenzima se lleva a cabo mezclando a una
concentracion de ~300nM la subunidad de P RNA con la proteina P en proporcién de
1:1.1 en buffer TH 1x (Tris pH7.4 33mM, HEPES 66mM) y acetato de amonio 400mM.

Se calienta la mezcla a 94°C por 2 minutos en bafio Maria, se enfria a 0°C por 2
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minutos y se agrega MgCl, 100mM. Se cuantifica, por espectrofotometria de volumenes
bajos con el equipo NanoDrop ND-100, la concentracion final de la holoenzima para su
uso en los ensayos de actividad. Se almacena en refrigeracion para uso préximo o se
congela a -20°C por 1 0 2 semanas.

El protocolo de plegamiento de RNA sin proteina P se realiza mezclando P RNA a
una concentracion final de 150nM en buffer TH 1x (Tris pH7.4 33mM, HEPES 66mM) y
acetato de amonio 400mM. Se calienta la mezcla a 94°C por 2 minutos en bafio Maria,
se enfria a 0°C por 2 minutos y se agrega MgCl 100mM. Se cuantifica, por
espectrofotometria de volumenes bajos con el equipo NanoDrop ND-100, la cantidad
final de la holoenzima para su uso en los ensayos de actividad. Se almacena en
refrigeracion para uso en proximas horas o se congela a -20°C por varios dias, incluso
varios meses.

La comprobacioén de actividad se realiza por visualizacion de sombra en UV en geles
de poliacrilamida; se realiza la reconstitucion de la RNasa P y el ensayo se lleva a cabo
a una concentracion final de 20uM de ribozima, con el sustrato candnico pre-tRNA en
concentracion alrededor de 45uM. En caso de requerir mas definicion de las bandas, se
usa bromuro de etidio para la visualizacién. Se lleva a cabo la reaccién durante 10
minutos a 50°C, por ser la ribozima de un organismo hipertermdfilo capaz de crecer
entre 55y 90°C.

c. Ensayo enzimatico de alto rendimiento para RNasa P

El objetivo del disefio experimental es la busqueda e identificacion de inhibidores de
unidén especificos para la RNasa P mediante ensayos de alto rendimiento con un
sustrato fluorescente, en placas de poliestireno negro de 96 pozos de 0.4ml, fondo
plano, de baja fluorescencia, sin tratamiento de superficie (Nunc Thermo Scientific, Cat.
265301). Sin embargo, previamente se realizd una caracterizacion preliminar de la
sonda fluorescente en un espectrofluorometro RF5000U (Shimadzu) en volumenes
convencionales.

El ensayo de reaccion para la RNasa P holoenzima reconstituida se lleva a cabo a
45°C en buffer de actividad TH 1x (Tris pH7.4 33mM, HEPES 66mM). Se optimizaron

las cantidades de holoenzima y sustrato para el ensayo de actividad, siendo 20.5nM de
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holoenzima (concentracion del stock recomendada: 400nM) y 210nM de sustrato
(concentracion recomendada del stock: 4uM) las concentraciones minimas para
detectar actividad de RNasa P en un volumen de 60ul. Esta concentracion esta en
concordancia con Thakur (2005), quien recomienda que las concentraciones finales
para las sondas FRET estén entre 50 y 500nM para obtener buenas proporciones
sefal-ruido por espectrofluorometria. Los fragmentos a probar se adicionaron en una
concentracion de prueba de entre 10-50uM de cada uno, esto es, a aproximadamente
20,000-30,000x sobre la concentracion de RNasa P para poder distinguir efectos en la
actividad.

La ejecucion de los ensayos de actividad se realiza agregando el buffer de actividad
y la RNasa P holoenzima, o la subunidad de RNA segun el experimento a ejecutar, con
el fragmento a probar. Se incuba el fragmento y holoenzima por 5 min a 45°C con
agitacion orbital moderada durante 2 segundos cada 2.5 minutos, y se mide la
fluorescencia basal de cada mezcla de reaccion. Se inicia la reaccién agregando el
sustrato minihélice fluorescente — disefiado y presentado en este trabajo — y tomando
una lectura de fluorescencia inicial.

El equipo utilizado para los ensayos es un espectrofluorbmetro para placas
multipozo DTX 880 XS Multimode Detector (Beckman Coulter). Los parametros a
ajustar en el equipo son: Filtro de excitacion (nm): 485 SL 1; Filtro de emisién (nm): 535
SL 1; Tiempo de integracién (segundos): 3, lectura superior de la fluorescencia de cada
pozo, detectada en modo Cinético, sin agitacion, con lecturas al menos 10 lecturas
cada 90-120 segundos. De las curvas cinéticas obtenidas de Unidades Relativas de
Fluorescencia (RFU por sus siglas en inglés) vs. tiempo, se calculan las pendientes
maximas a 7 puntos por un método de regresion lineal con el software Multimode
Detection Software (version 2.0.0.12). Posteriormente, en una hoja de calculo
electronica se realiza la transformacién manual y el andlisis de las pendientes a
unidades nanomolares de sustrato por minuto con una calibracion de RFU vs.
concentracion de sustrato hidrolizado para obtener una medida de actividad enzimatica
relativa. Se comparan los valores de velocidad para detectar cambios en la actividad

contra controles sin inhibidores analizados en el mismo lote de ensayos.
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Debido a que hay evidencia de que el DMSO aumenta la actividad de la subunidad
de RNA de la RNasa P (Kazakov, 1991), en los controles experimentales para
comparacion de actividad se adicion6 DMSO o PEG en la concentraciéon respectiva
dependiendo de la solubilidad de los fragmentos a prueba. En la tabla 3 se muestran los
ensayos control que se realizaron para evitar artefactos y para establecer una escala de
actividad relativa calculada por el aumento de fluorescencia que se espera observar

durante la evaluacion de los inhibidores de la RNasa P.

i. Stocks de reactivos para ensayo en alto rendimiento

Para los ensayos de alto rendimiento, se recomienda almacenar una dilucién a
3.6-4uM de la sonda FRET a -20°C y protegida de la luz, para asegurar su
estabilidad.

La concentracion inicial de fragmentos dependera de la biblioteca comercial de

estos compuestos, sin embargo se recomienda diluir la solucion original de
fragmentos a alrededor de entre 0.1 y 1mM en agua tratada con DEPC (s6lo en
caso de ser posible debido a la limitada solubilidad acuosa de estos compuestos
por lo general). Esto con el fin de optimizar el manejo de volumenes para
alcanzar la concentracion propuesta en el disefio del ensayo al hacer la mezcla

de reaccion.

El buffer de actividad TH se preparara a 10x y se diluira a 1x al realizar los

ensayos individuales.

ii. Ensayos individuales y controles experimentales

El volumen final minimo de los ensayos esta estandarizado en 60ul para placas

de 96 pozos (Volumen de pozo: ~400ul).

En la tabla 3 se encuentran descritas las condiciones de los experimentos control
realizados para la estandarizacion del ensayo de alto rendimiento para RNasa
P.
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Tabla 3. Experimentos control para la estandarizacion del ensayo enzimatico.

Control Proteina| P | Sonda Fragmento | DMSO MgCl, athiu\:ifj;d Actividad/
P |RNA| FRET [oom] | = " | comentario
1 X m
2 X X1 X X X 100%
3 X X X X 0%~
4 X X X X X 5
S X X X X A
6 X X X X X -
7 X X X X n

“X” indica que el reactivo mencionado se incluye en el experimento control planteado

* Fluorescencia basal debida a la placa o a la solucion de amortiguador

* Para determinar la tasa de degradacion quimica de la sonda FRET

° A realizarse en todos los ensayos, previo al inicio de la reaccién. Se esperan nulos cambios en la
fluorescencia, no evidenciando actividad enzimatica

A Se espera una tasa catalitica muy baja

~ Se espera un aumento en la tasa catalitica respecto al ensayo anterior

* Ensayo para detectar la actividad basal de la ribozima sin | efecto activador del DMSO (Kazavok, 1991)

iii. Consideraciones para el disefio de la minihélice FRET para
actividad de RNasa P

Para el diseio del sustrato en el que se fundamenta el presente proyecto se
tomaron en cuenta las necesidades y el estado del arte alrededor de la enzimologia de
la RNasa P en el momento del desarrollo del proyecto. En la presente seccion se
describira el proceso seguido para poder llegar al disefio de la sonda sustrato para los
ensayos en alto rendimiento de la RNasa P.

En primer lugar, se requirié utilizar una secuencia de ribonucleétidos que fuera
reconocida por la ribozima para ser catalizada, asi como que esta cumpliera con
criterios para seleccionar los pares resonantes fluorescente 6ptimos (Johansson, 2006).
Las sondas para los ensayos con estas moléculas fluorescentes son efectivos y
reportan una interaccion FRET en distancias moleculares entre 10-100A (Klostermeier,

2002), por lo que las sondas de RNA candidatas para el presente ensayo se deben
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disefiar con longitudes menores a 100A entre sus dos extremos. El ancho promedio de
un nucledtido es de 0.34nm (3.4A), por lo que la sonda disefiada, de encontrarse sin
plegamiento y a su maxima extension, debe ser menor a 30 nucleétidos; en caso de ser
mas larga, se debe buscar una alta probabilidad de plegamiento del RNA en donde
ambos extremos permitirian a las moléculas del FRET a estar cercanas entre ellas.

Por otro lado, la mayoria de los compuestos que se incluyen en la Biblioteca Ry3-
1000 de Maybrige son visiblemente coloridos, teniendo colores rojizos y amarillos en
solucion acuosa. Es por eso que el marcaje de FRET fue seleccionado para tener
longitudes de onda activas entre 400 y 570nm (espectro visible violeta a verde) para
evitar interferencias potenciales de las moléculas de bajo peso molecular probadas.

Tras una revision bibliografica exhaustiva, se encontré que la informacién sobre los
multiples sustratos de RNasa P es extensa, pero hay poco reportado alrededor de
oligonucledtidos pequefios (<20 nt). Experimentos, como los realizados por Liu (1996) y
Altman (2005), describen una serie de mMRNAs menores a 100nt y riboswitches que
tienen sitios de corte para RNasa P, como el de la coenzima B4, y de la arginasa, entre
otros. Los sustratos identificados para la ribozima de estudio son pre-tRNAs, de los que
existen alrededor de 16 diferentes; mMRNAs de operones bacterianos; RNAs no
codificantes, como el 2S y 4.5S; secuencias de RNA que pueden funcionar como
mensajeros y de transferencia, llamados tmRNA; snoRNAs; y algunos RNAs antisentido
de fagos (Branvall, 2007; Liu, 2010; Altman, 2011). Como se hace evidente por la
diversidad de sustratos sobre los que lleva a cabo la catalisis, esta ribozima es un buen
blanco farmacoldgico por ser de alta importancia fisiologica.

Con el conocimiento de algunas secuencias sustrato para RNasa P, se han
identificado las caracteristicas minimas basicas para poder ser reconocidos, unidos y
cortados por la RNasa P. Experimentos de Liu (1996) demostraron que un
oligonucledtido de 8-12 nt de RNA puede ser procesado por el P RNA, el cual debe
formar necesariamente un duplex de 3-7 pb. Por lo tanto, concluyen que un sustrato
incluso tan pequefio como de 3pb puede ser escindido por P RNA. Las secuencias 3'-
CCA y una cadena lider en 5 son importantes para la eficiencia catalitica, pero no
indispensables para el corte ni para seleccionar el sitio de escision por la ribozima.

Especialmente para el sustrato usado por Liu (1996), la secuencia 3'-CCA fue
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particularmente importante para la proximidad de la secuencia sustrato al sitio activo.
Sin embargo, se cuantificé que un sustrato minimo (phe7) es hidrolizado por P RNA al
menos 100 veces mas lentamente que un pre-tRNA, por lo que se puede confirmar el
amplio universo de sustratos de RNA para la RNasa P, sin embargo compromete su

eficiencia catalitica.

Fig. 18. A. Sustrato minihélice FRET propuesto en este proyecto con su plegamiento secundario
predicho con el servidor RNAFold Web, con colores indicando probabilidades de plegamiento de las
bases (Rojo indica probabilidad de posicion de 1; azul indica probabilidad nula de la posicién). Se
incluye, de manera esquematica, una representacion de las moléculas del par FRET afadidas a la
sonda de RNA, estando en el extremo 3’ el fluor6foro Alexa Fluor 488 y en el extremo 5’ el extintor
BHQ, aspecto que sera detallado mas adelante en el texto. La flecha negra indica el sitio de corte
canonico de RNasa P. B. La distancia calculada entre el tRNA maduro y la cadena 5'-lider es de 41.5A
(Codigo 3Q1R, PDB).

Con los criterios anteriores, el sustrato candidato que mejor cubria los
requerimientos fue la minihélice pMini3pbUG (Fig. 18.A), cuya cinética de catalisis por
la RNasa P fue descrita por Branvall (2007). La secuencia candidata de 24 nucledtidos

(5’-GAU CUG AAU GCG GAA ACG CGC CAC -3’) tiene una tendencia alta a adquirir
una estructura secundaria, predicha por el servidor RNAFold Web Server (Gruber,

48



Diaz Tufinio C Ensayo de alto rendimiento para el disefio de inhibidores para RNasa P

2008), con un plegamiento termodinamicamente espontaneo (-7.30 kcal/mol) (Fig.
18.A). Un analisis estructural del sustrato completo pre-tRNA (Fig. 18.B) muestra que su
plegamiento dejara el extremo 5’ del 3’ separado por ~40A. Mediante este analisis,
puede ser inferido indirectamente que el sustrato minihélice elegido tendra una
separacion entre sus extremos 3’ y 5 menor al valor mencionado, principalmente por
ser de menor tamafio, en comparacion con el pre-tRNA completo, y por la prediccion de
su plegamiento.

De los experimentos cinéticos de Branvall & cols. (2007) acerca de esta mini-hélice
para RNasa P, se confirmd que el corte del sustrato reducido pMini3pbUG por P RNA
es dependiente de Mg?*. Ademas, se encontré que este sustrato redujo su afinidad (Kq)
y la eficiencia catalitica de la reaccion en 40 y 10 veces respectivamente, cuando se
compara con los parametros enzimaticos de un pre-tRNA de tamafo completo.

Para este sustrato disefiado, se uso el par de fluoréforos/extintores (o quenchers,
por su nombre de uso ampliamente extendido): Alexa488/BHQ1 (o BHQZ2), de acuerdo
a los resultados de Marras & cols. (2002), buscando una eficiencia de extincién alta
(>90%) con FRET y por contacto entre las moléculas (Fig. 17), asi como por la
disponibilidad comercial del reactivo con proveedores conocidos (Sigma Proligo e
Integrated DNA Technologies, Inc.). La interaccion de la sonda (fluoréforo y extintor)
con la luz se describe, junto con otras caracteristicas, en la tabla 4.

Respecto a la posicion de las moléculas que tendran la interaccion FRET en la
sonda, estas tienen la orientacién propuesta porque la base guanina ejerce un efecto
extintor sobre los fluoréforos (Thakur, 2005), por lo que se debe evitar que éste se
posicione en el extremo 5 de la sonda propuesta. Sin embargo, la eficiencia del
marcador-extintor debe ser determinada de manera empirica (TriLink BioTechnologies,
2012), ya que ésta depende de la sonda disenada y del entorno del ensayo. Para
disminuir posibles impedimentos estéricos entre la sonda FRET con el sitio catalitico de
la RNasa P, se selecciond las dos moléculas mas pequenas posibles y con mejores
caracteristicas de solubilidad. Por lo tanto, como primera opcion se sintetizé el par 5'-
BHQ1 — Alexa 488-3’ (Fig. 18.B), mientras que la opcioén dos fue el par 5’-BHQ2 — Alexa

488-3’, que también fue probada con el presente método de alto rendimiento.
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Tras todas estas consideraciones, se disefio la sonda FRET para la actividad de la
RNasa P, cuyas caracteristicas anteriormente descritas estan resumidas en la tabla 4.
Suponiendo una concentraciéon final de la sonda FRET de 100nM, como se ha
propuesto antes, se calculé que con 100nmol de material inicial de la sonda disefiada
se tendria suficiente material inicial para realizar alrededor de 1,350 ensayos
individuales en microvolumenes. Esta cantidad de ensayos fue suficiente para la
estandarizacion del método, corridas iniciales, ensayos control, replicados técnicos y la
prueba de las 1000 moléculas de fragmentos incluidos en la libreria de Maybridge R3-

1000 y la biblioteca de fragmentos pequenos de Zenobia.

Tabla 4. Resumen de las consideraciones para el disefio de la sonda FRET.

Elemento/ _ _ ,
_ Caracteristica seleccionada Detalle / Referencia
Propiedad
A excitacion max (nm): 494
Fluoréforo Alexa Fluor 488 A emisién max (nm): 517

A absorbancia max (nm): 495

Q =91
Black Hole Quencher 1 a FRET g5
. 5 (Améx 534nm) contact
Extincion (Q) (Marras, 2002)
con Alexa 488 QrreT = 91
Black Hole Quencher 2
Qeontact = 93

(Amax 580nm)
(Marras, 2002)

Posicion de G en extremo 5’ puede ejercer
5’-BHQ - Alexa 488-3’

fluoroforos apagamiento sobre fluoréforo

Coeficiente de extincion ~288,244 M cm™’ Prediccidn tedrica

Interaccion ol o _ _
/ODgg = 3.47 (TriLink BioTechnologies,
sonda - luz
9/OD4gp = 30.82 2012)
, 5’-GAU CUG AAU GCG GAA ACG CGC .
Secuencia (Branvall, 2007)
CAC -3
24 nucleotidos /
Tamafio _ _ Peso Molecular = 8,947.7g/mol
Distancia entre extremos ~40A
Estructura Prediccion con alta probabilidad de formar Prediccion tedrica
secundaria un tallo (Fig. 18.A) (RNA fold Web Server)
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d. Ensayo térmico para RNA

Para analizar el cambio conformacional de RNasa P ante los fragmentos
seleccionados, se diseid6 un método para monitorear el plegamiento del RNA
dependiente de la temperatura. Estos experimentos, de manera analoga a la
metodologia de desplazamiento térmico (Thermal Shift) para cambios conformacionales
de proteinas, se espera que provean informacion relacionada con la interaccién de la
molécula de estudio con posibles ligandos o la estabilidad de las macromoléculas en
diferentes soluciones amortiguadoras o condiciones del medio al experimentar una
rampa de temperatura.

El fundamento se basa en el desplegamiento temperatura-dependiente de las
proteinas, el cual se monitorea por la unién del colorante Sypro-Orange, un compuesto
hidrofébico con afinidad a las zonas internas de las proteinas. Al unirse esta molécula
pequefia a las proteinas al desplegarse (Fig. 19), se presenta un incremento de la
fluorescencia antes extinta por estar el colorante en un ambiente acuoso (Lo, 2004).
Esto se registra en un detector de fluorescencia a alrededor de 600nm, excitando a
490nm (Life Technologies, 2011).

El parametro comparativo importante entre las curvas de temperatura vs.
fluorescencia es la temperatura en la cual la mitad de la concentracidén de proteina se
encuentra totalmente desnaturalizada y con union total al colorante y la otra mitad se
encuentra en su forma nativa y sin desplegamiento, denominada Tm (melting
temperature). Un incremento o corrimiento de Tm a la derecha se asocia de manera
comun con una mayor estabilidad de la proteina en la condiciéon de prueba, mientras
que la disminucién en el valor de Tm implica la desestabilizacién de la macromolécula
(Fig. 19).

Bajo el mismo planteamiento se diseid el ensayo de desnaturalizacion térmica para
acidos nucleicos, especificamente para RNA. Esto fue posible gracias a que es
ampliamente conocida la unién de moléculas, como el bromuro de etidio, a los acidos
nucleicos por intercalamiento no covalente entre las bases. Especificamente, para el
caso del bromuro de etidio, la interaccidon ocurre por apilamiento del anillo planar de
fenantridinio con un par de bases adyacentes, mostrando especial afinidad por

secuencias de purina-pirimidina (Krugh, 1975), por ejemplo, GpC. Dicha interaccién
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RNA-BrEt causa un incremento en la fluorescencia a ~600nm, al excitarse con una
longitud de onda 6ptima de ~300 nm, o con menor eficiencia de absorcion en ~500nm
(Fig. 19). Con este hecho, se espera que a medida que la temperatura aumente, la
fluorescencia disminuya por una desnaturalizacion del RNA y consecuente pérdida de

contactos con bromuro de etidio.

Fig. 19. Ensayo de
desplazamiento térmico
(thermal shift) de
proteinas (ANL, 2013).
Se muestra la
prediccion de dinamica
conformacional de las
proteinas y el colorante
a travées de |las
diferentes temperaturas
del ensayo.

El equipo usado fue un sistema de PCR en tiempo real StepOne™ (Applied
Biosystems), propiedad del Departamento de Genética Molecular, del Instituto de
Fisiologia Celular de la UNAM, en el cual se midieron placas opticas de 48 pozos de
0.1ml, fondo cénico, para PCR (Fast Optical 48-well reaction plate, Applied
Biosystems). Las corridas se efectuaron durante 1 hr 30 min (metodologia fast run) en
una curva de 25 a 99°C, excitando las reacciones a 493nm y detectando la emision a
620nm (protocolo de lectura de colorante ROX). Se realizé una caracterizacion (datos
no mostrados) en la que se estudié el comportamiento de estos ensayos con los

protocolos incluidos en el equipo para los colorantes FAM y SYBR GREEN, sin
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embargo los resultados mostraban bajas eficiencias en la fluorescencia para los dos
protocolos adicionales mencionados.

Los ensayos de reaccion, en un volumen total de 10ul, se prepararon en buffer
THAM 1x (Concentracién Final: HEPES 86mM, Tris pH 7.4 43mM, AmOAc 167mM y
MgCl, 16.6mM), agregando concentraciones de RNA desde 0.5 hasta 90uM. La mezcla
de reaccioén se calienta a 90°C por 2 minutos, se enfria a 0°C por 2 minutos y se agrega
bromuro de etidio 0.25ug/ul.

Para los ensayos tradiciones de desplazamiento térmico para proteinas -
procedimiento que no aplica exactamente para la variante del ensayo empleada para
acidos nucleicos en el presente proyecto -, los datos obtenidos se analizan con el
software StepOne v2.2.2 (Applied Biosystems) para obtener las Tm en cada
experimento. Este parametro se calcula automaticamente derivando la curva de
fluorescencia normalizada y determinando el valor maximo de este calculo.
Visualmente, en las curvas derivadas la Tm es el pico en la grafica de temperatura vs.
fluorescencia derivada. De las curvas normalizadas (no derivadas), la Tm se puede
encontrar en el medio entre el valor de la maxima y la minima fluorescencia (Fig. 19),
zona que se conoce como ROA (Life Technologies. 2011), por las siglas en inglés de
region de analisis (Region Of Analysis).

Cabe destacar que con altas concentraciones de acidos nucleicos para este ensayo,
es decir a partir de 20uM, el perfil resultante que se obtiene cuando se convierten los
espectros a fluorescencia derivada es claro y se observan picos que se podrian
correlacionar con la Tm obtenida en los experimentos en proteinas (Ver discusion en la
Seccion 4.d). Sin embargo, a medida que se reduce la concentracion de RNA, la
intensidad de fluorescencia en la curva obtenida es consecuentemente menor y el
cociente sefial/ruido es mas bajo, dando lugar a analisis artefactuales.

Es por eso que en los experimentos realizados en este proyecto, donde se trabajo
con una concentracion baja de RNasa P (1uM) o pre-tRNA, - tal como se discute y
justifica en la seccion correspondiente - se optd por el analisis en las curvas de
fluorescencia normalizada (no derivada) para estudiar los efectos de la temperatura y

de los fragmentos probados.
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4. Resultados y discusiones particulares

a. Reconstitucion de RNasa P holoenzima y pruebas funcionales

Se produjo la subunidad de P RNA de la RNasa P con el protocolo descrito y se
comprobd la calidad del RNA mediante PAGE y por espectrofotometria. Posteriormente,
se realizd el protocolo de reconstitucion de RNasa P y se incubd con el sustrato
canonico, el cual se produjo también con el protocolo de transcripcion in vitro descrito.

Se corrobord que la RNasa P reconstituida fue funcional al observar un corte de
pre-tRNA al incubarse 10min a 50°C (Fig. 20). Como prueba preliminar de cinética, se
monitored la reaccidon tomando muestras de la mezcla cada 2 min (Fig. 21),
comprobando que la reaccion a 50°C ocurre en 10min para una concentracion

equimolar de sustrato-ribozima (45uM).

Fig. 20. Comprobacion de la actividad de RNasa P. En el carril de
en medio, donde se analiza el sustrato se incubado con la RNasa P
holoenzima (RNA + proteina), se detecto la aparicion de una banda
de menor peso a la del sustrato integro. Se colocaron controles de
RNasa P holoenzima (primer carril) y de sustrato pre-tRNA (ultima
columna), el cual fue incubado con el mismo protocolo de actividad
que la RNasa P, pero sin la ribozima (Gel de poliacrilamida
desnaturalizante al 18%).
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Fig. 21. Cinética de actividad de RNasa P sobre el sustrato candnico pre-tRNA (Gel de
poliacrilamida desnaturalizante al 18%). La banda correspondiente a la subunidad de RNA de la

RNasa P se indica como TmR.

Fig. 22. A. Actividad de RNasa P sobre el sustrato
minihélice observado bajo luz UV. El RNA se tifid
con bromuro de etidio y se observa la fluorescencia
propia de la sonda FRET (PAGE desnaturalizante
al 18%). B. Comprobacién de actividad sobre la
minihélice sustrato sin marcaje fluorescente. Con
este experimento se demuestra que el marcaje
fluorescente no influye en la reaccion de la RNasa
P sobre el sustrato disefiado en este proyecto
(PAGE desnaturalizante al 20%).
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Se analizé6 la utilidad del protocolo de reconstitucion descrito con el
calentamiento, enfriamiento, y adicién de acetato de amonio, encontrando que éste si
es indispensable para obtener la ribozima funcional (gel y datos no mostrados). Se
infiere que este protocolo le permite el correcto plegamiento de las subunidades para la
asociacion funcional de la RNasa P.

Se realizd una cinética de RNasa P con el sustrato minihélice en gel,
encontrando que el sustrato FRET presenta una excitacion inespecifica bajo luz UV
(254nm). Esta excitacion provoca una emision de Alexa Fluor 488 en una longitud de
onda estimada en menos de 400nm, por lo que la molécula extintora de la sonda no
absorbe dicha emision y se detecta entonces la fluorescencia emitida por el fluoréforo,

tanto en el sustrato de 24 nucleétidos, como en el producto de 15 nucledtidos (Fig.22).

b. Estandarizacién del ensayo de alto rendimiento para RNasa P

Se comprobdé que la RNasa P tiene actividad hidrolitica sobre el sustrato minihélice
FRET y se realizé una cinética de actividad durante 20 min a 50°C (Fig. 22.A), ya que
se estimaba que por ser un sustrato menos afin se requeriria mas tiempo para
completar la reaccion. Adicionalmente, se comprobd que las moléculas que forman el
par FRET en los extremos de la sonda sustrato no afectan la catalisis, ya que la
reaccion de la ribozima también se lleva a cabo sobre la minihélice sin marcaje
fluorescente (Fig. 22.B).

Se caracterizé la fluorescencia del sustrato para corroborar de manera experimental
los datos de excitacion y emision reportados por el proveedor para el fluoréforo incluido
en la sonda con un espectrofluorémetro RF5000U (Shimadzu). Se determind un pico de
absorbancia en 488nm y una emisibn maxima en 518nm, valores tedricos reportados
para Alexa 488. También se comprobdé de manera preliminar un aumento de la
fluorescencia dependiente del tiempo cuando se incubd el sustrato con la RNasa P
holoenzima en las condiciones de reaccion.

Se procedio a estandarizar el ensayo en bajos voliumenes de alto rendimiento en el
espectrofluorébmetro para placas multipozo segun el procedimiento descrito. Se

determind que las mejores lecturas de fluorescencia se obtuvieron con las condiciones
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indicadas sobre el tiempo de integracion y la posicion del detector sobre la placa. Dadas
las capacidades manuales y técnicas, tanto de dispensacion de reactivos en las placas
como de respuesta del equipo, la maxima lectura simultanea fue de 48 pozos (media
placa), para que el tiempo entre lectura de cada pozo no excediera de 3 minutos.

Los primeros ensayos con esta estrategia se destinaron a optimizar las mediciones y
la cantidad de ribozima y sustrato minihélice (Mh), asi como caracterizar el
comportamiento de este sustrato fluorescente para obtener lecturas significativas con el
menor gasto de insumos. Se ejecutaron las condiciones control propuestas descritas en
Materiales y métodos (Fig. 23). Se comprobd, en las longitudes de onda de trabajo, la
fluorescencia especifica del sustrato minihélice en los ensayos de reaccion, asi como

su estabilidad en el tiempo y su eficiencia de apagamiento por FRET (Fig. 23, 6to pozo).

Fig. 23.
Estandarizacion
del ensayo en

placas
multipozos y
prueba de

condiciones para
la estrategia de
alto rendimiento.

La figura 24 muestra la calibracion del sustrato minihélice, digerido con RNasa A,
para poder realizar la conversion de datos de R/, resultantes de las cinéticas, a nM
de sustrato hidrolizado/nmin. Se observo una correlacién lineal de dichas variables hasta
la concentracion estudiada de 1uM de sustrato. Todas las lecturas se realizaron en un
volumen de 60ul en las placas multipozo usadas para los ensayos de actividad.

Por otro lado, se caracterizd el efecto activador del DMSO (Fig. 25) sobre la
actividad de RNasa P ya que los fragmentos de la biblioteca Maybridge se encuentran
disueltos en dicho compuesto. Se encontr6 que la actividad de la RNasa P es
aproximadamente dos veces mayor en concentraciones mayores de 50nM del
disolvente, rango en el que se encontraran las concentraciones de trabajo para la
prueba de los fragmentos. Sin embargo, por debajo de esta concentracién, la activacion

llega a ser cercana a 7 veces alrededor de los 20-30nM de disolvente. Dicho efecto
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coincide con la activacién reportada en la literatura del disolvente DMSO sobre la

catalisis de la RNasa P.

Fig. 24. Curva de calibracién de concentracion de sustrato (digerido con RNasa A para asegurar
una completa digestion) vs. unidades relativas de fluorescencia (RFU) en placas multipozo.

Fig. 25. Caracterizacién del efecto de la concentracion de DMSO sobre la actividad de RNasa P.
Se destaca el efecto activador en concentraciones relativamente bajas del disolvente en contraste
con el efecto a concentraciones mayores, lo cual seré discutido en el texto.
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Se sugiere que la fuerte interaccion del agua con el disolvente via puentes de
hidrégeno reduce la interaccién del agua con la ribozima, lo cual reduce la flexibilidad
de la conformacion tridimensional de la RNasa P, incrementando la poblacién de
moléculas con dicha conformacion activa y por tanto incrementando la catalisis sobre
los pre-tRNAs.

Por otro lado, el efecto en concentraciones mayor a 50nM de DMSO, donde el
efecto activador cae y se estabiliza en alrededor de dos veces la velocidad basal,
resulta complejo de explicar con los resultados obtenidos en este trabajo. Sin embargo,
algunas de las explicaciones hipotetizadas para este efecto es que empieza a existir
una interacciéon entre las mismas moleculas de DMSO a estas concentraciones,
estimulando la pérdida de contactos del disolvente con el agua. Esto permite entonces
que las moléculas de agua vuelvan a solvatar a la estructura de RNA, e incluso a los
iones divalentes, favoreciendo nuevamente la flexibilidad de la ribozima. Cabe la
mencion de que este efecto activador no se encontré con el disolvente de los
fragmentos de la bibioteca Zenobia, PEG-400.

El ensayo ya estandarizado permitid cuantificar la actividad de RNasa P, para
ejecutar la caracterizacion de la ribozima con el sustrato minihélice (Fig. 26). Las
pendientes obtenidas se graficaron en el software GraphPad Prism® 6.01 para obtener
los parametros cinéticos. Se calcularon los parametros cinéticos para la enzima en
concentraciones altas (100mM) y bajas (10mM) de MgCl, (Fig. 26.B; tabla 5),
corroborando su efecto activador en la ribozima, ademas de que se encontré que la alta
concentracion idnica (Mg?®*) favorece el plegamiento de las estructuras de RNA. En la
seccion de Discusiones generales y perspectivas del presente trabajo se analizan estos
parametros cinéticos obtenidos (tabla 5) y se hara un ejercicio comparativo de los

valores contra los reportados en la literatura.
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Fig. 26. Caracterizacion de la actividad de la RNasa P por la estrategia de alto rendimiento. A. Curvas de
actividad de RNasa P con concentraciones decrecientes de sustrato minihélice (Concentracion en puM
indicada en cada recuadro). A partir de estas graficas, las pendientes fueron calculadas para obtener la
velocidad inicial de la ribozima. B. Ajuste no lineal al modelo de Michaelis-Menten para la RNasa P con el
sustrato minihélice en dos diferentes concentraciones de magnesio. C. Transformacion de Lineweaver-
Burk para analizar el ajuste lineal de los datos. A partir de estos modelos se generaron los parametros
cinéticos de la tabla 5. D. Acercamiento al origen de la grafica de la imagen C. (A = 10mM MgCl,; e o m =
100mM MgCl,)

Tabla 5. Parametros cinéticos preliminares de la RNasa P holoenzima con el sustrato minihélice en
diferentes concentraciones de MgCls.

60

Parametro 10mM MgCl, 100mM MgCl,
nM sustmtﬂxr
Vinax min 9.69 22.92
K [uM] 0.54 0.98
Keat [Min™'] 0.1292 0.4584
Tiempo de ciclo catalitico 7.74 2.18
Keat/Km [M'min"] 0.24 x 10° 0.47 x 10°
. . 20 concentraciones 20 concentraciones
Ajuste no lineal al modelo de 33 puntos 23 puUNtos
Michaelis-Menten P P
R°=0.78 R°=0.90
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C. Seleccién de fragmentos potenciales para inhibicién de RNasa P

A partir de los experimentos anteriores, donde se comprobo la actividad de RNasa
P, y tras la estandarizacion y optimizacion del ensayo, se procedid a probar los
fragmentos de las bibliotecas Zenobia y Maybridge. Se realizaron diluciones de trabajo
de los stocks originales y se prepararon cocteles de 2, 4 u 8 fragmentos, dependiendo
de la disponibilidad y de la organizacion de las bibliotecas, para las pruebas de los
1,352 compuestos totales analizados en este trabajo.

Para la biblioteca Zenobia los controles se realizaron con PEG-400, mientras que
para la biblioteca Maybridge se establecieron controles de actividad con DMSO, por
estar solubilizados los fragmentos en el disolvente respectivo. Cabe destacar que, por
lo general, se colocod en cada fila de las placas multipozos un control de actividad de
RNasa P, agregando el disolvente respectivo (DMSO o PEG-400), para considerar las
variaciones experimentales en las cinéticas y para asegurar la reproducibilidad de los
resultados.

En los primeros ensayos, se ubicaron los cocteles de fragmentos que mostraban
inhibicion a una concentracion de 50uM sobre ~20nM de RNasa P holoenzima. Se
siguié una metodologia experimental para separar los fragmentos de estas mezclas
anteriores y probarlos individualmente para discernir al fragmento inhibidor del coctel. El
anexo 1 muestra los ensayos que permitieron llevar a cabo el proceso de seleccion de
los fragmentos con potencial actividad inhibidora de RNasa P.

El criterio de seleccion fue por inspeccion visual de las graficas, seleccionando los
ensayos marcados en rojo en cada anexo. Esta seleccion se corroboré comparando las
graficas visualmente contra los controles de actividad y posteriormente realizando un
analisis numérico de actividad enzimatica relativa obtenida de la pendiente del ajuste
lineal a 6 o 7 tiempos en cada registro experimental (valores no mostrados) con el
Multimode Detection Software. Dicho parametro se calculé con el fin de tener una base
semi-cuantitativa para poder seleccionar ensayos positivos de inhibicién.

Se estandarizo el valor relativo de actividad para cada placa con controles internos.
La velocidad promedio relativa a concentracion de trabajo 1x de PEG-400 o DMSO para
usarse como referencia de actividad varia entre placas dependiendo de la

concentracion de ribozima y sustrato empleada para la realizacion de dichos ensayos, o

61



Diaz Tufinio C Ensayo de alto rendimiento para el disefio de inhibidores para RNasa P

debido a las variaciones experimentales de las lecturas. Para la biblioteca Zenobia, se
seleccionaron los siguientes pozos como positivos (Ver Anexo 1), cuya correspondencia

en la biblioteca se indica a continuacion:

Pozo D11 | D10 | B6/D12 C5 C6 D6

Mezcla

_ 1.12 | 2.01 2.06 3.05 3.06 4.06
Zenobia

En los cocteles de 3 fragmentos (Ver Anexo 1), las mezclas consideradas como
positivas fueron sélo los pozos A5, A6, C6 y C7. La correspondencia de estos pozos
con las mezclas de 3 fragmentos puede ser revisada en el anexo 1.i. Finalmente, tras la
seleccion de 4 fragmentos potenciales de la biblioteca de Zenobia, se muestran los
ensayos individuales (Ver Anexo 1.i y Fig. 27), en donde se detectaron como

potenciales positivos los fragmentos 2.01D, 2.06D, 3.05F y 4.06F.

Fig. 27. Ensayos individuales a 4 concentraciones con fragmentos de la biblioteca Zenobia
seleccionados segun el Anexo 1. Se probaron 4 concentraciones diferentes de cada uno de los
fragmentos, de 25 a 100 yM en orden decreciente de manera vertical por columna. Se indica en la
primera fila el fragmento evaluado en las 4 celdas hacia abajo de la misma columna y en la parte
superior se muestra la estructura quimica de la molécula correspondiente.
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Para la biblioteca de Maybridge, se seleccionaron los siguientes pozos como

positivos en las placas respectivas (Ver Anexo 3.i):

Placa 1y 2. A5, B7, B11, C8, C9y E11

o Placas evaluadas de la biblioteca Maybridge: 1y 2

o Numero de fragmentos a probar de manera individual: 12

Placa 3 y 4. C9, D5, E9, F8 y G4

o Placas evaluadas de la biblioteca Maybridge: 3y 4

o Numero de fragmentos a probar de manera individual: 10

Placa 5a 8. C8, E6y G8

o Placas evaluadas de la biblioteca Maybridge: 5,6, 7y 8

o Numero de fragmentos a probar de manera individual: 10

Placa 9 a 13. B4, B9, D6, E2, G2y H2

o Placas evaluadas de la biblioteca Maybridge: 9, 10, 11, 12y 13

o Numero de fragmentos a probar de manera individual: 29

Posteriormente, en el anexo 3.ii se muestran los experimentos individuales y los

pozos considerados positivos marcados en rojo. La tabla 6 resume los fragmentos

potencialmente exitosos para esta biblioteca.

Tabla 6. Fragmentos de la biblioteca Maybridge con actividad inhibidora sospechada.

Pozo en _pla_ca_l de fragmentos Fragmento de Maybridge con

individuales actividad inhibidora
(Anexo 3.ii)

B5 3D5

C9 6E6

D2 7C8

D6 8C8

D9 8G8

E2 9B9

E3 9D6

E8 10B5

G3 12B9

G4 12D6

G5 12E2

G9 13B5
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Una vez determinados los candidatos potenciales, se efectuaron ensayos con
fragmentos individuales con 4 concentraciones distintas para asegurar el efecto sobre la
cinética (Ver Anexo 3.iii). Las concentraciones probadas fueron 25, 50, 75y 100uM, con
lo que se intentd identificar una concentracion minima inhibitoria o caracterizar su
funcién, sin embargo la cantidad de concentraciones distintas no fueron suficientes para
hacer una buena caracterizacion, ademas de que el ruido en algunos ensayos volvio a
generar variaciones experimentales.

Por una omision experimental en el manejo de los datos, dichas lecturas no se
pudieron realizar para el fragmento 8G8 de Maybrige. Por otra parte, para Zenobia, a
pesar de no haber resultado seleccionados en el escaneo anterior, se probaron también
los fragmentos individuales 2.04E y 4.06B por no poder concluir, debido a la
metodologia de seleccion, un claro efecto inhibitorio sobre la actividad de la RNasa P.

De los 16 fragmentos destacados inicialmente para ambas bibliotecas, se refind
la lista a 7 fragmentos inhibidores potenciales, seleccionandolos en caso de mostrar
una inhibicidn clara en las cinéticas en al menos las tres concentraciones mayores de
las 4 probadas de manera individual (Fig. 27 y anexo 3.iii).

Los compuestos identificados como posibles inhibidores de RNasa P en
concentraciones de 20-100 uM, sobre 20nM de RNasa P, se enlistan a continuacion (se

incluye la coordenada correspondiente de la biblioteca y el numero CAS de cada uno):

+ Zenobia:
2.01D. 5-amino-2-metoxifenol (CAS 1687-53-2)

2.06D. 1,2,4-bencentriol (CAS 533-73-3) 0
OH
3.05F. Acido 4-amino-3-hidroxibenzoico (CAS 2374-03-0) HaN
OH
+ Maybridge: ~oF
| —
NN

9D6. 3-fluoro-2-piridincarbonitrilo (CAS 97509-75-6)
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HSC\
N
§
12B9. 4-(4-metilpiperazin) anilina (CAS 16153-81-4) \©\
NH, N
4
12D6. 2-metil-1,3-tiazol-4-carbonitrilo (CAS 21917-76-0) '}“{
HBC/QS " F
X F
12E2. 1-[3-(trifluorometil)-2-piridil]piperazina (CAS 87394-63-6) | N Nﬁ

N

Con los resultados obtenidos hasta este experimento, la posibilidad de éxito de
encontrar un inhibidor en una biblioteca de fragmentos resulté <1%, especificamente
0.85% para Zenobia y 0.4% para Maybridge. Este porcentaje resulta menor a lo
calculado a partir de los ejemplos para este tipo de estrategias (Scott, 2012), que es de
~1% habitualmente para el disefio de farmacos basado en fragmentos. Esta menor tasa
de éxito probablemente se deba a que el blanco farmacolégico de este proyecto es una
molécula de RNA, y no una proteina, éstas ultimas con un mayor numero de estudios y
estadisticas descriptivas sobre disefio de farmacos.

Sobre estos fragmentos elegidos como inhibidores potenciales se continud
trabajando para poder realizar pruebas confirmatorias de actividad monitoreada por
PAGE vy por el ensayo térmico de RNA. Para dichas actividades se solicitaron los
compuestos puros de los candidatos de la biblioteca de Zenobia al proveedor Sigma,
mientras que sobre la biblioteca Maybridge sélo estan disponibles 2 de los 4 candidatos

seleccionados.

d. Ensayo térmico de RNA. Disefio y resultados preliminares

Para el ensayo de desnaturalizacion térmica para RNA se analizé y comparo el
comportamiento de tres diferentes secuencias de RNA: el pre-tRNA sustrato de RNasa
P, el sustrato minihélice y la subunidad P RNA, asi como el efecto que ejercen los
fragmentos seleccionados sobre dichos RNAs.

Debido a que los acidos nucleicos fluorescen al asociarse con bromuro de etidio a
~600nm, al excitarse con una longitud de onda o6ptima de ~300nm, o con menor
eficiencia en ~500nm (Fig. 28), se espera que a medida que la temperatura aumente, la

fluorescencia disminuya por una desnaturalizacion del RNA y consecuente pérdida de

65



Diaz Tufinio C Ensayo de alto rendimiento para el disefio de inhibidores para RNasa P

contacto con bromuro de etidio, cuyo disefio experimental se explicé en la seccién 3.d.
En las longitudes de onda de trabajo, se realizé la rampa de temperatura descrita en
Materiales y métodos y se comprob¢ el efecto de la concentracion de bromuro de etidio,
ademas de que se analizaron las diferentes secuencias de RNA de trabajo del presente
proyecto. Como se puede observar en la figura 29.A, el perfil de una molécula de RNA
es distintivo y puede ser analizado de la siguiente forma: en la medida en que se
aumenta la temperatura, disminuye la fluorescencia de la muestra, ya que se pierden
contactos del acido nucleico con el BrEt. Se infiere que este efecto ocurre debido a un

desplegamiento de la estructura tridimensional del RNA.

Fig. 28. Espectros de

fluorescencia de
absorcion y emision de
acidos nucleicos
asociados con bromuro
de etidio (Life
Technologies Corp.,
2013).

Por otro lado, el sustrato minihélice fluorescente muestra un comportamiento
diferente, incluso se podria considerar inverso a las moléculas no marcadas. Por si
sola, esta sonda presenta fluorescencia, la cual deberia incrementar mientras mayor es
la distancia entre fluoréforos al desplegarse la sonda por el aumento de temperatura.
Basado en esto, las curvas 29.B y 29.C demuestran que ya sea con o sin BrEt, la Mh
incrementa su fluorescencia mientras mayor es la temperatura del ensayo. Finalmente,
se destaca que el protocolo de reconstitucion para la sonda minihélice no fue
indispensable (Fig. 29.D), probablemente por el corto tamafo de dicha molécula, asi
como también por su alta probabilidad de plegamiento en la forma predicha.
Adicionalmente, se realizaron perfiles de fluorescencia del RNA sin BrEt (no mostrado),

el cual presentd una emision despreciable.
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Fig. 29. Curvas de fluorescencia
normalizada vs. temperatura del
ensayo térmico para RNA. A. Perfil
de fluorescencia con BrEt de una
secuencia de RNA sin una
molécula fluorescente intrinseca. B.
Perfil de fluorescencia de Ia
minihélice sustrato fluorescente con
BrEt. C. Perfil de fluorescencia de
la minihélice sustrato sin BrEt. D.
Perfil de fluorescencia de Ia
minihélice sustrato sin BrEt y sin el
protocolo de reconstitucion
mencionado en secciones previas.
Cabe destacar que la fluorescencia
del RNA sin BrEt es despreciable.

A pesar de los resultados mostrados, al compararlos con los de un ensayo
convencional de desplazamiento térmico (thermal shift) de proteinas, los perfiles de
fluorescencia derivada (no mostrados aqui) resultan ruidosos y poco claros. Quiza una
razon sea por las diferencias estructurales entre proteinas y RNA, ya que al ser mas
flexible la molécula se hace mas complicada la interpretacion del espectro. Por esta
razon, soélo se analizaron los perfiles de fluorescencia normalizada, y no los de
fluorescencia derivada, ya que un pico en estas graficas se podria considerar como
analogo a la temperatura de disociacion (Tm) en un thermal shift. Sin embargo, es
pertinente la aclaracion de que muy probablemente estas Tm aparentes no tendrian la
misma implicacion de la que tienen en ensayos con proteinas.

Aun asi, sin el calculo del parametro termodinamico Tm, se procedié a ensayar los
fragmentos identificados por el método de actividad en alto rendimiento (Fig. 30). Se
analizaron diferentes condiciones y concentraciones de compuestos sobre la secuencia
de P RNA. Se estudié el compuesto 2.06D (1,2,4-bencentriol) de la biblioteca Zenobia,
elegido como el inhibidor mas prometedor derivado de este trabajo, y se probaron
diferentes concentraciones. Analizando la fluorescencia normalizada de los ensayos
con dicho fragmento 2.06D con una concentracion de 1uM de P RNA (Fig. 30.A), a

mayores concentraciones del compuesto se evidencia una disminucion en la sefial de

67



Diaz Tufinio C Ensayo de alto rendimiento para el disefio de inhibidores para RNasa P

emision detectada por la interaccion del RNA con el BrEt. A partir de 2,500x
(concentracion final: 2.5 mM) de fragmento, y hasta 10,000x (concentracion final: 10
mM), se encuentra una senal de fluorescencia baja, equivalente a la emisién de la
mezcla del fragmento con bromuro de etidio, considerada como la fluorescencia basal
del ensayo. A menores concentraciones del fragmento, la emisidbn aumenta (625x y
1,250x) llegando con la concentracion mas baja a la fluorescencia control del RNA en
interaccion total con BrEt.

Del experimento anterior y su analisis se deriva la discusion acerca de que los
fragmentos afines al RNA, especificamente el 2.06D disminuye la frecuencia de
contacto del bromuro de etidio con dicha estructura, teniendo un efecto de
desplazamiento del bromuro de etidio de sus sitios de unidn a la molécula de RNA a
mayores concentraciones del compuesto de prueba. Este efecto habla de la afinidad del
compuesto al RNA, aunque ésta resulta poco selectiva, ya que se encontré un efecto
similar con diferentes secuencias de RNA probadas con este compuesto, como se
discutira mas adelante. Como nota aclaratoria, la concentraciéon de bromuro de etidio
usada para estos ensayos se encontraba alrededor de 1.27mM segun un calculo
tedrico, por lo que la cantidad de esta molécula indicadora de fluorescencia en los
experimentos se encuentra en el mismo orden de magnitud que los fragmentos
agregados.

Sobre los ensayos con algunos fragmentos seleccionados de la biblioteca
Maybridge (Fig. 30.B), tanto en los obtenidos de la seleccion en alto rendimiento como
de algunos analizados de manera adicional, las observaciones pertinentes de los
resultados preliminares obtenidos es que los fragmentos 10D6 y 12B9 (nombres de las
moléculas mostradas en la seccion 5.c) muestran un drastico efecto de desplazamiento
del bromuro de etidio en concentraciones de 10,000x, similar al encontrado con el
fragmento 2.06D. Algunos otros, como el 7C8 y el 10B9 presentan una fluorescencia
mayor a la de la escala mostrada en la fig. 30.B (perfil no mostrado), aumentando y
disminuyendo con la temperatura respectivamente. Este efecto se podria correlacionar
con la asociaciéon al RNA y sus cambios con la rampa de temperatura. Sin embargo,
para poder concluir sobre el efecto debido a estos fragmentos, no se realizaron las

pruebas y controles suficientes al respecto.
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Fig. 30. Ensayo de desnaturalizacion térmica de RNA con fragmentos de prueba. A. Curvas de
fluorescencia normalizada de P RNA con el fragmento 2.06D de la biblioteca Zenobia a diferentes
concentraciones. Las implicaciones de estos experimentos son explicadas y discutidas en el texto. B.
Curva de fluorescencia normalizada del P RNA con fragmentos de la biblioteca Maybridge a
concentracion de 10,000x (10mM) sobre la concentracion de la subunidad de RNA. El experimento
control de TmR con BrEt mostrado en esta grafica fue realizado por triplicado, y los tres perfiles se
muestran agrupados en la leyenda de dicha curva. Las implicaciones de estos experimentos son
explicadas y discutidas en el texto.
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Como comentario global sobre los experimentos realizados con esta técnica
novedosa de desplazamiento térmico para RNA, se puede afirmar que el efecto
encontrado de los fragmentos ensayados sobre el RNA puede relacionarse con el
favorecimiento de la pérdida de contactos de la molécula indicadora (BrEt), lo que nos
permite inferir las afinidades del inhibidor-BrEt en un amplio rango de temperaturas. No
obstante, para los resultados mostrados en este proyecto, dicho efecto no es
secuencia-especifico para el P RNA, que es la intencion inicial del presente trabajo.
Esta unidn-desplazamiento de BrEt se encontré que se evidencia sobre RNA en
general, ya que se encuentra un efecto similar sobre secuencias de RNA mas cortas
que el P RNA, como lo es un pre-tRNA y sobre la minihélice sustrato (Fig. 29), las
cuales tienen predicciones de plegamiento y estructura tridimensional diferente.

A pesar de lo expuesto anteriormente, se comprobd que se puede hacer una
comprobacién complementaria de los datos del ensayo en alto rendimiento con esta
estrategia analitica de desnaturalizacion térmica de RNA. Los compuestos detectados
como potenciales inhibidores se unen al RNA, aunque de manera inespecifica,
causando inhibicion de la actividad catalitica de la RNasa P.

Finalmente, esta metodologia no se continué explorando en este proyecto, pero el
disefio inicial y algunos resultados preliminares, mostrados en esta seccion, proponen
una estrategia que puede continuarse desarrollando a futuro. Este método planteado
requiere de la realizacion de mas experimentos y controles - que probablemente
justificarian el desarrollo de un proyecto de posgrado completo - , asi como el
planteamiento de mas aplicaciones que podria tener esta técnica para el analisis en alto
rendimiento de moléculas de RNA.

Este método biofisico resulta de particular interés, ya que el analisis del
desplazamiento de moléculas de unidon a acidos nucleicos y sus aplicaciones para el
desarrollo de farmacos no esta reportado ampliamente en la literatura. Por lo tanto, la
optimizacion de esta técnica, asi como el estudio e implementacion de nuevos
indicadores fluorescentes para acidos nucleicos, como SYBR GREEN o GelRed, podria
convertirla en una estrategia de alto rendimiento sensible, especifica y rapida para el
descubrimiento de moléculas inhibidoras para ribozimas y otras secuencias

nucelotidicas.
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e. Ensayo de actividad en gel para fragmentos
Comprobando el efecto de los inhibidores seleccionados se procedié a realizar el
ensayo de actividad en gel con el sustrato candnico (pre-tRNA de 76 nts) en un primer
intento. Sin embargo, los resultados derivados de estos experimentos no fueron los
esperados, ya que no se distinguido ningun efecto claro a simple vista en la relacion
sustrato/producto en gel con sombra en el UV entre los experimentos control de
actividad y las pruebas con inhibidores (datos no mostrados).

Sin embargo, realizando la prueba de actividad sobre el sustrato minihélice se
distinguioé un efecto inhibitorio del fragmento 2.06D (Fig. 31.A). Claramente se observa
que a 2,500x de concentracion (ensayos a la izquierda, Fig. 31.A), el ensayo con el
fragmento 2.06D muestra un retraso en la velocidad de reaccion comparando con los
demas ensayos. Sobre los otros experimentos en la misma llave, no es clara la
distincion de algun efecto. Por otra parte, en la llave derecha, se encuentra el efecto de
retraso en practicamente todos los fragmentos evaluados a comparacion del control de
actividad, excepto el fragmento 4.06F, probablemente por la concentracion tan alta que
se maneja en este set de ensayo.

Sobre este efecto y el andlisis de inhibicion en este tipo de experimentos en gel, es
necesario comentar que al ser un ensayo en punto final — en comparacion con la
estrategia cinética (en tiempo real) en alto rendimiento — las diferencias muy modestas
de velocidad de los ensayos con ciertos inhibidores puede que no sean detectadas por
la estrategia experimental y el método de visualizacion del resultado. Por lo tanto, cabe
la posibilidad de que a pesar de que no se confirma un efecto claro de inhibicion de los
fragmentos y compuestos probados, salvo para el fragmento 2.06D, éstos quiza si
presenten una ligera inhibicion sobre la actividad de la RNasa P.

Por otro lado, para poder distinguir si el efecto encontrado de inhibicién sobre la
holoenzima ocurre por union a la subunidad catalitica de RNA o a la proteina P, se
estandarizé el ensayo de actividad también para la subunidad catalitica de RNA, sin
proteina P (Fig. 31.B). Para esto, se debié incrementar la concentracion de iones,
especificamente de acetato de amonio y cloruro de magnesio.

Tras realizar los ensayos de actividad sobre la subunidad de P RNA para los

fragmentos seleccionados (Fig. 31.B), tanto de Zenobia como de Maybridge, se
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encuentra que el unico efecto claro es también el obtenido con el fragmento 2.06D, asi
como con el bromuro de etidio, cuya afinidad a los acidos nucleicos se encuentra que
inhibe la actividad catalitica. El carril “Ctrl” muestra un estandar de actividad de P RNA
sobre el sustrato minihélice fluorescente. En este gel también se probaron los farmacos
conocidos por unirse al ribosoma, neomicina y cloranfenicol (ultimos carriles, Fig. 31.B),
sin embargo no se distinguieron efectos claros sobre la actividad de RNasa P. Gracias
a este resultado, podemos afirmar que el efecto inhibidor - no especifico - del bromuro
de etidio y del fragmento 2.06, sobre la RNasa P es debido a la unién de estas
moléculas al acido nucleico.

Aprovechando estos experimentos de actividad en gel como una comprobacion
adicional del ensayo de alto rendimiento disefiado, se realizd6 un escaneo completo de
los cocteles de 8 fragmentos de la biblioteca Zenobia, para buscar una correlacion de
ensayos de alto rendimiento y de actividad en gel. Dichos resultados, mostrados y
explicados en el anexo 2, muestran una correlacion cualitativa de actividad entre ambas
metodologias de ensayos, salvo en las mezclas 4.06 y 1.04 (en nomenclatura
fila.columna), en los cuales el ensayo aparentemente esta inhibido en alto rendimiento,
pero tiene actividad normal en gel. Esta discordancia se puede deber a fallas técnicas
en las lecturas en los ensayos en alto rendimiento, asi como también a la solubilidad de
los fragmentos, ya que en el ensayo en gel la concentraciéon de fragmentos usada tuvo
que ser mayor que en el ensayo HT, por lo que se presentd precipitacion de algunas

especies quimicas en la mezcla de reaccion.
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Fig. 31. A. Gel de actividad en punto final para RNasa P holoenzima con fragmentos derivados de la
seleccién de la biblioteca Zenobia con el ensayo de alto rendimiento en tiempo real. Se incluyen
controles de actividad a la concentracion de trabajo de DMSO (indicados como “Ctrl DMSQ”), ademas
de que se muestra también un estandar de referencia de la minihélice sin catalizar (mostrada como “Ctrl
Mh”). Las llaves en blanco agrupan concentraciones de fragmentos distintos; la de la izquierda con una
concentracion 2,500x mayor que la de la RNasa P, mientras que la de la derecha con una
concentraciéon 3,378x por encima de la concentraciéon de RNasa P. El carril “Coctel” muestra una
mezcla de los fragmentos probados individualmente en este gel. B. Gel de actividad en punto final para
P RNA con fragmentos a una concentracién de 30,000x sobre la concentracion de P RNA, derivados
de la seleccion con el ensayo de alto rendimiento en tiempo real, tanto de la biblioteca Zenobia
(nombres de fragmentos en formato placa.columna-fila, ej. 2.01D) como Maybridge (fragmentos en
formato placa-fila-columna, ej. 12D6).
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5. Discusiones generales y perspectivas

La actividad esencial de la RNasa P para los organismos vivos, asi como sus
diferencias estructurales y en composicion de subunidades entre la forma eucarionte y
procarionte, hacen de esta macromolécula una alternativa viable y tangible para el
disefo racional de farmacos especificos con potencial actividad antibidtica. Por otro
lado, el disefio de farmacos basado en fragmentos es una estrategia moderna de gran
impacto en el ambito del desarrollo farmacologico de nuevas moléculas. Sus ventajas
incluyen una mejor exploracion de un mayor espacio quimico mediante compuestos de
menor tamafo, posibilitdndose un analisis tanto funcional como estructural de la
interaccion ocurrida entre el ligando y el blanco de interés terapéutico, lo cual permite
un analisis y refinamiento posterior de estos resultados.

Sin embargo, para poder explotar dicha herramienta a su maxima expresion y con
el mayor provecho, es necesario idear estrategias experimentales de alto rendimiento
para el monitoreo de actividad o unidn para la seleccion de compuestos con actividad
potencial sobre las moléculas objetivo. Sélo gracias a ensayos en alto rendimiento, el
escaneo exhaustivo de bibliotecas de numero considerable de compuestos (> 1,000),
aunado a una probabilidad de éxito habitualmente menor al 5%, hace factible el
tamizaje en busca de compuestos bioactivos en cuestiones técnicas, econdmicas y
temporales.

El cuello de botella en esta area con la RNasa P como blanco farmacolégico se
encuentra en el ensayo tradicional de medicién de actividad catalitica de la ribozima, ya
que esta limitado en cuestion de escalamiento y optimizaciéon (Ver seccién 1.a.v). Por
esta razdn, los resultados presentados en este proyecto son trascendentales, por su
innovacion y aportacion significativa al area del conocimiento e investigacion sobre la
RNasa P. El ensayo de fluorescencia disefiado en este trabajo para la medicion de
actividad de RNasa P con la secuencia de nucleétidos tomada de estudios de Branvall y
cols. (2007), y modificada para usarse por transferencia de energia resonante
fluorescente (FRET), asi como los métodos estandarizados para monitoreo de
plegamiento térmico, permiten la optimizacion de los ensayos en alto rendimiento para

el monitoreo de la actividad de la ribozima en cuestion.
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En la presente seccidn se discutiran algunos aspectos generales relacionados con
los experimentos y resultados obtenidos, que aunados a las discusiones particulares de
los resultados en las secciones anteriores del trabajo, conformaran el analisis critico del
proyecto. En primera instancia, derivado del ensayo en alto rendimiento, se pudo
realizar la primera caracterizacion preliminar de la actividad de la RNasa P con un
ensayo diferente al usado tradicionalmente (Fig. 26 / Tabla 5). Dichos resultados
pudieron ser comparados con datos encontrados en la literatura y normalizados para
estos fines (Tabla 7) en tres referencias publicadas con datos enzimaticos completos y
comparables con este estudio.

De dicho analisis se destaca que tanto la afinidad (K,) como la eficiencia catalitica
(kcat/Km) de la RNasa P por el sustrato mini-hélice son notoriamente mas bajas que las
encontradas sobre el sustrato completo en RNasa P de dos diferentes organismos
procariontes; sin embargo, estos valores se encuentran en el orden de magnitud de los
parametros reportados a lo largo de casi tres décadas de investigacion sobre esta

ribozima.

Tabla 7. Cuadro comparativo de parametros cinéticos reportados para RNasa P, asi como los datos
obtenidos con el sustrato fluorescente en el presente proyecto. En este resumen se muestran pardmetros
de actividad calculados con diversas mutantes de RNasa P, tanto de E. coli como de T. maritima, asi
como con sustratos mutantes y diferentes concentraciones de MgZ+; no obstante, esta tabla permite
ubicar el rango aproximado en el cual estan ubicados los valores cinéticos de la RNasa P de T. maritima

con el sustrato minihélice fluorescente obtenidos por alto rendimiento.

K [MM] | Kea [Min] k“’“/Km, Orgamsn_m Referencia
[*10° M'min™] | de estudio
0.033-0.5 1.3-29 0.07 - 8.7 E. coli Guerrier-Takada, 1989
0.07-0.41 | 0.004 - 0.17 0.01-2.6 E. coli Liu, 1996
-- - 49-15 T. maritima Reiter, 2010

Datos obtenidos con la
0.98 0.46 0.47 T. maritima estrategia de alto rendimiento

en el presente trabajo
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Sobre los fragmentos potencialmente inhibidores encontrados como resultado de
este tamizaje, se destaca que en la biblioteca de Zenobia los tres compuestos
seleccionados como positivos para este proyecto resultan ser moléculas de benceno tri-
sustituidas. El inhibidor mas claro de estos, el 1,2,4-bencentriol (molécula 2.06D),
resultd ser un compuesto conocido desde afios atras por unirse con alta afinidad e
independientemente de la secuencia a acidos nucleicos, el cual ademas tiene
propiedades oxidantes y mutagenicas sobre el DNA (Zhang, 1996; Zhang, 1998;
Chung, 2002). Esta unién no especifica a acidos nucleicos también se comprobé con la
actividad de este compuesto sobre el perfil de fluorescencia del pre-tRNA, con lo cual
se observa un efecto de desplazamiento del bromuro de etidio con concentraciones
crecientes de 1,2,4-bencentriol (Fig. 30.A). Debido al hallazgo de dicho ligando no
especifico para acidos nucleicos, se experimentd también con el efecto del bromuro de
etidio en la actividad de la RNasa P, logrando una inhibicién clara de la actividad
también.

Se concluye entonces, de los resultados anteriores, que ciertas uniones de
moléculas no especificas interfieren con la actividad de la ribozima, debido
principalmente al intercalamiento de dichos compuestos en la estructura tridimensional
no solo de la RNasa P, sino de otros acidos nucleicos también, como su sustrato.
Adicionalmente, se comprueba que el ensayo de alto rendimiento y el sustrato
minihélice disefiado en este proyecto permiten detectar cambios en la actividad de la
ribozima, con lo que tras estos experimentos al menos se cuenta con un par de
controles negativos de actividad catalitica de RNasa P, el 1,2,4-bencentriol (fragmento
2.06D) y bromuro de etidio.

Sobre los fragmentos de la biblioteca Maybridge, el efecto y los resultados
obtenidos fueron menos claros que para la biblioteca Zenobia. Se piensa que esto se
relaciona probablemente con el disolvente DMSO que disuelve a los compuestos de la
biblioteca Maybridge, ya que existe una activacion de la RNasa P debida a este
disolvente, y esto quiza haya interferido con el tamizaje de las moléculas inhibidoras, no
encontrando cinéticas claras de maduracion — catalisis del extremo 5’-lider — del pre-

tRNA. Sin embargo, de los 4 compuestos elegidos de esta biblioteca se encuentran
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moléculas que incluyen ciclos aromaticos y una proporcion importante de nitrégeno, las
cuales son caracteristicas importantes para la unibn de moléculas a los acidos
nucleicos.

Aunado a lo anterior, como se pudo analizar en la seccién 7.vi del presente trabajo
sobre los compuestos inhibidores descritos para la RNasa P (Tabla 1), las moléculas
pequenas empleadas para inhibir la funcion de RNA catalitico han sido descritas en la
literatura desde hace algunos afos (Vourekas, 2008), con un caso de éxito bastante
claro que es el ribosoma bacteriano. Tomando un ejemplo particular de inhibidores para
el ribosoma, los aminoglucosidos, estos compuestos deben ser, entre algunas otras
caracteristicas, largos, flexibles y con cargas positivas, que se unen a ciertos sitios
importantes de la region catalitica y de reconocimiento de la ribozima. Dicha union se
sabe que ocurre tanto por las propiedades fisicoquimicas (tamafo y carga) de las
moléculas pequeinas, como por la estructura tridimensional de ambas. Es por eso que
incluso el pH del medio es importante para la afinidad por el numero de cargas positivas
que los grupos amino de estas moléculas tienen, ya que de estas dependera la unién o
no a secuencias de acido nucleicos.

Con la investigacion y analisis anterior sobre ligandos para RNA, se encontré que
las bibliotecas de compuestos disponibles hoy en dia para la seleccion de compuestos
y posterior disefio de farmacos basado en fragmentos no son Optimas para el
descubrimiento de fragmentos para RNA, ya muchas de estas bibliotecas incluso estan
optimizadas y predichas para la unién de moléculas a proteinas. Como perspectiva,
para proyectos posteriores sobre la misma linea de investigacion, se recomienda en
primera instancia buscar bibliotecas principalmente con moléculas de mayor peso
molecular, mas largas, flexibles y cargadas positivamente, por todo lo comentado
anteriormente. El desarrollo de bibliotecas de moléculas en este aspecto ha empezado
a despuntar con ciertos grupos de investigacion alrededor del mundo, que han disefiado
prototipos de bibliotecas con alrededor de 100 fragmentos para acidos ribonucleicos
(Bodoor, 2009). Se espera que esta tendencia vaya en aumento con el paso de los
afos por venir, ya que el interés de dirigir farmacos secuencia-especificos para estas
macromoléculas se ha incrementado por el descubrimiento de funciones cada vez mas

variadas y esenciales de moléculas de RNA en la célula.
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Sin embargo, en relacion con lo anterior, en el tamizaje llevado a cabo en este
proyecto con las bibliotecas de Maybridge y Zenobia, presumiblemente optimizadas
para union a proteinas, no fue posible distinguir un efecto especifico de los fragmentos
sobre la proteina P de la RNasa P al trabajar con la holoenzima (RNA + Proteina) para
los ensayos de actividad. Esto probablemente sea debido a las concentraciones altas
del ion divalente Mg?* (~100mM) y del NH4Ac (>300mM) adicionadas para poder
afianzar mejor la estructura funcional de la ribozima y, en consecuencia, incrementar la
velocidad catalitica de la RNasa P, incluso llegando a poder prescindir de la proteina P

para la catalisis in vitro.

Discutiendo sobre el ensayo disefiado de actividad en alto rendimiento, tras analizar
las ventajas y desventajas del método, se puede afirmar que la afinidad disminuida del
sustrato propuesto, comprobada en los experimentos realizados en comparacion con el
pre-tRNA canodnico, fue una ventaja experimental. La baja afinidad del sustrato mini-
hélice para la RNasa P nos permitié detectar cambios sutiles de actividad, ya que las
velocidades y concentraciones de sustrato fueron variables criticas durante el desarrollo
experimental, caracterizacion y optimizacion del ensayo en el presente trabajo. Se
comprobd que incluso los compuestos inhibidores de ambas bibliotecas encontrados
por el ensayo con la sonda FRET en alto rendimiento no demostraron efecto inhibitorio
claro en los ensayos en geles desnaturalizantes con el sustrato candnico (datos no
mostrados).

Por otro lado, consideramos un hecho innovador y de relevancia para trabajos
futuros alrededor de la investigacion en la ribozima la optimizacién hecha sobre el
ensayo con la intencion de escalarlo a microvolumenes para el uso en alto rendimiento.
Sin embargo, a pesar de que las cinéticas de seleccién de fragmentos en este proyecto
significaron un reto respecto a la estandarizacién y calculo cuantitativo por el ruido
experimental detectado (Seccidén 4.c y anexo 1), el ensayo tiene un gran potencial
cuantitativo en la medida en que se aumente el cociente senal/ruido. Proponemos que
esto se puede lograr ya sea mejorando los aspectos técnicos — que se puede lograr
usando un equipo mas sensible y rapido — o haciendo posible la disminucién del

volumen del ensayo en placas de 384 pozos o mas, obviamente con la consiguiente
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optimizacion de la cantidad de sustrato en cada pozo. Con estas modificaciones, la
sefal fluorescente a detectar se incrementaria y se podria obtener un mejor cociente
senal/ruido, como el observado en la caracterizacion preliminar de la Fig. 26, a
diferencia de los resultados obtenidos en la mayoria de las cinéticas del anexo 1.

Como perspectivas en este sentido se podria plantear la automatizacién del ensayo
en nanovolumenes, ya que hasta ahora las limitantes para realizarlo han sido la
capacidad manual y técnica para continuar haciendo mas pequefios los volumenes del
ensayo. En la medida en que se reduzcan estas dificultades técnicas, se podra
aumentar la concentraciéon de sustrato sin comprometer la viabilidad econdmica del

ensayo para obtencion de mejor sefal/ruido.

Otro aspecto importante, derivado de este proyecto, es la interaccion de distintas
metodologias de analisis instrumental, ademas del ensayo de actividad disefiado para
RNasa P, para obtener informacién y lograr una caracterizacion mas completa de la
interaccién entre dos moléculas, y la funcion resultante. El ensayo de desnaturalizacion
térmica para RNA con bromuro de etidio como indicador fluorescente, analogo al
thermal shift usado en analisis conformacional de proteinas, es una herramienta no
descrita en la literatura ni utilizada previamente a la realizacion de este trabajo.

El disefo y los resultados preliminares de esta estrategia experimental, que aun
requiere trabajo y desarrollo analitico, permitié la deteccién de la fluorescencia de los
acidos nucleicos al unirseles bromuro de etidio. Dicha emisién se reducira al perderse
la interaccidén del marcador con el RNA, probablemente por el desplegamiento de las
secuencias por efecto de la temperatura. Ademas, mediante esta técnica también se
pudo comprobar el efecto temperatura-dependiente de la fluorescencia de la sonda
sustrato (Fig. 29), ya que el perfil obtenido respecto a los RNAs no fluorescentes es
distinto, por lo que se puede comprobar el estado e integridad del sustrato por esta
técnica también.

En resumen, este método biofisico nos da informacion sobre la estabilidad térmica
de las secuencias de RNA, asi como de la afinidad de ciertas moléculas a los acidos
nucleicos por efecto del desplazamiento del bromuro de etidio. Eventualmente, a

medida que el desarrollo en moléculas pequefias de unién a RNA secuencia-especifica
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avance, se predice que se podra calcular cuantitativamente la especificidad de union de

compuestos a distintas secuencias de RNA de manera selectiva.

Sobre el sustrato fluorescente mini-hélice — del cual también se puede visualizar su
corte en geles desnaturalizantes similar al ensayo convencional de actividad de RNasa
P con sustratos radioactivos - es destacable que permite la comprobacién cruzada y
retroalimentacion de los hallazgos provenientes del alto rendimiento de manera directa
en geles de poliacrilamida con cantidades minimas de sustrato gracias a su
fluorescencia intrinseca. Este hecho permite la validacion y comprobacion de la utilidad
de la estrategia de alto rendimiento propuesta en el presente proyecto, asi como la
validacion futura de los resultados obtenidos, primero tamizando una gran cantidad de
compuestos por alto rendimiento en placas multipozo, para posteriormente comprobar
visualmente el efecto de las moléculas seleccionadas como inhibidores potenciales
mediante el corte del sustrato en el gel. Ademas, y como propuesta de continuidad del
presente trabajo, se podran calcular biofisicamente afinidades y cambios
conformacionales de la RNasa P con la metodologia disefiada y propuesta del ensayo

de desplazamiento térmico para RNA.

Finalmente y de manera general, el empleo de la fluorescencia en el presente
proyecto para los métodos desarrollados para la catalisis de la RNasa P, ademas del
monitoreo en tiempo real y en alto rendimiento, permite optimizar y escalar los
volumenes de los ensayos y la retroalimentacion de resultados a través de diversas
metodologias con el uso del sustrato fluorescente. Dicha innovacion en la
determinacion de la actividad de la RNasa P posibilitd el analisis de multiples
condiciones y de dos bibliotecas de fragmentos extensas completas, aunque en un
futuro esta misma herramienta permitira enfocar mejor la busqueda de fragmentos y

farmacos completos hacia la RNasa P como blanco farmacolégico especifico.
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6. Conclusiones

En el presente trabajo se diseid un sustrato de tamafio minimo basado en un
mecanismo FRET, mediante el cual se logré6 monitorear la actividad catalitica de la
ribozima RNasa P. Con esto, se introdujo una innovacién significativa proponiendo un
ensayo enzimatico fluorescente, sensible, especifico y no tdéxico, con capacidad de
escalarse a alto rendimiento en microvolumenes, para la determinacion de actividad
catalitica de la RNasa P. Gracias a esto, fue posible el tamizaje de dos bibliotecas de
fragmentos para el disefio de farmacos inhibidores para la RNasa P, de los cuales el
efecto de solo uno (1,2,4-bencentriol) pudo ser comprobado en geles de poliacrilamida
con el mismo sustrato fluorescente.

Ademas del disefio del sustrato mini-hélice para RNasa P, se introdujo el
fundamento de una técnica novedosa de desnaturalizacién térmica para RNA con
bromuro de etidio como indicador fluorescente. Este método puede resultar util para un
analisis conformacional rapido temperatura-dependiente de secuencias de acidos
nucleicos, asi como para estudiar el desplazamiento del bromuro de etidio por otros
ligandos de unién a RNA. Estos dos métodos propuestos en el presente proyecto,
ofrecen la ventaja de proveer informacion complementaria para la validacién cruzada de
los resultados obtenidos mediante las técnicas de alto rendimiento.

Como una perspectiva de este trabajo, se ha planteado la realizacién de pruebas
masivas con otras bibliotecas de compuestos de fuentes naturales y de fragmentos
especificos de union a acidos nucleicos, con el fin de descubrir y disefar farmacos

antibidticos especificos para la RNasa P bacteriana.
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8. Anexos

Anexo 1. Ensayos de actividad de RNasa P en alto rendimiento para

seleccion de inhibidores para la biblioteca Zenobia

A continuacion se muestran los ensayos de actividad realizados para los fragmentos
a prueba en placas multipozo. En todas las placas, se marcaron con rojo los ensayos
identificados como positivos para inhibicion segun la seleccidn descrita en “Resultados”.
Si la placa se muestra fragmentada indica que la lectura se realiz6 en diferentes
corridas

En algunas cinéticas se muestra dentro del cuadrado una nota, indicando si es
control de actividad, la concentracion de disolvente agregada respecto a la
concentracion de trabajo (ej. 1x, 2x, 3x, etc. serian uno, dos, o tres volumenes de
disolvente respecto al volumen de solucion de fragmentos adicionada en cada pozo) o

el coctel o fragmento al que corresponde dicho ensayo.
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i. Estrategia de seleccion de fragmentos de la biblioteca Zenobia

La decodificacién de la placa de cocteles de 8 fragmentos es como sigue: la fila
A corresponde a la placa 1 de Zenobia, la fila B a la placa 2, y asi respectivamente.
Sobre las columnas, cada pozo es la mezcla de los 8 fragmentos de la misma columna
de la placa respectiva de la biblioteca Zenobia. Sobre los pozos A12, B1 y D9, éstos
son controles experimentales de actividad con DMSO. Los cocteles respectivos a esos
pozos se realizaron en los pozos D10 y D11, mientras que el D12 es un replicado del

coctel 2.6.
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En la placa que corresponde a los cocteles de 3 fragmentos, el nombre de la
mezcla evaluada se indica en cada pozo. Dichas mezclas se hicieron a partir de
fragmentos individuales, haciendo combinaciones de compuestos antes no mezclados
para poder describir el posible efecto inhibidor de algunas mezclas de fragmentos en
lugar de compuestos individuales.

Cada mezcla, cuyo nombre se indica en negritas en la lista abajo mostrada, se
compone de los 3 fragmentos enumerados, nombrados con un cédigo relativo a la
biblioteca 1 de Zenobia. Dicho cédigo se compone como sigue: Primer numero = Placa
de la biblioteca 1 de Zenobia; Segundo numero (después del punto) = Numero de
Columna de la placa respectiva; Letra final = Fila en la que se encuentra el compuesto
(Ejemplo: El fragmento 2.08C esta localizado en la placa 2, columna 8, fila C de la

biblioteca 1 de Zenobia):

Al1-3: 1.12A, 2.01A, 2.04A
A4-6: 2.06A, 2.08A, 3.05A
A7-9: 3.06A, 3.09A, 4.06A
B1-3: 1.12B, 2.01B, 2.04B
B4-6: 2.06B, 2.08B, 3.05B
B7-9: 3.06B, 3.09B, 4.06B
C1-3: 1.12C, 2.01C, 2.04C
C4-6: 2.06C, 2.08C, 3.05C
C7-9: 3.06C, 3.09C, 4.06C
D1-3:1.12D, 2.01D, 2.04D
D4-6: 2.06D, 2.08D, 3.05D
D7-9: 3.06D, 3.09D, 4.06D
E1-3: 1.12E, 2.01E, 2.04E
E4-6: 2.06E, 2.08E, 3.05E
E7-9: 3.06E, 3.09E, 4.06E
F1-3: 1.12F, 2.01F, 2.04F
F4-6: 2.06F, 2.08F, 3.05F
F7-9: 3.06F, 3.09F, 4.06F
G1-3: 1.12G, 2.01G, 2.04G
G4-6: 2.06G, 2.08G, 3.05G
G7-9: 3.06G, 3.09G, 4.06G
H1-3: 1.12H, 2.01H, 2.04H
H4-6: 2.06H, 2.08H, 3.05H
H7-9: 3.06H, 3.09H, 4.06H
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Tal como se describe en los resultados, un ejemplo de la seleccion de compuestos
seria como se explica a continuacién en sentido inverso a la manera en la que se
realizd experimentalmente: El fragmento 2.06D (pozo A2 de la placa “Individuales”), con
actividad aparentemente inhibidora, deconvuelto a partir de la mezcla D4-6 (pozo A6 de
la placa “Cocteles de 3 fragmentos”), fue encontrado en los primeros ensayos en el
pozo B6 y su replicado en el pozo D12 de la placa “Cocteles de 8 fragmentos”. Otro
ejemplo seria la seleccién del fragmento 3.05F (pozo A7 de la placa “Individuales”), con
actividad aparentemente inhibidora, que fue encontrado en la mezcla F4-6 (pozo C6 de
la placa “Cocteles de 3 fragmentos”), a su vez rescatado de los primeros ensayos en el

pozo C5 de la placa “Cocteles de 8 fragmentos”.
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Anexo 2. Correlacion de actividad en gel con ensayo HT para RNasa P con

cocteles de fragmentos de biblioteca Zenobia

En este anexo se muestran los ensayos de alto rendimiento mostrados en el anexo
1.i con los cocteles de 8 fragmentos de la biblioteca Zenobia. La decodificacion de la
placa de cocteles de 8 fragmentos es como sigue: la fila 1 corresponde a la placa 1 de
Zenobia, la fila 2 a la placa 2, y asi respectivamente. En cada placa se incluye un
experimento control con la concentracion de trabajo de PEG-400. El ultimo carril de los
experimentos en la fila 1 y 2 corresponden a la banda de la minihélice sin catalizar.

Se muestran en cada pozo los valores de actividad enzimatica de RNasa P relativa,
calculados con la pendiente de la regresion lineal de las curvas de fluorescencia vs.
tiempo. Se colore6 cada ensayo estableciendo un codigo de colores tipo semaforo,
donde en rojo y naranja oscuro se pueden identificar los ensayos con inhibicion. La
fluorescencia no debida al sustrato minihélice se atribuye a la fluorescencia diversa de
los fragmentos bajo luz UV.

Los resultados de los geles y su correlacion con los ensayos en alto rendimiento se
comentan y discuten en la seccion Resultados y discusiones particulares dentro del

texto.
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Anexo 3. Ensayos de actividad de RNasa P en alto rendimiento para

seleccidn de inhibidores para la biblioteca Maybridge
i. Estrategia de seleccién de fragmentos de la biblioteca Maybridge

Para las placas de la biblioteca Maybridge, los fragmentos probados son los
ensayos de las columnas 2 a la 11. En las columnas 1 y 12 de todas las placas se
agregaron controles de actividad con DMSO u otras condiciones usadas para
establecer valores de referencia de actividad. Sobre los controles, todos se realizaron
con RNasa P holoenzima, a menos que se indigue TmR en la parte superior, las cuales
fueron realizadas sélo con la subunidad de RNA de la RNasa P.

En las placas |, Il, lll y IV, donde se probaron cocteles de fragmentos, se marcaron

en rojo los ensayos que, por inspeccion visual, se consideraron con inhibicion.

I.  Placa 1y 2 de Maybridge
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Il.  Placa 3 y 4 de Maybridge

Ill.  Placa 5 a 8 de Maybridge
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IV.
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Placa 9 a 13 de Maybridge
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ii. Ensayos con fragmentos potenciales individuales de Maybridge

Ensayo de alto rendimiento para el disefio de inhibidores para RNasa P

1

2

3

4

10

11

12

X

1A5

1B7

1B11

1C8

1C9

1E 11

2A5

2B7

2B11

2C8

X

X

2C9

2E 11

3C9

3D5

3E8

3F8

3G4

4C9

4D5

4E 8

X

4x

4F8

4G4

5C8

Ctrl

5G5

5G8

6C8

6E 6

6G5

6G8

4x

2X

7C8

TE6

7G5

7G8

8C8

8E 6

Ctrl

8G8

9B4

9B5

2X

X

9B9

906

OF 2

9G2

9H3

10B4

10B5

10B9

10D6

10E 2

4x

X

10G2

10H2

11B4

11BS

11B9

1106

11E 2

11G2

11H2

12B4

4x

X

12B5

12B9

12D6

12E 2

12G2

12H2

13B4

13B5

Ctrl

13D6

4x

I|IOIMMmMM oOoOoO|oo| >

X

13E 2

13G2

13H2

X

X

X

4x

2X

X

0.5x

4x

La correspondencia de los fragmentos de Maybridge probados en la primera

placa mostrada en esta pagina se muestra en la imagen siguiente, con nomenclatura
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placa-coordenada (Ej. El fragmento en la coordenada E6 de la placa 6 de Maybridge se
muestra como 6EG).

En estos ensayos se incluyen controles (indicados como “ctrl”) y ensayos con el
disolvente DMSO indicando la concentracién de disolvente agregada respecto a la
concentracion de trabajo (ej. 1x, 2x, 3x, etc. serian uno, dos, o tres volumenes de

disolvente respecto al volumen de solucion de fragmentos adicionada en cada pozo).
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iii. Ensayos con 4 concentraciones de fragmentos potenciales de
Maybridge

Tras la seleccion de 12 fragmentos potenciales de la biblioteca de Maybridge (para
el fragmento 8G8 no se realizo este ensayo por una omisidn experimental), se probaron
4 concentraciones diferentes de cada uno de los fragmentos, de 25 a 100 uM en orden
decreciente de manera vertical, para descartar falsos positivos.

Se indica en la primera fila el fragmento evaluado en las 4 celdas hacia abajo de la
misma columna y en la parte superior se muestra la estructura quimica de la molécula
correspondiente. En la ultima columna se muestra un control con DMSO, disolvente en

el que los fragmentos de la biblioteca de Maybridge estan disueltos.
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Anexo 4. Publicaciones y presentaciones derivadas del presente proyecto
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Abstract

RNase P, a ubiquitous and essential ribozyme that cleaves the 5’-leader sequence of tRNAs, is an
attractive pharmacological target for combating bacterial resistance to antibiotics. The lack of
high-throughput, analytical methods to measure the catalytic activity of RNase P, however, is a
bottleneck in the discovery of inhibitory compounds. In this work, we describe the design and
optimization of a novel, non-toxic activity assay for RNase P based on a small fluorescent
substrate. The resulting fluorescent minihelix shows an increase in sensitivity due to its 100-fold
lower RNase P catalytic efficiency than the natural pre-tRNA RNase P substrate. This fluorescent
probe allows for direct in-gel detection and, through the inclusion of a FRET quencher, can be
monitored in a high-throughput ribozyme activity assay. Using this technique, we performed a
preliminary characterization of a bacterial RNase P holozyme and further inhibition screening
using a fragment library in 96-well microplates. We clearly identified an RNase P inhibitor that,
although it is not specific for the ribozyme, serves as proof-of-concept demonstrating this

method’s utility for discovering potential RNase P-targeted therapeutics.

Keywords

Ribonuclease P, Catalytic activity, Drug discovery, High-Throughput Screening (HTS),

Fluorescence
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Introduction

Antibiotic resistance of pathogenic microorganisms is a growing health concern that presents
many challenges for effective medical treatment. One of the fundamental difficulties in
expanding our repertoire of usable antimicrobial agents stems from the relatively small number of
biological pathways that are targeted by current antibiotic therapies. Presently, most bacterial
infection treatment regimens target a limited set of enzymes, principally those involved in cell
wall, cell membrane, RNA, and protein biosynthetic pathways. To overcome current drug
resistances ', it is therefore paramount to develop novel antibiotics with alternative molecular
targets.

Among the many structures and functions of RNA molecules, ribozymes and RNA-protein
complexes have been posited as feasible targets due to their key roles in microbial physiology .
Specifically, ribonuclease P (RNase P) is an essential gene in prokaryotes 3 making it a potential
antibacterial drug target *.

Prokaryotic RNase P is a ribonucleoprotein complex that catalyzes the cleavage of the 5°-
leader sequence of pre-tRNAs during tRNA maturation. The complex is composed of an RNA
subunit (350-400 nucleotides, 120-125 kDa) and a small protein subunit (~110 amino acids, 14-
17.5 kDa) > referred to as the P RNA and the P protein, respectively. The RNA component
serves as the primary biocatalyst in the reaction. The function of RNase P protein, inferred from
structural and functional data, is to bind the 5’-leader region of the pre-tRNA substrate and assist
product release °. This ribozyme is dependent on divalent metal ions; Mg*" is needed for a proper
folding and activity ' and at high concentrations of Mg®" in vitro (>100 mM), P RNA is
catalytically active without the protein subunit ®.

RNase P substrate processing is site specific, but not sequence specific, and recognition is
mediated by both RNA and protein subunits. While the ‘typical’ pre-tRNA substrate of this
enzyme is usually around 76 nt in length, it has been demonstrated that even 8-12 nt RNAs which
form a 3-7 bp duplex can be cleaved by P RNA °. Pre-tRNA recognition elements, such as the 3’-
CCA end and 5’-leader sequences '°, are important for enhancing catalytic efficiency of this
ribozyme, but ultimately do not alter the target cleavage site. Furthermore, additional substrates

for RNase P that do not contain these recognition elements whatsoever are known (such as the
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4.58 RNA 7). Taken together, these findings suggest that RNase P can act on a gamut of
substrate sequences.

Catalysis by RNase P, a diffusion-limited reaction ', is accomplished through a bimolecular
nucleophilic substitution (Sny2 reaction) which utilizes two divalent cations to coordinate water
molecules and thus facilitate proton transfer °. Thus far, the analytical methodology for RNase P
activity determination ' has relied on radiolabeled RNA substrates. After mixing the substrate
with RNase P, the RNA product and substrate separated by denaturing polyacrylamide gel

2. This conventional

electrophoresis (PAGE) and exposed to a phosphorimage plate
methodology leaves little chance for detection of RNase P activity on a high-throughput (HT)
scale.

In this work, we present the design of an RNase P activity assay using a minimal reported
substrate " coupled to a fluorophore on the 3’ end and a non-fluorescent quencher on the 5° end.
The activity is detected by monitoring FRET, which is amenable to high-throughput screening
(HTS) in microplates. This method was used to discover molecules that bind the target RNA,

thus inhibiting the activity of the ribozyme.

Results and discussion

FRET substrate probe design and functionality

Fluorescence Resonance Energy Transfer (FRET) 1is a physicochemical and
spectrophotometrical mechanism used widely in molecular biology for both real-time and end-
point assays '*. This mechanism served as the base for designing our synthetic oligonucleotide
substrate probe, with a fluorophore molecule and a non-fluorescent quencher (NFQ) molecule at
opposing endings. The complete criteria and characteristics of the design of this probe are
summarized in Table 1.

When exposed to the excitation wavelength, energy transfer occurs from the fluorophore to
the quencher of the intact FRET probe owing to their proximity. If the substrate is cleaved,
physical separation of the quencher from the fluorophore allows light emission that can be

detected with a spectrofluorometer '*.
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A relatively short RNase P substrate ribo-oligonucleotide sequence was selected from
literature . The best substrate candidate to fulfill the design assay requirements was the
minihelix pMini3pbUG, whose cleavage kinetics were confirmed and characterized by Bréanvall
et al . The 24 nucleotide sequence of this minihelix (5’-GAU CUG AAU GCG GAA ACG
CGC CAC-3) is highly predicted to form secondary structure as assessed by RNAFold Web
Server !/, with a thermodynamically spontaneous folding of -7.30 kcal/mol (Figure 1.A).

Probes for this type of assay rely on efficient fluorescence quenching; this typically occurs
when the fluorophore and quencher are separated from 10 to 100 A . The physical distance
between the FRET-pair molecules is predicted to be shorter than the maximum FRET distance
(Figure 1.B). Finally, due to the requirement of several excitation-emission cycles per run to
obtain kinetic information, Alexa Fluor 488 was selected as the fluorescent dye owed to its high
photostability *°.

Substrate functionality was first tested in polyacrylamide gels (Figure 2) to ascertain
specificity of the ribozyme activity to ensure that the FRET pair molecules (fluorophore and
quencher) did not sterically hinder catalysis. After testing for RNase P activity on the modified
FRET substrate, confirming the specific cleavage in-gel and optimizing this reaction in
microplates (data not shown), we performed a preliminary ribozyme characterization and HTS

with a commercial library, looking for potential inhibitor fragments.

Characterization of RNase P with novel fluorescent assay

A set of kinetic plots demonstrates the functionality of RNase P assay substrate in high-
throughput (Figure 3.A). A preliminary Michaelis-Menten fit and Lineweaver-Burk analysis was
performed and the kinetic parameters were calculated (Figure 3.B; Figure 3.C; Figure 3.D; Table
2). The obtained catalytic efficiency (kea/Ky,) of 0.47*%10° M/ ;i can be compared with the values
obtained by Branvall et al ", 110-fold lower compared to the enzymatic parameters of the full
size tRNA precursor. In our case, the value for the catalytic efficiency of a full pre-tRNAPhe is
15%10° M/, . We also tested the minihelix construct without the fluorescent label, and the same
RNase P processing pattern was observed (Figure 4). Taken together, these data support that the

presence of the fluorophore and the quencher did not affect the activity significantly.
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HTS for Zenobia library and selected inhibitory fragments

A HTS of the 352 fragments of Zenobia Library 1 (Figure 5.A) was assayed in the presence
of RNase P and the fluorescent substrate in an attempt to find individual fragment inhibitors.
Four fragments were identified as possible inhibitors for RNase P activity. Individual assays for
these compounds at four different concentrations (Figure 5.B) confirmed the inhibition for three
of them.

After validation of inhibitory fragments in PAGE activity assays, the effect was visibly
confirmed only for compound 1,2,4-benzenetriol (Figure 6.A). This molecule is known to be a
genotoxic and mutagenic benzene metabolite, described to cause oxidative damage in DNA 2,
This compound binds with high affinity to nucleic acids in a sequence-independent manner,
probably by stacking interactions. This effect was confirmed using ethidium bromide (EtBr) in a
PAGE assay (Figure 6.A). Although it is not possible to use these molecules as potential
scaffolds for rational drug design, our results demonstrate that the methodology developed is able
to rapidly assess inhibition of ribozyme activity.

To further test the fluorescent probe, known inhibitor molecules of either prokaryotic or

2327 were tested with our recombinant T. maritima RNase P (Figure 6.B). All

eukaryotic RNase P
of the compounds demonstrated an inhibitory effect, despite the selectivity of the inhibitors is not
tested yet for our experimental RNase P.

Overall, it is remarkable that we were not able to find a specific inhibitor, either for the P
RNA or the P protein, at the conditions and concentration of our assay, from around 2,000-fold(in
HTS) to 30,000-fold (in PAGE) test compound over RNase concentration. This reflects the lack
of high-affinity compounds available for RNase P, despite the previous work of several groups **
2832 We can owe this effect to the modest size of the fragment library used, and moreover the
under-representation of RNA-targeting molecules in the screen 33 Nonetheless, we expect that
the proposed HT method will contribute to more findings and lead-optimization for better RNase

P inhibitors.
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Experimental

RNase P reconstitution and traditional activity assay

Plasmids coding for the Thermotoga maritima RNase P subunit and a canonical substrate,
phenylalanine pre-tRNA from T. maritima, were produced and purified by CsCl gradient
ultracentrifugation. Both RNAs were produced by in vitro transcription and purified by
denaturing 6% urea-PAGE with standard protocols. Production and purification of T. maritima P
protein was accomplished as previously reported **.

The reconstitution of the holoenzyme was performed by mixing P RNA and protein in a
1:1.1 ratio in 1X TH buffer (Tris-HCI pH 7.4 33 mM, HEPES 66 mM) and 100 mM (or 400 mM
in the absence of the protein subunit to increase activity) ammonium acetate (AmOAc). The
mixture was heated to 94°C for 2 minutes in a water bath, then chilled to 0°C for 2 minutes after
which 100 mM MgCl, was added. The concentration of the reconstituted holozyme was
quantified using a ND-100 NanoDrop after which it was stored for several months at -20°C
without considerable degradation or loss of activity.

For the conventional activity assay, reactions were incubated for 10 minutes at 50°C (or at
37°C with 400 mM AmOAc) after which the entire reaction volume was loaded onto a
denaturing 18% urea-PAGE. UV shadowing or ethidium bromide staining were used to visualize
RNA cleavage. Detection of minihelix fluorescence was achieved under UV-lamp with excitation

at ~254 nm.

RNase P HT fluorescence activity assay and fragment screening
The minihelix substrate (Figure 1.A) was adopted from a previously published RNase P

substrate, pMini3bpUG, described by Brénvall et al 13

and the chemical synthesis was requested
to the custom RNA oligo division, Sigma-Aldrich.

For the RNase activity assay, a 60 uL reaction mixture that contains holozyme at final
concentration of 20 nM in TH buffer is pre-incubated at 45°C for at least 5 minutes in black 96-
well microtiter flat bottom plate (Costar). The reaction is then initiated by adding 210 nM of the
FRET substrate probe. In fragment screening assays, an initial concentration of 50-150 uM of

each test compound was added to holozyme and pre-incubated for 5 minutes with gentle agitation

at 45°C prior to substrate addition and the basal fluorescence of each reaction was measured.
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Immediately after adding the substrate, kinetic activity was monitored at 45°C with at least 10
readings per well every 90-120 seconds in a DTX 880 XS Multimode Detector (Beckman
Coulter). The probe was excited at 485 nm and FRET monitored at 535 nm with an integration
time of 3 sec. From the kinetic plots of Relative Fluorescent Units (RFU) versus time, linear
regression was used to fit the slopes in the linear portion of the curves with at least 7 data points
to obtain initial velocities with the Multimode Detection Software, version 2.0.0.12 (Beckman
Coulter). Enzyme kinetic non-linear fits for calculating Michaelis-Menten parameters were
performed using GraphPad Prism® 6.01 software.

For the HTS with fragments, Zenobia Therapeutics Library 1 dissolved in PEG-400 was
tested. The 352 compounds from the library were initially tested in cocktails of 8 fragments per
well. Subsequently, cocktails that showed inhibition were then taken to determine the individual

fragments responsible for inhibition.

Conclusion

HTS methods are among the most common and preferred options for contemporary drug
discovery. This is especially true in the case of fragment-based drug design * since these
techniques optimize reagent volumes and improve the output of the drug development process.
As one of the two essential, ubiquitous, multiple turnover ribozymes known, RNase P is a highly
attractive drug target. The highly sensitive, fluorescence-based high-throughput assay proposed
here aims to enhance the suitability of RNase P as a screenable target, allowing for the search of

greater chemical spaces and the discovery of specific inhibitory compounds.
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Figures

Figure 1. A. Schematic representation of the fluorescent minihelix substrate with the predicted
fold calculated by the RNAFold Web Server . The designed probe included either Black Hole
Quencher 1 (BHQI1) or Black Hole Quencher 2 (BHQ2) in the 5’-end, and Alexa Fluor 488
molecule in the 3’-end. Red brackets indicate the leader sequences, the box frames the 3 bp-stem,
and the arrow shows the canonical cleavage site for RNase P. B. Distance between 3’-end and the
5’-leader end in a folded pre-tRNA in complex with RNase P (PDB code 3Q1R) is calculated to
be ~42 A, well within the 100 A limit for FRET. It is inferred that the distance between FRET
pair molecules in the substrate probe, when it is not cleaved, allows for fluorescent resonance
transfer energy (FRET), extinguishing Alexa Fluor 488 fluorescence. Diagram symbols are the

same than those used in panel A.
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Figure 2. RNase P urea-PAGE Kkinetic assay with a minihelix fluorescent substrate. Ribozyme
catalysis of the fluorescent substrate led to the time-dependent disappearance of the 24-nt
substrate with a simultaneous accumulation of the 15-nt product. The predicted folding and
FRET pair molecule in each are indicated at the left of the figure (BHQ1 [blue] at the 5’ end of
the RNA probe and Alexa-488 [green] at the 3’ end).
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Figure 3. A. Representative plots of a preliminary characterization of RNase P activity with
minihelix substrate at different concentrations, indicated nM. Each square plots time on the X-
axis (20 minutes) and Relative Fluorescence Units on the Y-axis. B. The Michaelis-Menten
model fit for RNase P activity indicates that the ribozyme behaves enzymatically with the
minihelix fluorescent substrate. C. Lineweaver-Burk linear transformation of the Michaelis-

Menten plot. The dashed squared part of the graph is shown expanded in D.
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Figure 4. Comparison of RNase P activity using fluorescent and non-fluorescent minihelix
substrates in a 20% PAGE end-point activity assay at 55°C. A. RNase P end-point activity assay
with 5 ng of RNA fluorescent substrate visualized directly with UV light. B. RNase P end-point
activity assay with 5 ng of RNA non-fluorescent substrate stained with EtBr, then exposed to UV
light. In both cases, similar rates of catalysis are observed with disappearance of substrate (upper

band) and accumulation of product (lower band).
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Figure 5. Selected data from the HTS activity assays with inhibitor fragments in 96-well
microplates. Fragment selection was performed with 50 uM of each fragment, 20 nM RNase P,
and 210 nM of fluorescent substrate. Wells labeled Ctrl are activity controls with solvent PEG-
400 at working concentration (roughly 5%). The monitoring time for each microplate is the same
for every well (>10 minutes each square). Plots marked with red backgrounds were considered to
have demonstrated inhibition as compared to internal control standards. Plots indicated with
orange backgrounds were considered to be inhibitory by the HTS, but were not able to be verified
by urea-PAGE. Plots marked with yellow backgrounds showed inhibition that was attributed to a
mixture of compounds. A. Compound mixture deconvolution *' was used to identify individual
inhibitor fragments. From an 8-fragment cocktail mixture in the initial screening, six inhibited
assays were selected. Subsequently, 3-fragment cocktails were prepared by mixing fragments in
previously unused combinations, obtaining four potential inhibiting mixtures. Finally, individual
fragments were tested out of the 3-fragment cocktails, resulting 4 molecules as potential
inhibitors. In the figure, the presence of each of these 4 inhibitors in the 8- and 3-fragment
cocktails is indicated by the abbreviated name of each compound and its chemical structure in the
appropriate plot. B. Individual concentration assays for the four potential inhibitors. Compounds
BZT, AMF and AHB were considered potential inhibitors in the concentration range tested in
this experiment.

Chemical data of compounds: BZT (1,2,4-benzenetriol; CAS 533-73-3), AMF (5-amino-2-
metoxiphenol, CAS 1687-53-2), AHB (4-amino-3-hydroxybenzoic acid; CAS 2374-03-0) and
HIM (1H-indol-2-methanol; CAS 24621-70-3).
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Figure 6. End-point urea-PAGE RNase P activity assays with various inhibitors using the
fluorescent minihelix substrate. A. RNase P RNA subunit end-point activity assay with 450 ng of
fluorescent substrate confirms inhibition by EtBr and fragment BZT (1,2,4-benzenetriol).
Concentration of compounds was 30,000-fold greater than the P RNA concentration. As
expected, the control activity assay showed almost complete conversion of substrate to product.

252 o .
7 shows that retinoic acid

B. RNase P end-point activity assay with known RNase P inhibitors
and acitretin, at 6.25mM, have an inhibitory effect on T. maritima RNase P 2, Kanamycin 2" and
chloramphenicol demonstrated milder effect at 20 nM. The substrate concentration in this set of
experiments was increased two-fold to allow for better quantification of the amount of substrate

turnover.

117



Diaz Tufinio C Ensayo de alto rendimiento para el disefio de inhibidores para RNasa P

Tables

Table 1. Physicochemical characteristics of the RNA substrate probe designed for the HT RNase

P activity assay.

Characteristic Details / Reference

Excitation Apax = 494 nm
Fluorophore Alexa Fluor 488 Absorbance A pax = 495 nm

Emission A pa = 517 nm >

Amax = 534 nm
Qrrer = 91%
Qeontact = 95%
Amnax = 580 nm

Black Hole Quencher 1
Quenchers used and their (BHQ1)

interactions with Alexa Fluor

488 Black Hole Quencher 2
Qrrer = 91%
(BHQ2) s
Qcontact = 93%
BHQ at 5’ end; Guanine at the 5° end may
Fluorophore position Alexa Fluor 488 at 3° | have a quenching effect over
end fluorophore °

Extinction coefficient =
~288,244 M cm’!
"ol OD,g0 = 3.47
"2/0Dag = 30.82
5’-GAU CUG AAU

Spectrophotometrical
characteristics of the probe

(Theoretical prediction)

RNA probe sequence GCG GAA ACG CGC B
CAC-3’
. Molecular weight =
Size 24 nucleotides
8,947.7g/mol
High probability of
. Theoretical prediction with

Secondary structure forming 3-4 bp stem

) RNA fold Web Server '’
(Figure 1.A)
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Table 2. RNase P kinetic parameters with the minihelix fluorescent substrate in HT, with 100

mM MgCl,. Calculations were performed with using the Michaelis-Menten fit in Figure 3.B.

Kinetic parameters

Vmax Vmax
nM substratef.r 22.92
min
K [uM] 0.98
Keat [min™'] 0.4584
Catalytic gycle time 218
[min]
Keat/Km [M™ min™] 0.47 x 10°

Michaelis-Menten non-linear fit

20 different concentrations

119



Diaz Tufinio C Ensayo de alto rendimiento para el disefio de inhibidores para RNasa P

ii. Cartel presentado en la Cuarta Muestra de Carteles del IFC

Lugar: Instituto de Fisiologia Celular, UNAM
Fecha: 25 de Enero de 2013
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