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RESUMEN

Una estrategia gue ncs ha parecido atractiva para la
detececion de bdlancos que no son abundantes,

ha sido el incluir
detectores en moléculas replicables gue pueden ser
exponencialmente amplificadas despues de
hibridacidn de acidcs

un ensayo de
esta idea,

nucléicos. Para demcstrar la viabilidad de
construimos RNAS racombinantes gue contienen insertos
con secuenclas cetecteoras presentes en P.falciparum y demostramos
que estos RNAs pueden hibridar con un blance del parasito e,
iguralmente ser roplilicadces
del fago Qf3. La

en form
de

en forma exrponenclal con la replicasa
replicasa del fago QBF reconoce

aspecifica y puede
a partir de

2xTramadament
replicacicn

natural para 1la

zemplados de RN
iniciar uwna
sola molécula.

Teacciotn
a
G es el MDY-1

cemplads
que consiste de 221

un
replicasa da

Qrzro
bases nuclecotidicas.

La coanstruccidn de RNAsS recombinantes

se hizo posible paor la
disponibilidad cde un plésmido que contiene
de MDV-1l, gue sirve como templado para
esta molécula cuands s=

T7.

la secuencia de cDNA
la sintesis
incuba in witrzo con
La insercidn de secuencias detec
descrito,

del RNA de
1a RNA polimerasa de

Tocras dentro del plésmido
llamadn pT7MDV, dentrc de la secuancia de &MDV-1 crea
rempladocs que puedan ser usadoss para la s
replicables.

ae sondas de RNA
Nos hemos erasadce posterigrmente en ia potencialidad de
los RNAS recomirinartes amplificables, para desarrollar un ensayo
sensible gue sea 3Til en 12 deteccion d2 rertreviruses patogenicos
tales como el HiIV-!, el cual presenta una infeccidon con
caracteristigas %tales guz hacern importante la deteccidn de sus
genes .o mensajercs. Para =a2cste £in, construlmes 8 RNAS
recombinantes gue contienzn aiversas secuenciss dete
complamaentarizs a una

coanservada del gene
virus HIV-1. Zscos RAAs

n

pol del mRNA del
cn estudiados en cuanto a sus

propiedacss replicativas utilizando la replicasa de QBP. Varios de
€llns moscraron serx

buenas moldculas replicantes con propiedades
cingéricas similares a las de MDV-~1,

algunas otros mostraran



propiecdades deletogénicas y otrds no Teplicaron. Con kase en los

resultadss cbtenidos de este estudio, hicimss un analisis
comparazivo de los distintoas RIMAS recombinantes, conn la ayuda de
Pregra

5 de computadosa, con el fin de encontrar las

caracterI in

ticas fue s2n ntes en Xa replicabilidad. Con
s

los enfogue

veilizados - puadimos elucidar tales

n serxizda.
107 v 1c9.

un hibrido
sonda unida
incumacicn
en cada rea

radioisgropes. ©n oand izl

blancos (mo

mara

Hemos
a :0,00C moiéculas de

Los resultacos
hibridaciocn

clinices s




OBJETIVO

Ei objetive pri
forma de acopiar la
replicasa de Of a2 i
tales como la hibrica
se ersigue Ttn ello

sensibilidad de csre tipo de ensayos. Concretamente s desea la
ou

consiste en buscar una
icacion de RMNA por la
de dereccisn altamente especificos,

cipal de este trabajo
» ordinaria amplis
Ze &cidos nucleicos. La finalidaz

que
a de incrementar

cualizativamente ia

u
()

construccidn de sondas

U2 una wvez unidagc a su klanc
una sefial en forma de PNA re 2 Gque

plicable

do warios esquemas para este f£in,

a
icamence loo sigulentes 1

=~ Construir mcleculas de RNA recombin
bifuncicnalez, ya gque pPsr una parte scndas de nhibridacion y
pPOr otra parte serdn templacos susc

replicasa del fago CB.

replicacidn con la

— Demostzr
replicabl
HIV-1.

de hibridacisdn
de un mPNA de

ser un m
la replicasa con s
asctucdio d2 los aspe
RNA

nec
replicacivas
anialisis podr

replicativas ce <
secundaria pred
computacicn. Posib
conclusiones en



-INTRODUCCION

I SONDAS MOLECULARES

A) Generalidades

En la diologia molecular se presentan muchas situaciones en
las cuales hay la necesidad de determinar la presencia o ausencia
de una molécula especifica entre una gran cantidad de meléculas

no relacionadas. de dcidos nucléicos han

Un sonda de DNA (o RNA) sirve en
términos generales para demostrar la presencia de una secuencia

Para este fin las sondas
tenido un papel esencial.

homéloga en una muestra dada conteniendo otreos dcldos nucleicos.

Posteriormente a los reportes de Gillespie y Spiegelman
{(Gillespie et al, 1965)

(Southern et al, 1975),
el uso de sondas se ha extendido para diversos propésitos hacia
todas las ramas de la biologfa. El1 uso mas generalizado de las

seondas de DNA en la experimentacién badsica ha sido en la
deteccisén

Yy al cde Southern

y aislamiento cde secuencias gendémicas y seguimiento de
RNAs mensajeros.

Se han usado también para estudios de
clasiflicacidén taxondmica,

para estudios de evoluclidn molecular,
mapeo de genes,

mutagenesis, etc; y han tenido aplicaciones
biotecnolégicas en el area de genética humana y estudios
epidemioldégicos en parasitologia y microbiologia.

Un ensayo de nibridacidén, tal como lo repoertaron
primeramente Gillespie y Spiegelman involucra los siguilences
pasos: a) fijacién del DNA de una muestra, previamente separadas
sus cadenas, en una membrana de nitrocelulosa; b) introduccidén de
una secuencia probadora o sonda, que es especificamente afin a
una secuencia unica presente en el material usads como muestra.
Esta secuencia unica es cdenominada blanco. La afinidad especifica
que la sonda presenta per el blanco es debida a que las
secuencias blanco y sonda son ceomplementarias; <) incubacidén para
permitir la nibridacidn de la sonda con =1 blanco; &) separacidén
de las moléculas cde sonda no hibridadas a través de técnicas de
lavado y; e) deteccidén de la sonda unida al blanco mediante el
uso de diversas técnicas de generacidén de senales,

las cuales



influyen de una manera importante en la sensidilidad del ensayo.
Algunas de estas técnicas se describen mas adelante.

B) Propiedades

1. Afinidad y Especificidad

ES evidente que el éxito de las sondas de iAcidos nucleicos
depende de su alta afinidad por su blanco, de sSu gran
especificidad, la cual ademds puede controlarse por medioc de
cricverios de astringencia y de 1l1la facilidad con la que pueden

pPrepararse sondas unicas utilizando mérodos recombinantes o de
sintesis quimica.

La afinicad y especificidad de formacioén de una doble hélice
por dos cadenas de DNA s=on superiores a las de cualgquier otro
tipo de complejo formado por la asociacidén de moléculas
bioclégicas (Lerman, 1986). La alta afinidad de formacién de un
hibrido causa una unidén estable que persiste aun en un medio en
el cual hay muy baja concentracién de sonda. Un hibrido de &cidos
nucleicos tiene una afinidad, que expresada como constante de
disociacidén, resulta mayor que la de las otras uniones no
covalentes que se han caracterizado. Si bien no se han hecho
estimaciones experimentales de las constantes de disociacién de
cadenas de DNA para moléculas con las caracteristicas de una
sonda molecular tipica, a través de cidlculos tedricos se ha
determinado gue bajo las condiciones de temperatura Yy

concentraciodn de sal de un experimento de hibridacidn,

los
valores de disociacién son cercanos a 10723 MM a 5 C por debajo de
la T.M. de una molécula de 272 pares de bases (un fragmento de 1la
f-globina humana). Este valor es mucho mayor gue el del rango de
reacciones tipicas antigeno anticuerpo (10" °a 107° M) y es mayor
que el de las mas altas afinidades que se han reportado para
interacciones especificas de proteinas, p. el. para la asociacién
de biotina-avidin (107*®* M), la unidén del represor de lambda al
operador Op (3 x 10-® M) ( Fischer et al, 1980).



Una propiedad aun mas atractiva de los probadores de DNA y
RNA es su alta especificidad, particularmente cuandoe se piensa en
su uso para diagnéstico clinico,

en donde un alte nivel
discriminatorio es reguerido.

Ademas las sondas moleculares
ofrecen tambien la interesante posibilidad de ajustar la
especificidad para satisfacer las necesidades particulares de un
experimento. Calculos tedricos para el fragmento de P—glokina
sugieren que la constante de disociacidén de las dos cadenas se
incrementa aproximadamente 40 veces para cada base distinta en
una secuencia de 272 p.b.. De acuexdo a esto, Se esperaria para
10 bases diferentes un incremento en la constante de disociacisén
hasta 107 M. Lo anterior descarta totalmente la posibilidad de
que a un criterio estr-icto, dos cadenas gue difieran en esa
magnitud puedan hibrigdar (Fischer et al, 13%80).

2. Sensibilidad

La sensibilidad de un ensayo de hibridacién depende de un
grupo indicador que es inceorporado a la sonda. El indicador que
mas se utiliza en el laboratoric es el fosfato radiocactivo, el
cual se introduce a la molécula scnda mediante alguna reazcién
bioquimica in vitro. Este matodo de deteccidén

2frece un iimite de
sensibilidad gue permite la

deteccioén de 2ZC0, 000 blancos.

Por la conveniencia de utilizar mé#todos
ha implementado también el uso de enzinmas
orgdnicas flucrescentes.

ne radiocactivos, se
o d= moléculas
En estns esguemas de deteccion nio

radicactives se ha logrado incrementar la sensibilicad por medic

de la incorporacidn de un grupo de bilotina en el probador (Langexr
2 ha unlido a2l blanco, una
enzima es unida wia la interaccion mioci

1983). Este preocrdi ento permite la acumulacisn

et al, 1981). Una vez gue @l prcbador

.na-awridina (Leary et al,
de un gren

nimero de mcocléc: cada complelc enzima-—
probador. Las enzim

w=n este tipo de detaeccidén
scn la £o0s57

Zten =nsayos
L,os limites de

tasa ¥




deteccidén en los esquemas que emplean amplificacidén lineal es del
orden de 1,000,000 de moléculas de blanco.

Se han concebido tambilién sistemas de generacidn de senal
basados en amplificaciéon exponencial. Este concepto significaria
un aumento cualitative de la sensibilidad. Un enfogque de este
tipo gue ya se utiliza, consiste en hacer copias del blanco
wvrtilizando un sistema de amplificacién in _witro llamado
“peolymerase chain reaction”™ (PCR).
Saiki et al (Saiki et al, 158B5.

Esta técnica fué reportada por
1988) y consiste en utilicar

Erlich et al, 138B. Saikxi et al,

dos sondas gue son complementarias
solo a laos extremos de la secuencia blanco,
un procesc enzimitico,
todo el blanco.
duplicacién del

pero que a traves de
sirven como primero para la replicacidn de
Cada vez gque se repite el procesc se obtiene una

numere de secuencias blanco, hasta gue se genera
un numero altc, superior a un millen de copilas.
moléculas puedsa

Tal cantidad de
detectarse utilizando sondas marcadas
radicactivamenre. Este método es muy sensible, sin embargo
presenta el inconveniente de gue en ocasiones se generan sefiales
falsas positivas, es decir se replican segmentos gue no son
copias verdaderas del blanco. Otra limitacion de este
procedimiento es que requiere al menos dos sondas de 4dcidos
nucleicos e invcoclucra tres pasos para cagda ciclo,
muy practico.

leo cual no es
tro sistema de

amplificacién exponencial de
podria ser supericr, ya gue seria mas
amplificar la sonda. Una
un RNA,

el cual
por una

sefial que
Adirecto, es el de

forma de hacer esto es unir la sonda a
vez puede ser copiado en forma expoenencial
RNA polimerasa RNA~dirigida.

a su

Una polimerasa de este tipeo
es la replicasa del bacteriocfago Qf,
witro para sintetizax

la cual puede utillizarse in
come templado,

grandes canrtidades del RMNA que se utrilice
poCo tiempo. Las caracteristicas de esta
polimerasa y los templados qgque

seccion II

en

reconoce se descrikten en la
an donds se mencionan las ventajas gue presenta esta
reécnica de amplificacion.



C) Sondas moleculares en el diagnéstico de agentes infecciosos.

El uso de probadores de DNA para el diagndstico de agentes
infecciosos, se basa en la premisa de gue en todo organismo
existe informacidén que es unica de la especie y que sirve para
diferenciarlo de organismes muy relacionados. Convenientemente
para este tipo de ensayos, las secuencias gque mas rapidamente
evolucionan en los organismos eucariotes frecuentemente son de
DNA repeticivo o satélite. Es decir, es muy comidn que las
secuencias gue se utilizan para identifiicar e:zpecies, se
encuenctren ademas altamente repetidas en el organismo y por lo
tante, hagan posible el desarrolleo de ensaysSs sensibles.

Por las propiedades ya antes discuticz2s5 de las sondas
moleculares, l19s ensaycs de deteccidén ae agenrves inrecciosos por
hibridacidén, tienen la precisidn que fracuentemente constituye un
problema cuando se utilican métodcs convencionales (p.ed
visualizacion al microscepio) . Ademas hay Sue destacar gque los
sondas moleculares constituyen un métcdo de deteccidn directa. En
la tabla ! se presenta una sinzesis cde 1as wventajas gue tiene el
uso de scndas moleculares para ensayos diagnoésticos en
comparacidén ccn octro método actual de detecoidn directa, como es

el uso de anticuerpoas moncclonales.

Hasta ahora se ha reportads el aislami o de warias
secuencias repezitivas especie especifiica sy uso para la
idencificacion de un p

r&sive. Ejempl s son el de

a
deteccion cde P. fa.ciparum {(Franzen 41, el de T.cruzi
(Gonzalez et al, 1334), etc. Sin er actualiidad, 1la
utilizacion de estos ensa esta vnisamente al

laboratcrio de investigacid
El uso futurc de g as de DNA O RNA en el laboratorio

clinico dependera de gue S satisfagan dos condicicnes

esenciales, entr2 stras. Estas son: un fofmats pridctico y un

sistema de dzzoTclen, que 2ventualmente permita prescindir del
razticoe incluiria las

uso de roazii idad. Un fo-mato o

o
siguientes c



SONDAS DE

ANTICUERPOS

DA o RNA MONOCLONALES

ESPECIFICIDAD ABSOLUTA VARIAER £

AFINDAD MUY ALTA ALTA .

POTENCIALIDAD

DE CUANTIFICACION BUENA A EXCELENTE POBRE

DE ORGANISMOS

CAPACIDAD DE .

DETECCION OE 1-10 FACTIBLE MPOSIBLE

CELULAS BACTERIANAS

CAPACIODAD DE

DESARROLLAR ENSAYOS EXCELENTE EXCELENTE

NO ISOTOPICOS (EN DESARROLLO) {EN EL. MERCADO)

POTENCIALIDAD OE

PRODUCIR SCNDAS CON ABSOLUTA POBRE

ESPECIFICIDAD VARIABLE
(AMPLIA O ESTRECHA)

TABLA 1 COMPARACION DEL USO DE SONDAS MOLECULARES Y ANTICUERPOS

MAONOCLONALES PARA ENSAYOS DE DETECCION DIRECTA DE AGENTES
INFECCIOSOS Y ENFERMEDADES GENETICAS.



1) Un proceso muy simple de preparacidén de la muestra tal

que no involucre purificacién del DNA ni inmovilizacidn
de la muestra.

2) Resultados obtenibles como valeores numéricos con una

distincion clara entre positiveo y negativo

3) Resultados convertibles a numero de agentes infeccioses
4) Reproducibilidad sin interferencia de las Impurezas de la
muestra

Un esquema que se ha desarroilado con estocs objetivos en

mente ha sido el de la hibridacidn en

sandwich (Ranki et al,
1283), en el cual se utilizan dos

regicnes diferentes de 1la
secuencia blancc. Una de estas regiones hibrida con la sonda de
derteccidn y la otra hibrida con una sonda llamada “de captura”,
que a Su vez estd unida a ura fase sé6lida y de esta

manera
permite el aislamiento cdel

complejo de hibridacién. Dencro de
este mismo contexto algunas entidades comerciales se han

interesado en el desarrollo de “kits” gue de una u ctra forma
logran algunas de las caracteristicas a

crika mencionadas. Para la
elaboracidén de esc

crabadc se ha elegido un
por la compafifa Gentrak Systems denominado
(vease arcviculo). La ccocmbinacion del
Systems y

formato desarrollado
*rtarget cycling”
prccedimienco de Gentrak

un sistema cde deteccidn gue se basa en amplificacidn
exponencial de sefial, cuyas bases se

descriken mas adelante, nos
ha permitido llevar a la practice un e2jemplo de un ensays de
deteccidn con potencialicad de tener

idn general,

slica

IT AMPLIFICACICN DE RIA CON La REPLICASA ce QR.
Las ventajas ca de amplificacidén de RNA

mir de la siguiente manera :

con la replicasa
= La replicasa de ecifica para sus propios
templados de

- Una sola o

u ipro iniciar 1la
reaccisn de re i 1, 1952y,

- Debkido a gue a irwven zomc templado para
la repliracidn, mient d

e enzima la reaccidn



ccurre en forma exponencial y por lo tanto la sintesis de RNA es
muy rapida (Haruna et al, 1365b).

— La cantidad de RNA sintetizada tipicamente, 200 ng en 50 ul en
15 min) es tan grande gue puede cer medida con ayuda de técnicas
colorimezricas simples (Haruna et al, 1965Sb).

Hasta el momento, la reaccidn de replicacidn con la
replicasa de B y las caracteristicas esenciales para el
reccnocimiento de sus templados por la enzima, han sido
ampliamerte estudiadas. Han sido los grupos de Kramer y Mills los
gue han TrabaZads en ello por algunos anfcs. Los estudios al
respectc se ha&n centrads en propiledades tales como la forma en
zue el templado cecntrola la unzén a la pelimerasa, la iniciacidén
da la rezplicacidn, la velocidad y fidelidad de golimerizacidén, la
separacion del producto y templads y la terminacidén de la .
sintesis. Algunas de las conclusiones mas importantes al respecto
se describen brevemente a continuacidn.

A) la replicasa de QB.

eplicasa de CB puede aislarse de bacterias infectadas
con el fz2g0 QOB el cual es su templado natural. Esta enzima esta
constituida de cuatro polipeptidos de los cuales solo uno es
codificaso por €1 virus, siendo los otros tres codificados por
E.coli (Kamen, 1970). E1 polipéptido gue codifica el wvirus esta

evidentemente involucrads en el reconocimiente del templado.
Actualmente ya se ha clonado en plasmids este gene viral y por lo
tanto, ya €35 posible purifs r la enzima de [

a
transfcrmadas <¢cn el plasmide gue lo contien (ills, 1938). Una

=
edacd sobresaliente de esta RNA-polimerasa es5 gue tiene una
aspecificidad g s adss Haruna et al, 1365a).

lleva a cabo por la
fago mencionado

ce la a usa la cedena wiral
cempladcs b : i de la cadena

taria mo templado para la
de cadena rva un IiIncremento



(Bn) opozielus YNY

Templado inicial 107216 w2513 R

-
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S,

Tiempo (minutos)

Punto de
terminacion

Figura 1. Relacion entra ia canticdad de RNA sintetizado en la fase linealy
1o canticdaa inicial de templodo da RNA. Cada incremento geomaetrico
anla cantidad inicial de templado resutta en un Incremanto lineal enla
cent.dad de producto cuando las reacciones son temminadas (Kramar
et al..1974).



exponencial en el numero de RNAS presentes. Eventualmente, hay
suficientes cadenas de RNA para saturar la cantidad de moleculas
a partir de este momento las cadenas de
(Haruna et al, 1965b). El

Sin embargo, c<on

de enzima disponibles,
RNA se incrementan en forma lineal
procesc descrito puede llevarse a cako_4in vitro.
las conzentraciones de enzima gue se utilizan en el laborateorio

para una reaccidn de replicacién tipica (25 ul), no es posible

fase exponencial vya que corresponde a un numero muy

detectar la
esto en una grafica

taj0 de cadenas de RNA. Como consecuencia de
reprasente la cinética de esta reaccidn, la fase exponencial
s5e obserwa como un “lag” después del cual se observa un

El “lag”™ es mayor o© menor dependiendo del
Esta situacion se ilustra

que

incremenc lineal.
numers iniclal de cadenas de templadco.

en la figura 1.

8) Los tamplados cde la replicasa de Qf.

asdemds del fago O existen ctros templados naturales que la
vede reconocer y copiar con las caracteristicas

aislaron a través de reacciones de
un

replicas
descritas. Estecs templados se
replicacren hechas in wvitro con la replicasa y en ausencia de
Se desconoce el origen Yy funcidn de estos RNAs.
se han podido secuenciar. Estos son el

Te (MDV-l) (Kacian et al, 1972), el microvariante (MCV)
. 1975) y el nancwvariante (Schaffner et al, 1977).
fluctuan de 77 a 221 bases. Caracteristicas notorias
contenido de bases G y C, asi como
s

rtempilade exdgeno.
Algunos de ellcs

midiwvarian
{(Mills ez al
Sus tTamafios
de estos templa

la aparente presencia de mucha e
estos FNAs el g ides mas pro
mas peguenc
tudio del
guimicos y ©i
secundari

dos son su alto
tructura secundaria. De entre
b4 amente estudiado es el
ue el fago CB, na sido un

de raplicacidn.

ue ha

o u
H

MDV~-1, el cual, por s
modelo idoneo para el

Utilizando agente
cabc estudios de doblami
comprobd gue la melécula e

es
s

las estructuras mas expues

2 se presenta la estructur
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Figura 2. Estructura secundaria del RNA MDV-1 (+) predicha por el
con e] RNA(-) de QB {Nishihara et al., 1983).



Otros experimentos de replicacién in vitro hechos con este
templado indicaron que una sola cadena de RNA unida a una sola
molécula de la enzima tasta para gque se complerte un ciclo
sintézico (Dobkin et al, 1979). Poxr otra parte, través de la
caracterizacidn de mutantes g2 MOV-1, obtenidas por experimantos
de replicacion y transferencilia seriada,
presion de seleccién,

en presencia de una
se concluyd que la estructura sesundaria
que asumne ssta molécula

a8

«c necesaria para gue pueda replicarse
(Kramex ez 21, 1874) . Asi mismc, por medio de expeximentos de
daeleciocnes en el RNA, se idencificod un tallce-y—asa como sitio de
unién a la entima (Nishihara et =21, 1383), Con
se determind tamblen que 1

as
de MDV-1l, gue igualmente se

2stos experimentos
secuenciados,

tres G's presentes en el extcremo
encuentran en los STros templados
fago QB, son esenciales

de donde se conclueye gue las
extremo 3*

5
1o

asi —ome en el
replicacién inicie,

para gue
Ppresentes en

twres C’s
mara gque la
(Mills ex al, 198J).

1la
el son indispensables
sintesis ocurra de manera exponaencial

C) RNas recombinantes.

Con el f£in de explotar la cinética exponencial
aractaeristica de la reaccién de 1la replicasa de QB
obtencion de grandes cantidades Ze RNA de urilidad,
aprovechands 1os coeonocgimi

¥DV-1, el grupd de X

sara la

w

Tos gue

nan denivado

del estudio de
& Y Mills decidié construir una molécula
de RNA recombinante y ar sus propledades replicativas. Para
este £in se insect® un neo {arcidec decaadenilice) en
el interior de MDV-1. =3 id ara la
en una regi4n gue se sa
nubiera 3

insercidén se unico

icnes sin que
oy de

conocia

a la

la cval se
replicasa. La
molecul
similaxr
2

replicativas
oS de
MoDV-l, e asi
el pTTHDV



inmediatamente hacia abajo del promotor reconocido pcrxr la RNA-
polimerasa DNA-dirigida del fagoT7. Por otra parte en este
plasmide se presenta un sitio uUnico para la endonucleasa de
restriccién Smal Que permite cortarlo exactamente en el extremo
3’ de la secwencia de MDV-1. La construccién descrita hace

posible la obtencidén por transcripcién in vitro de un RNA
idéntico a MDV-1l.

1) Vector pTIMDV—-poly.

En el

pldsmido pT7MDV se
para Xbal

introdujo un sitio de rescriccion
el cual se ubico en el mismo sitlioc en el que
antericormente se habia insertado el Acido decaadenilico. En el
sitio Xtal de pTTMDV se insertd un oligonucledtido sintético de
17 pares de bases, cuya secuencia se muestra en 21 articulo de
Biotechnology gue se incluye en este trabajo. En el interior de
este oligonuclegrido hay sitics de reconocimiento para las
endonucleasas

Aungue los

con extremos de Xbal,
sSu disefio es tal que So0lo en un exLtremo se
¥ por

de restriccidén BglII, Xhol y Stul.
extremos del oligonucledrido son cochesivos

regenera el sitioc Xbal
le tanto se conserva como sitio unico. De esta forma por
clonacidén se obtuvieron dos plasmides que contienen el
cligonucledrido descrito insertado en las dos crientaciones
posibles. Estos son el pT7MDV-poly? en
sitios de restriccidn es Xbal,
PTTMDV-poly4d en el

el cual el orden de los
BglIi, Xhol 1y stul (figura 3) y el
gque el orden de los sitics de restriccidén es
el inversc.

Los

s obtenidos por
polyd y pTTMDV-poly9
con la

Transcripcecidén a gFarcir
susceptibles de
propiedaces muy
la posibili

recorbinantce,

de PTIMDV-
mostraron ser

replicasa d= OB cen
vector pT7MDV generc

mertodologia de D7

replicacidén
similares a MDV-1. El
dac¢ de obtener por medio de

para ser usadsc

una variedad de RNAs heterdlogos
ados con

diversos £fines.
2) RNAsz recombiinantes de P. falciparum.

Para empezar a explorar la factivilidad de replicar RNAS
recembinantes cgon secuencias heterdliogas de propiedades
disctinrtas,

construil cuatrce plasmidos derivados de pT7MDV cue



Bgt It Xho 1
7

pT7-MDV-poly9

Figura 3. Plasmido pT7-MDV-poly. La linea oscura representa el cDNA
de MDV-1. Los sitios de restriccion contenides en el polilinker son
uanicoz. Existe un plasmidb equivalente que tiene el polilinker en la
arientacion opuesta (no se muestra).




contenfan secuencias presentes en el genoma de P.falciparum.
Estas secuencias se introdujeron en el plasmido mediante 1la
insercidén de cligonucledtidos sintéticos en el sitio para Xhol.
El disefio de estos oligonucledétidos fue tal gue conservando el
mayor parecido posible entre si (en composicidén de bases y
secuencia), uno de ellos (fal-st) presentara la posibilidad de
formar una estructura de tallo y asa (por tener secuencia
palindrémica) y crro fal-un) no la presentara. El obJjetivo de
diseflar los oligonucledtidos descritos de esta manera, fue el de
comparar la variante estructural mencionada en funcisn de la
replicabilidad de los RNAS gue se obtendrian por transcripcidén a
partir de los pldasmidos construidcs

Se cobtuvieron cuatro cecnstrucciones que contenfan los dos
oligonucledtidos descritos en las dos orientaciones posibles,
todas ellas en pT7MDV-poly3d. En la figura 4 se ilustran todas
estas construcciones. Los cuatro plasmidcs obtenidos fueron
secuenciados confirmdndose gue la secuencia del inserto era
correcta.

Las propiedades replicativas de los RNAs MDV-fal-un (+) Yy
MDV-fal-st (+) obtenidos por trranscripci¢n a partir de dos de los
plasmidos descritos fueron estudiadas con detalle y se describen
en unos de los articulos gue se anexan a este trabajo
{Biotechnology). El resultado obtenido indicéd, en términos
generales que los dos RMNAS pcdian ser repllicados con eficiencia
relactivamente igual sin importar la diferencia estructural
contenida en el inserto.

El RNA MDV-fal-un serd utilizado en nuestro laboratoric como
sonda molecular para el desarrollo cde ensayos de deteccidn.

III Retrowvirus HIvV-1

Lo gue a continuacidn se describe tilene come finalidad
Justificar el uso de HIV~1 como un modelo iddéneo para desarrollar
un ensayo de deteccidén clinica. E1l HIV-1 es el virus asociado al

sindrome de inmunodeficiencia adguirida (SIDAa) .



MOV-tal-un  («)

Kbat agm sitic Xhot Stut
A
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MOV-tal-un (-)

Xpa 3giit

A v
IR A——— . TCGATGTTAGTCAAGITAAGACCTATGTTAGTC TCGA G S et

sitio Xho! Stul
v

MDV-1al-st (+)
Stut

v v v
et tTtrneamers, T TCOAGACTAACATASGTCTAAACTTIGTTAGTCA TCGA G seseespasesmmn

sitio Xhot

FADV-tal-at ()
Xtat st siio Xhot St

v v
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Figura 4 . RNAs modelo de P. falciparum construidos con pT7MDV. Se muestra
{a secuencia completa de los oligonuciaotidos usados en cada caso. Cont una
finea gruesa se simboliza el polilinker. £l polilinker utitizado en todos los cases
es potic. El nombre de cada construccidon se indica arriba de cada gsquema. ta
cadena cuya secuencia se escribe es la gue se trancribe para formar ef RNA



Debido a gue el SIDA es un problema de salud cuya relevancia
es indiscutible, la informacién existente al respecto es
amplisima, en este contexto me limitaré a dar la informacion que
considero pertinente para el entendimiento de este trabajo.

A) Deteccidn del retrovirus HIV-1

El virus asociado al SIDA, virus de la inmunodeficiencia
humana (HIV-1), es un miembro de la familia Lentivirinae
(prototipo wvisna virus). Al igual gue otros wvirus de esta
familia, HIV puede establecer una infeccidén

producir particulas wvirales activamente
P

(Kwok et al, 1387).
Consecuentemente los ensayeos inmunoldégices dirigidos a antigenos
virales no pueden detectar al virus durante los primeros estadios

de la infeccion. Asi mismo, aunque se pueden identificar personas
que se han expuesto al wvirus HIV-1 a

serologicos, no es posible confirmax
infeccidén activa si no se hace el

wravés de ensayos
la presencia de una
aislamientoc del wvirus del
paciente sercpositivo (Ou et al, 1988).

El aislamiento del HIV-1 de muestras de sangre involucra un
cocultivo de células mononucCleares

de sangre periférica con
linfocitos de un donador

no infectado estimulados con
El procedimiento descrito toma de
cuazro sSemanas, ademas de Jue no es
exitoso (Qu et al, 1988).

fitohemaglutinina. tres a

muy saensible y no siempre es

La deteccidn cdirecta del wvirus

del SIDA seris deseable en
iversas sicuaciones,

P.ej la diagnésis de pacientes infectados
que 2aun no expresan anticuerpss; la diagnésis de bebes cuyas
madres scn sercpesitivas; la diagndsis de paclentes debilmente
infectados, etc.
Debido a las caracteristicas de la infecsidn del HIV-1, se

presentan varias dificultades para poder

detectarlo directamente:

1) Solc un paguefio nuimero de células estan infectadas

(de 1 en
104 a 1 en 10f) (Harper et al, 1986).



2) Las células infectadas tienen pocas copias de RNA mensajero

(aprox 80 copias por virus y 6000 moléculas de RNA por célula

infectada) (Pelligrino et al, 1987).

3) La infeccidén puede ser latente,
RlilAS - proteinas.

4) Distintos miembros de onco y lentivirus muy relacionados

complican la deteccidn especifica de un virus particular.

es decir sin gque se produzcan

Todz

lo anterior sefiala la urgente necesidad de ensayos muy
sensiblecx

gque detecten componentes especificos del virus,
como su genoma. Si bien pueden
en relac.%n a este obijerivo,
radicactiwvas, o

tales
mencionarse algunos antecedentes
como es el uso de sondas

la amplificacidn de regicones del genoma

la metodoleogia de PCR antes descrita, en ningunoc de
existentes se propone la amplificacidén directa de la
sonda de una manera altamente eficiente y especifica.

utilizanc=s
tos casos

Estca
alterriat:va podria lograr superar la sensibilidad y especificidad
de los métodos mencionados lo cual seria de gran utilidad para el
diagno¢s=:ico de esta enfermedad.

Porx la importancia del SIDA y las caracteristicas sefialadas
anteriormente, el wirus HIV~-1 nos ha parecldo un modelo iddédneo
para gemsstrar la viabilidad de un ensayo de deteccidn basado en

uso de probadores de RNA susceptibles de amplificacion
exponenc_al.

el

B) Descripcidén molecular de HIV-1

El HIV-1l es5 un retrovirus cuya informacidén genética esta

ceontenide en un RNA de aproxiradamente 10,000 bases nucleotidicas
en las cuales se codifican

tanto para las proteinas que
estructu

rara aguéllas que regulan la
Los genes gque coedifican para las
proteinas estructurales y enzimas son tres y se han llamado:
POL, ¥y EMNV. £l gene POL
otras enzimas

an al wvirus, como
produccisn de viriones.

GAG,
codifica para la transcriptasa reversa y
inveolucradas en la conversion del genoma a DNA y su
integrac:4n al genoma celular. El1 gene ENV codifica para las




proteinas de envoltura Yy la regisén GAG codifica para las
pProteinas que rodean al RNA formando una nucleocipside (Haseltine
et al, i533}.

Dentro de la- regiones gque contienen estos genes se codifica
para otras proteinas pequefias tales como tat, rev y nef, gque, en
coordinacidén determinan la produccidn del virxidn.

El mecanismo regulatorio gque controla el que un virus se
mantenga integrado en el cromosoma del huésged en forma latente
{sin reproducirse), o qgue se dispare su produccidén a niveles muy
variables, es complejo y aun no estd totalmente dilucidado. Se
sabe que algunos factores celulares intervienen en este mecanismo
en combinacidn con las proteinas reguladoras mencionadas, estas
dltimas interaccionan en trans con secuencias especificas del
genoma viral (Cullen et al, 1989).

La informacién genética del HIV-1 es muy variable, ya que la
transcriprasa reversa de este virus tiene una alta frecuencia de
errores de sintesis. Este fendédmeno es comuin a varios retrovirus,
asi por ejemplo se ha determinado gque para el retrovirus de
origen aviar la frecuencia de mutacidén es de una base
nucleotidica por cada dos ciclos de replicacidn. Sin embargo
existen regiones codificantes cuya integridad de secuencia es
indispensable y por lo tanto se mantienen conservadas por
seleccidén natural. El genoma del virus HIV-1 ha sideo totalmente
secuenciado y su secuencia se ha comparado con la de otros
retrovirus gue causan SIDA en humanos, tales como el HIV-2 y HTLV
Yy la de ctros gque infectan especies de primates como el SIV y el
STILV. Los genomas de todos estos retrovirzrus presentan alta
homologtifa, sin embargo todos ellos tienen reglones cuya
especificidad permite gue se les distinga por hibridacioén con
sondas de 4acidos nucleicos. Por otra parte dentro de estas
regicnes especificas hay secuencias muy conservadas tales como
las del gene PCL, las cuales permiten disefiar sondas que
garanticen la deteccidn especifica de un retrovirus especifico
(Haseltine et al, 1988).



RESULTADOS

Los resultados con los que se cumplen los objetivos de este
trabajo se describen en los articulos. En este espacio se
detallan

algunos datos que pueden ser de interés para la
discusion. Asi mismo,

con el fin de presentar una idea mas clara
deli procedimiento general que se utilizé en el presente ensayo, a
reserva de la exposicidén mas detallada que se incluye en los
articulces, se muestra en la figura 5, un esquema gque ilustra el
uso de sndas de RNA amplificables en ensayos de deteccidén.
A) Disen: de sondas

Las secuencias de los oligonucledticos se disefaron con los

siquiente.s criterios: 1) gue su complemento estuviera presente en
las regiines mas conservadas del gene pol 2)

que no presentara
posibilidades de una fuerte estructura secundaria, ya que asto
ultimo gprdria impedicz 3) Que en la
vecindacz de secuencias también

la hibridacioén con

lLa regidén elegida existieran

aitaments conservadas y no estructuradas
ellas s»

el blanco;

para que en funcidén de

En la figura 6 se muesctra

disefaran sondas de captura.
la ubicacion de las secuencias elegidas dentro del genoma de
HIVI.

B) Cons=t-uccidn de RNAs heterdlogos

Aderas dZe los RNAs gue tienen las caracteristicas requeridas
para scr utilizades comeo sondas
constr-

replicables en biocensayos,
do otros RNAs heterdlogos algunos de los cuales no

hemos

presence

propiedades replicativas similares a MDV-1.
particular de HIV-1,

insertadas en en sitios de Xhol y
BglIi. Lcs vectores difieren unicamente en la orientacidén del
polilinker. En la figura 7 se ilustran las B construcciones
obtenidas con

posibles . Por

En el caso
cuatro secuencias oligonucleotidicas fueron
dos vectores (pTTMDV-poly)

cuatro insertos distintos en las dos orientaciones
transcripcidén pudieron obtenerse ocho RNAS
reccmpinzntes

con secuencias diferentes complementarias a alguna
regisn de HIVL.



Figura 5. Uso de sondas de RNA recombipantz. El sfmbolo para la sonda de RNA
consiste del RNA MDV-.1 (representado por una lfnea doblada en ures tallos y
asas) dentro de !a cual sc¢ ha insertado una sccuencia detcctorz (sc muestre
como una linex octagonal gruesa), La secucncia blagco sz muestra en ¢l panel
A. La sonda dc RNA se hibrida a este blanco (el cual puede ser RNA o DNA)
segun sc mucstra en ¢l panel B. Después de lavar la sonda dc RNA no unida, las
sondas hibridadas se liberan de su blanco por calor (panel C). Las soandas de
RNA rccombinante liberadas son amplificadas exponencialmente por
incubacién con la replicasa de QB8 (panel D).



TODOS LOS OLIGONUCLEOTIDOS EMPLEADOS PARA LA CONSTRUCCION DE SONDAS.
SE UBICAN DENTRO DE LA REGION POL.

33mer
TCGAAAAATTATAGGACAGGTAAGAGATCAGGC probe HIV30 Y HIV2
TCGAGCCTGATCTCTITACCTGTCCTATAATTTT mRNA (nt* 4749-4777)
34mer

TCGAAAGGGAAGGCCAGGGAATTTTCTTCAGAGC probe HIV43 Y HIVLS
TCGAGCTCTGAAGAAAATTCCCTGGCCTTCOCTT  mRNA (nt 2110-2139)

39mer

TCGAATTCCTGCTTGATTCCOGCOCACCAACAGGCGGCC probe HIV34 Y HIVIO
TOGAGGCCOGCCTGTTGGTGGGCCGGGAATCAAGCAGGAAT mRNA (a1 4643-4677

35mer Bgli!

TGGCAGCAATTTCACCAGTGCTACCGSTGATC

probe HIV20 Y HIV4s
GATCACCGTAGCACTGGTGAAATTCGCTIGCCATTGA

mRNA (3622-3651)

= La josicién nucleStidica se refiere 2 ¢l genoma
complete de HIV-1.
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v v v v v
ALATC TTTC TGATT

Figura 7. RNAs heterdlogos construidos con pT7MDV. Se

muestra la secuencia completa de los oligonucledtideos usados
en cada caso. Con una linea gruesa se simboliza el polilinker.
Cuando el orden de los sitios de restriccidn empleza en Xbal el
polilinker usado es poly9; cuando empieza con Stul el polilinker
es poly4. El nombre de cada construccion se indica amrriba de
cada esquema. La cadena cuya secuencia se escribe es la que
es transcrita en MDV-1.



C) Propiedades replicativas

Hicimos un andlisis de las propiedades replicativas de los
RNAs y encontramos que en términos generales se observan tres
tipos de comportamiento: algunas recombinantes replican
exponencialmente y de manera eficlente, al igual gue MDV-1; otras
presentarn deleciones gue al ocurrir producen RNAsS mas pequéfios
cuya replicacidén es favorecicda por sobre la de la recombinante
original. Debldos a elle no es posible obtener cantidades
significativas de templado original; el tercer comportamiento
observado cznsiste simplemente en que el templado no es replicado
o al mencs no <on
en 3C minutos (tie
veces) .

por la replicasa, una eficiencia gque permica
observarlo mpo necesario para amplificar 10?

En las figuras 3 y 9 se muestran fotografias de geles que
contienen el groducto de replicacidn obtenido en distintas
reacciones, iniciadas con cada uno ce los recomiinantes

construidos. En cada casc se incluye un carril gue contiene el
templado inicial correspondiente al gue se utilizé en la
reaccidn, como un marcador
que se observa

Al respecto de

ce pesc. La banda de mayor movilidad
er. varias de las reacciocrnes,
ifa

corresponde a MDV-1.
presencla de este RNA como producto de
reaccidn, se hace una explicacidén posterior en esta misma
seccion.

En algunas de las

replicaciones,
comportamiente de

se puede observar el
delerogénesis descrito anteriormente.

Asi, por
ejemplo en las reacciones inlcladas con los templados HIV30 y
H1IVA43, se okservan bandas de

mencr tamafio que la gue tiene el
templado original y de mayor tamano que MDV-1.,
gue la deletcogenesis
recombinantce,
para la

Se ha demostrado
es un

fendmeno especificeo para cada

es decir, la region deletada siempre es

ia misma
misma intes reacciones de replicacisén
erscnal). En la tabla 2 se presenta

los resultados coptenideos con cada una de las
recombinantes =uya replicacidén fue estudiada.
Al extenderxr

{David 2Zhang,

k=

una sintesisc <

el andalisis a las diversas recombinantes que han
construido otros miembros del laboratorie,

enconcramoes gque
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®* Figura 8. Replicacién de distintos RNAs recombinantes con la
replicasa de QB. En el extremo supsrior se indica el nombre de
la molécula recombinante que se wuiilizé en la reaccién de
replicaciéon correspondiente. Cada reaccién de replicacion ss
llevo a cabo durante 25 minutos, tomandose alicuotas a diferentes
tiempaos.ta T al inicio de cada grupo sefala el carril en el que se
muestra el RNA templado usado en la reaccién. Los nGameros
sobre cada carril indican el tiempo al que se tomaron musestras
en |a reaccidn de replicaciédn y los carriles correspondientes
contienen el producto obtenido al tiempo dado.
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*Figura 9. Replicacién de distintos RNAs recombinantes con la
replicasa ace OB. En el extremo supertor se Indica el nombre de
1a molécula recombinante que se utilizd en la reaccion de
replicacion correspondiente, Una descripcion detallada se
encuentra en el textoy en la rigura anterior.
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RNA LONGMTUD DE  REPLICABIUDAD POLILINKER SIMO DE NSERCION

NSERTO P8, CON Q8 PRESENTE EN MDV1 EN POU UNKER
MDV-1 [ AMPUIFICA ~109 NNGUNO -
VECES EN 20 MIN. _
POLS = A ] S
POLIS 22 A 4 ] 7 Xoal .
MOV-akun 33 A ] _’ xrur'
HIVZE as A « . B
HIV4E as B -] Bol
Hivas 34 8 L] Xrot
HIVIS £ c 4 - . Xhot
HIV2 k<] c 4 ol
Hivao 33 c 9 Xhol
HIv34 39 a 4 Xrot
HIVIO a9 8 ° bS]
TABLA 2 Resultados de replicabilicad de todas las sondas i La del inserto i on
cada caso no incluy @ ta longitud del poliinker. Polilinkar 9 ¥ 4 provienen de un mismo oiigonuciedtido qua
tué insartacs en el vector pT7MDV en las dos ofi ? i Polili 9tiene los sitios de

restriccion en el orden Xba-Bgl-Xho-Stu. Polilinker 4 los tiane en el orden opuasto. El comportamiento A
signitica aue ta replicacikdn es eaxponencial y con eficiencia similiar a MDV-1. B significa que ta eficiancia de
sintesis 98 producto completo @s muy baja (o exponencial) y of producto principal 8s de menor tamano

). C i c que no hay en absolut




alrededor del 50% replican eficientemente. Estas recombinantes

incluyen RNAs que contienen secuenclias presentes en P, falciparum,
en T. cruzi, en el virus R17,

una secuencia codificante para un
TRNA,

la secuencia del gene para angiotensina y la secuencia de
un virus que infecta a la papa llamado PSTV.

Un problema que frecuentemente afecta las reacciones de
replicacidén es la presencia de unas cuantas moléculas de MDV-1l
que se encuentran contaminando las preparaciones de enzima.

Aunque la cantidad de MDV~-1l contaminante que puede estar presente
en una reaccidn de replicacién es numericamente insignificante,
debido

a gue la reaccién es exponencial,
(aprox. 30 a 45 min)
producto adiciocnal.

2l cabo de un tiempo

se observa la presencia de MDV-1 como un

Este hecho parecid constituir una limitante

para el disefico de sondas recombinantes. Sin embargo actualmente

sabemos que puede inhibirse especificamente la replicacidén de las

moléculas contaminantes por mayor tiempo (mas de 45 min.), si se
disminuye la concentracldén de magnesio presente en

la reaccién de
replicacioéon.

En las reacciones de replicacidén que agui se
muestran no se disminuyd la concentracién de magnesio. Por otra
parte no puede descartarse que la banda correspondiente al tamafio
de MDV-1, presente en algunas de las replicaciones de los RNAS
recombinantes, sea parcialmente contribuida por el fendmeno de
deletogénesis descrito anteriormente.

Hasta ahora no han podido dilucidarse las propiledades qgue
determinan los diferentes comp
moléculas reccmbinantes. Si bien se supone que esto debe estar
estrechamente relacionado con
terciaria gque adoptan las
estructurales

rtamientos observados en distintas

la estructura secundaria y
recombinantes, los principios
gue rigen este comportamiento nNo estan claros.

Ocras'propiedades moleculares que probablemente estén
involucradas =

scn el tamano de los insertos ¥y su composicidn de
bases,

pero tampoco hay una correlacién clara gque pueda
evidenciarse con facilidad. Al respecto de lo observado se hara
una discusidén posterior en esta résis,.



D) Propiedades de la sonda HIV20

A partir de los datos de replicacién de las moléculas

reccmbinances de HIV1, se decidié que la mejor candidata para ser

utilizada en un ensayo de deteccidn seria HIVZ20. Por medio de -

secuenciazidén en el plasmido derivado de pT7MDV conteniendo el

DNA de HIV20 en la regién correspondiente al inserto,

corzsobord que la secuencia de la sonda era correcta.
En

se

.a figura 10 se muestra un experimento de replicacidén
utilizanco HIV20 como templadeo. Se hicieron varias
cada unz iniziada con una concentracidén discinta de RNA templado.
Las cant.Zades utilizadas al inicio varian en forma

logaritmica
entre las

notar Jue en
la reaccidn iniciada sin templado
sufric ur.a contaminacion (exégena) de algunas moléculas de HIV20.
Por la intensidad de la banda correspondiente a HIVZ0 que se
observa & los 25 minutos de esta reaccion,
cantidac de

reacciones,

discintas reacciones.

Es importante hacer
este exrerimento en particular,

puede inferirse que 1la
moléculas contaminantes es mucho mencor de 1000,
cual es -

1o
ndicativo de la alta sensibilidad a contaminacidén de
este sistema.

Cor. los resultados del experimento descrito se elabord la
grafica . <e la cual se concluye que la
tiene uné cinética exponencial.
tiempc er.

replicacidén de HIVZO

.o antericr se oObserva porgque el
que una reaccliodn permanece en fase exponencial (en la
rdfica apreciable como un lag anterior a la fase lineal) es
mayer, cuando la cantidad cde templado usada al inicioc de 1la
reaccidén es menor. Asi mismo, la diferencial de tiempo en la fase
erponenc:al, entre dos reacciocnes iniciadas con cantidades de
templadc gue difieren en un orden de magnictud, es relativamente
igual er Esto ultimo es
Tiempo Que redquiere una poblacidén de RNA
para dupl.icarse es constante bajo condicicnes definidas. En la
grafica esta situacién solo se aprecia para las ctres
concentraziones mas altas,
efecto ax

Tode el rango cde concentraciones.
consecuencia de que el

Yya dgue en las concentraciones bajas el
ccntaminante es mas evidente.
La ecuacidn que describe la cinérica exponencial

sintesis de MDV-1

caracteriscica de la replicacidén cocn la replicasa de QP y que



Nomero de
moléculas O 104 108 107

15 26 35 0 5 10 15 25 35 0 5 10 15 25 35 0 5 10 15 25 35

- - % ey » CEGEEY -

*Figura 10 Replicacién de HIV20. Los namaros arriba de cada
carril indican et tiempo al que se pard la reaccién. El nimero
de moltéculas que se indica es el que se utilizé al inicio de
cada reaccion.
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igualmente puede aplicarse a la cinética de replicacién de HIV20
es la siguiente:z

N = N, 2%/

donde N, es el numero inicial de moléculas de RNA;

t es el tiempo
de incubacidén;

d es la constante de tiempo que toma a una
poblacidén de RNA duplicarse;

¥y N es el numero de moléculas de RNA
presentes al tiempo t.

De esta ecuacién puede concluirse que si
se determinan la cantidad de moléculas presentes a un tiempo dado
de reaccidén y se conoce la constante de cduplicacidén de HIV2O0,

puede calcularse el numero de moléculas con gque se inicidé la
reaccién.



DISCUSION

Hemos implementado un ensayo de hibridacién para detectar
mensajeros de HIV1I en pequefias cantidades. El limite de deteccidn
logradc Ton este sistema estd entre 10,000 y 50,000 moléculas de
lanco, lo cual significa

un aumento de 20
que ia

veces respecto a lo
radicactividad permite cdetectar sin amplificacién. No

obstante este incremento, la sensibilidad que hemos conseguide
esta aun muy por dekajo de lo que

sondas r=eplicables.
debido a
sondas n:=

scndas

potencialmente ofrecen las
£l limite gue

falta de devectabilidad,
nibridadas,

encontramos actualmente no es
sinc a la persistencia de

cuyo numeroc una vezr gque iguala al numero de
hibridadas no permite ir mas lejos.

Tonsidero que los incrementos de sengibilidad sgue podrian
lograrse optimizando el usco del sistema de “target cycling” no
harian posible un Sin embargo,
ccocntempla otros

aumento logaritmico.
de sonaas replicables de RNA

el concepto
cuaies

esguemas con los

Se puede contender con 1los limites actuales de
“background” . De estos esguemas se daran ejemplos mas adelante.
Por otra part2, es importants hacer énfasis en gue esta es una
inmplemen-acién preliminar del concepto, cuyo obijetivo esencial es
demoestrar gque una sonda puede hibridar con su blanco Yy ser
posteriormente amplificada exponencialmente;
generada al cabo de 1lo

¥ ademds que la masa
blancos.

amplificacién es proporcional al numero de

Nuestro método de deteccidn no es aun un ensaye clinico
comparabl.e a los gque se emplean para el diagndstico del SIDA, ya
que su utilidad tiene que demostrarse para muestras infectadas.
Respectc 2a ello, cabe sefialar gue el procedimiento que se ha
usado en este trabajc ha sideo utilizado por invesctigadores en el
laboratcrin del Dx.

David Gillespie con muestras celulares
(Pelligrino et al,

1987) . En este laboratoric se ha demostrade
que el c:rocianato de guanidinio 5M es capaz de lisar células de
sangre y liberar nucléicos desnaturalizados
1987) ;

{(Thompson et al,

que la hibricdacidn de estos nucléicos
con sondas moleculares ocurre con eficiencias comparables a las

asi mismo han wvisto



gque se obtienen utilizando blancos sintéticos (Collins et al,
1987). Si esto es cierto para el caso de nuestra sonda,

estarfiamos en un rango de sensibilidad que permitirfia la
deteccidén de 2 células infectadas, ya que un linfocito infectado
activamente tiene un promedio de 6000 copias del mRNA blancoe
(Pelligrino ec al, 1987). Si se considera que en infecciones de
huéspedes asintomiticos puede habexr una célula infectada por cada
100,000 estarfamcs en posibilicdades de detectar una infecclidén de
esta intensidad con una muestra de 25 ul de sangre.
Incependientemente de estos datos, creo gue la principal
aportacidén del ensayo es su cuantitatividad, la cual ademis se

observa en un amplio de la cuantitatividad vya

articulo. La combinacidén
icdad y amplio rango hacen posible
intensidad de una infeccidn y

enfermedad,

rango. Al respecto
se ha hecho una extensa discusién en el
de cuantitaci

conocer la
de seguir
asi com> Z2everminar
farmaco, a través

la evolucidén de una
la respuesta ali uso de un

de la cuantificacidén directa de un ccmponente
que la sencibilidad actual
también disrtinguir

viral. Una vesz se sapere permitird
entre un provirus (virus en fase latente) y un
Este ultimo dads que la sonda

recrtamente tTanto si

ai
ior tendrd
i

virus gue se esL4 transcerirtienceo.
pPuede amplificars
RNA. Todo lo ante
investigacién epid

=S

Por otra par

L3 hibrida con DNA como con
b repercusicnes a nivel de

emiolégica.
e cabe hacer nctar gue el ensayo se lleva a
(aproximadamente dos horas
hibridacidén ha concluido),

cabo con rapide:z después de que la
Y gue la seffial obtenida
replicacién hubiera podido detectarse sin el uso de
radicactividad,

despues de la
pues la masa de RNA fluctida entre 25 ng y 250
El mécodo de amplificaciédn exponencial de blanco con PCR
se describidé en la introduccién,

la deteccidn do HIV-1
este sistema es

ng.
que
se ha implementadc también para
(Cu er al 1988). La sensibilidad gque ofrece

por el momento superiocr a la del ensayo de QB que
se describe en esta tésis, sin embargeo solo permite la deteccidn
de DNA, a mencs de gue se introduzca un paso adicional de
transcripcidn reversa. Por otra parte este ensayo no es



cuantitativo y ademds tiene mayores probabilidades de resultar en
falsos positivos.

Con respecto a la generalidad del uso de las sondas de
hibridaclién replicables para la deteccidén de agentes infecciosos,
es mporTtante analizar algunos aspectos. Uno de ellos es el hecho
de gue o todos 1os RNAs recomdvinantes derivados de MDV-1 son
susceptibles de replicacién con la replicasa de QPf. Aunque esto
no constituirid un problema desde el punto de vista del diseflo de
sefiales replicables, es claro que es esencial el conocer los
factores inwolucrados en la replicabilicad. Tal conocimiento
permicir.a el disefico racional de sondas moleculares y ademis es
por si mismo un problema de interids basico.

En relacidn a esa pregunta pcderos decir gue el uso de
programae:z gue predicen una estructura secundaria dptima en
funcisn de la secuencia, tales como el gue Zuker disend en 1981

han sidc de gran utilidad para el

{(Zuwer ez al, 1%31.), =«

redichas por este
c~es, incluyendo la
a a replicasa
rsor el grupo de Kramer y Mill (Nishihara et al,
de ellas (HIV34). En la figura 13 se presentan las
clones para el RNA HIV2 gue no replicd en absoluto,
gue presenta un aspecto mucho mas similar al de

observaciones muesTran dque probablemente l1a

estructura gue produce el prograrma mencionado no representa a la
© las esTructuras que existen en soelucidén. Aungue la utilidad del

“2uker” ra sido demostrada para tRNAS, es posible que debido a
que el MDJ-1 y sus derivados tienen muchas alternativas de

doblamiento, exXistan diversas estructuras en un range estrecho de

energia cprtima.
Arternativamente podria ser gue las diferencias de

replicapilidad encre recombinantes esten determinadas 2 nivel de
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Figurall. Estructura secundaria éptima predicha para el RNA HIV20 que
se usé como sonda de replicacién.. La prediccion se hizo utilizando el
programa computacional de Zuker (Zuker y Stiegler, 1981). El sitio de
union a la replicasa de QB se indica con una linea sobrs las bases que t
to torman.



Figural2 Estructura secundaria éptima predicha para si RNA
recombinante HIV34, Este RNA mostré propiedades de replicacidn
similares u las de HIV20. La estructura que se predice con el programa
comoutacional de Zuker no muestra ninguna similitud con la que se
predijo para HIV20. La secuencia que forma el asa correspondiente al
sitio de unién a 1a replicasa, se sefala con una linea sobre las bases
involucradas.




'iq»‘;‘;u, Su0
‘C’f '.rh 5!‘5:( ‘ﬁ‘
““‘““HH 'y@" HIV2
e ¢
SSfofEéé‘c:"(cE ' “"%‘
‘ S A6
Fcdding 'é
TN
“'A’" [N
LYY} ,11{,‘5‘5‘:{
HIV20
o s
6 NILT P
L 1T '-;,s‘:y,:_ -.sa“‘sgz &
36 cCSER AL AT
A3 €5 i r\&u‘

ELELLa65a354 fee ‘
fesshzeceed i :G,?m’ﬂcu&w "

’i Gj [ﬂrﬁ-‘ Gy

%

Figura 13 Comparacion entre las estructuras secundarias Sptimas
predichas :para 1os RNAs recombinantes HIV20 y HIV2. La prediccién
se hizuo gon el programa "Zuker” (Zuker ct al, 1981). El RNA HIV20 es
replicado con alta eficiencia por la replicasa de Q8. ¢l HIVZ2 no es
replicado en absoluto por eswz enzima.



estructura terciaria,

la cual por el momento no es posible
predecir.

Con;ideramos que los programas de computadora que predicen
estructuras secundarias, pueden ser de mayor utilidad, en la
medida gue permitan un andlisis estadistico que incluya un

conjunto de doblamientcs alternativos dptimos. Este tipo de

and&lisis tendria la ventaija de que permitizfa avocarse al estudio
de subestructuras especificzs de la molécula o bien a la
comparacidén de conjuntos de estrutturas baje crizerios gue
signifigquen hipdtesis distinta respecte a la replicacién. En

relacidén a este punto, recientemente S22 ha publicado una varsisdn
del programa " Zukezs” . 15892) Zue pradice dcocblzmientos

(
subdprimos den b

Con oste
programa, hemc
e

suboptimzs
para todas las

fal-un,

estructuras
meléculas de
funcicén de la

Fu
representa al una de las
estructuras cu Este
analiszi s2

s
relativamente
<

con comandos
rograma nos

1) Con que frecuencia aparece la subestructura gue representa al

sitioc de unicén a la replicasa en un conjunto dado de estructuras
subdprtimas.

2) Que fraccidn de esa subestructura estd presente en cada una de
las estructuras subdéptimas.

Este resultado es indicado por medio
de

la asignacidn de un numero que va de 0 a 1, en donde el 1
significa 100% de similitud con el sitic de unidén y 0 significa
0% de similitud con esta misma subestructura.

- 24 -



Con estos datos elaboramos histogramas, alguncs de los

éuales se muestran en la seccldén de gradficas de esta tésis.
Los resultados obtenidos a través del andlisis descrito

nuevamente no son de utilidad para entender los factores
determinantes en la replicabilidad de RNAs, ya que, si blen no
podfamos predecir los resultados que habrian de obtenerse con
este enfogque, no se puede apreciar ninguna tendencia particular
comin a los RNAS que son susceptibles de replicacidn, comparados
con 1los que no son replicados. Para 1lustrar este resultado se
muestran las grificas obtenidas con las mismas moléculas de las
cuales se presentan predicciones de estructura secundaria,
figuras 11, 12 y 13 de este trabajo. (grafica 2),
HIV34 (gridfica 3) y HIVZ (grdfica 4). Igualmente sSe muestran las
graficas de los RNAs cuya replicacién se ha estudiado con mas
detalle como son: MDV-1 (gri&fica 5),
polid (gradfica 7} y polis

en las
Estas son HIV20

MDV-fal-un (grafica 6},
{grafica 8). Nétese gue
histogramas el sitioc de unién a la replicasa,

se aprecia como la barra mas alta {(valor = 1},

en todos estos
gque en la gridfica

se encuentra
presente con relatiwvamente igual frecuencia y que los patrcnes de
discribucidén de las barras son también muy similares. Estas
observaciones indican que no existen diferencias asociables a las
propiecades replicativas bajo el criterio de frecuencia de
formacion del sitio de unidén en estructuras subdprimas.

54 bién no hemos sido capaces de llegar a una conclusidén
interesante utilizando métodos de prediccidn en computadora, cabe
sefialar que existenn otras formas de interpretar y graficar los
resultados gque genexrd el programa descrito y por leo tanto es
probable, que planteandose ctras hipétesis respecto a los

factores que podrian infuir sobre la replicabilidad de RNAS
recombinantes se puedan obtener resultadcos mas significativos.
En nuestrec grupo de trabajo se han propuestc disefios
adicionales gue redundan en una mayor aplicabilidad de la idea de
seftales replicables.

Tedos ellos disminuirian significativamente

las fuentes de “background” y algunos no reguerirfian que la sonda
esté insertada dentro de la molécula que constituye la sefial. La
mayoria de estas ideas se refieren a la construccidn © sintesis
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de moléculas que se comportan como “switches” moleculares, es

decir meléculas-sondas que asumen dos estructuras diferentes
degendiendo de& su condicidén de hibridacién o no hibricdacidn con

el "switch* molecular
ia hibridacion cen su

su blance. Cuando asume la estructura
correspondiente a
sefial replicable,

consecuencia gue

blanco se genera una
la otra estructura gue adopta tiene como
ne se pueda replicar la senal generada. Lo
persistan unidas al
nibridando con el o unidas a la
aterizales utilizades en el ensayoe, no

anterior implica g:i:e aguellas sondas Jue
blanco sin estar
superficie 2= los

generaran s=nal.

especificamente

Un ejemplc simpl=2 gue illustra e2sta
un proyecto del grupo con el
continuacicén., La sonda es un
ce DMA gue se compone de las

ifdea y mgue es actualmente
gue colaboramos se describe a
oligenucledtido de cadena sencilla
siguientes partes:
34 bases;
“switch” d4de aproximadamente 17
extremo 5’ de 1la

una secuencia

detectora de aproximadamente una primera secuencla
bases inmediatamente adyacente al
secuencia detectora; y una segunda secuencia
“switch”™ de 1?7 nucledécidos inmediacamentc acdyacente al extremo
3’ de la secuenc s “switch” estan

<ia detectsra. ia
manera gue sSon Complementars

Las secuen

0

disefiadas cde ta:l
conformacidn cue
hibrido. Estas

s

a5 entre 51 Yy la

zal gque estan formando un
secuencias juntas ceonticonen 1
promotor para la polimerasa de T7.

adoptan en solucion es

a secuencia del
En esc contaxto llamaremos a
om

la primera secuencia “swizch”™ notora” y a la

segunda “complem

< ©
La secuencia detectora puede usars: para detectar un blanco
se en muestras conteniendo matexial
n

de una secuencila

de RNA o DNA y puede utilicza
no relacionaco. La hibxrid
blancs causa la sepazaci
requisito de rigidez (Bhatt
“switch® gueda =

detestoza con su
cde las szcuenclas "switch” debido a un
acharyya et al 19239y vy por lo
n posicion abierta. Las sondas
blanco perm

Tanto el
que no hayan
necerin en po2siciédn cerrada

wencias “swicch”) .
ran en la figura 14.

hibridads con

(formand> un

rido entre sec

Estas
rosipilicdades se ilust



POSICION CERRADA 1

POSICION ABIERTA

Figura 14 Switch Molecular

1. Secuencia detectora

2. Secuencic promotora

3. Complementaria del promotor
4. Secuencia blanco



Figura 15. Switch molecular en
posicion abilerta.

1. Secuencic detectora

2. Secuencia promotora

3. Complementaria del promotor
4. Secuencio blanco

5. DNA templado parag MDV-1




Se ha disefiado un método para detectar especificamente a las
moléculas en posicion abierta. De acuerdo a este métcodo, despuds
de la hibridacisn Ze la sonda <on su blanzo, se adiciona un
tercer componante, el =ual consiste de un DNA de cadena sencilla
gque cotntiene exactamente la secuencia complamentaria al mromctor
de T7 en su extremc 32,’ y la zecuencia templado para un RNA
replicable inmediatamente despuds. La secuencia complementaria al
promotor de T7 formarfa un hibride con la “secuencia promotora”™
de la molécula switch cuands ésta se encusntre en posicisdn
avierta. Cuando el “switch” esté en posicidn cerracda la
“secuencia promotora” estaria ckstrulida por la “complementaria al
promotor” 3 per lo tanto no fcrmara un hibride con el templado

deszrizo. La figura 15 facilitazxa la o de este modelo.
Subsecuentement se incuka la ccn la polimerasa del fage
T7 ¥y demds reactilivos necesarioss para transcripcidn in vitro
produciéndose asi RNAs replicables por la ceplicasa de 235,
Finalmente se amplifica esta cefial a traveés ce una replicacidén_in
vitro con esta uUltima enzima. La detescidén del RNA producido
puede hacerse de diversas formas tales co : ol

de ezidio.

Se han Jdisefiado otrecs wodelos gue sc n d=1l ecgui
de tener ENAs recombinantes replicables. Estos meodelos implican
la utilizaciodn de sondas gue =zienen la secuencia detectora en un
extremo del ecu e
a

se une a su
separarlo deil
este ultimes.
dependen ewvidentemen
ella. Una po r

indepéndienc
igualmente s

para la dete
momento esto



actualmante sSe lleva a cabo,
cligonucledtidos
deteccidn)
la sonda

se reguerirfia la sintesis de algunos
(para las sondas de captura Yy la sonda de
v la construccidén de plasmidos
replicativa y del blanco) .
cue un rodelo de sonda
se ha devallado,
sintesis de
se gquisier

{(para la preparacién de
A este respecto cabe sefialar
replicable como el “switcch”

molecular que
de resultar exitosc,

involucraria unicamente la
un nuevo oligonucledtido para cada nuevo ensayo gue
implementar. Por otra parte, al
limites de sensibilidad
poderse <xplotar todas las posibilidades de
amplificaci¢n con la replicasa de Qf.

eliminar las fuentes
de “background” se superarfan hasta

la extraordinaria
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Quantitative Assays Based on the Use of Replicatable Hybridization Probes
Hucs Lomeil,' Sanjay Tyagl* Cymthis G. Pritcherd.’ Paul M, Lizaroi.® and Fred Russel Kramer®*

ies witn a probe
sequence smoedded within the seduence ©f a rephcalabie
ANA—will promote the development of sensmvg chmcal
aszays. To cemonsirate ther uliny, we

nueleotide probes can ~eek out and bind ta the integrated
HIV.1 DNA, or the retroviral messenger RNA_present in a
single infected cell.

nant ANA that conta:ned a 30-nucisctae-lang p(ooe coOMmpie-
mentary 10 a cONserved resion of the Do’ Geoe 1t human
inmunodettiancy virus fype 1 (HIV-1) MRNA Test sampies
weore prapared. each containmg a Gifterent numoer of HIV-1
transcrpts that served as sIulaled HIV-1 mANA largets
HyBneizatons were carsed Ut 0 a SOlLTON contasming ‘Ne
chaotropc sail. guamene thoCyanate. Probe—target nydads
were solatad Dy reversible 1arge: canture ON paramagnenc
paricias The frobes were hen releasad Irom ther targots
anc amplitied Dy NcuDanon with the PNA.grectea AN
polymarase, O replicase (EC 2 7 7 38) The repucase cop-
18d the Drobes In an exdonen*al man ater each round of
copying, the numper of R A moiecuies doublea The amount
of ANA synthesized in eacn reacton (- 50 ng) was suthicient
10 Mmeasure withou: LSNG *ATIOISGIEDes Kinehc Aralyss of
the reactcns Cemcnsiraled that the NuMSEr of HIV.1 largets
ongmaily present .» each sampie co.ld De determinad Dy

8 ¢ 150X 10 Synthesize a carhcular amount
of ANA (the longer the syninems 100w, the lewe’ the nUMDar
of targets onginaity present) The res. s suzgest that clincal
a338ys NYOIVING TERICAIALI® MyDAdIZANON DIODES Wil Le
S«TDle, AcCurale, SeAsive and dulomatable

ANA - reversia tapet
DArAMEgRONC DAMCIES - exDONECLal BTDINCALOr

Quanmre OCyarste

caprure -
O reucase

Infectious agents may be quite rare in asympomatic
individuals who are infectious to nthers For example. an
asymptamatic inanidual may have few ms one in
100 000 peripheral biood mononuclear celly inforted with
the

uman virus
type | THIV-13, yet donated blond from that person waill
readily infect others (/). It 1t thus imperative that very
sensitive clinical assavs be developed for detocting HIV-1
to screen donated blood and to identfy

. the use of oli leaude probes is not suffi-
cient 10 assure detection An infected cell contains only
about 6000 of ger RNA 171 s0
the problem becomen how to detect the probes once they are
bound to such a smail number of targets The classic
detection sirategy ts 0 atisch reporier KTOups to the
proves. such 3s ludreacent orRanic molucules or radicactive
Phosphate groups More recently, motin groups have been
incorparated 10t probes «40 After the probes have bound o
their targets. craymes such as peronidase or phusphatase
are linked tu the bioun. then incubated with 2 culorless
«ubstrate. leading to the accumulation of a large number of
cotored product molecule for each enryme-probe adduct
251 However. the practical himit of detection of these
schemen 13 about 10" target molecules Clearly. they cannot
be used to detect a single cell in a sample that contains only
GO retroviral mesacnger KRNAs

A particularly attractive strategy for detocting rare tar-
gets 13 10 link each probe to s replicatable reporter, which
can be inlly fter hybndization to reveal
the presence of the probe 51 We recently described @ navel
version of this approach. in which a probe sequence was
embedded within the sequence of p replicatable RNA (7).
The resulting recombinant RNAs hybridize tu their target
sequences the same way as ordinary hybnduzatien probes
do and, 2510 3 clawsical hybndization wasay. nonhybndized
probes are then washed sway The hybndized probes are
then freed frum their targets and reicased into soluton.
What makes these recombinant-RNA probes particularly
useful 1s that thev can then be exponentially amplified by
incubation with the RNA-directed RNA polymerase, Q8
replicase 18). We have demonstrated that as many as 10
copiea of each replicatatle probe can be synthesized in &
single 30-min ‘7 Furtl . the

of Q3 vep for 1ts own RNA <)
assures that only the replicatable probes will be amplified.
The jarge number of copies synthesued can eamly be

carriers. Suitable aseays would make use of a macromolec:
ular probe having extremely high afnity for a

5 rporating 0 or by
ng the A of an \ such as
bromide.

component of the infectious agent and very low affimity (or
all the other components of the sampie. The highest spe<t-
ficities and most stable interactions known occur when a
single-stranded oligonucleotide probe hyb

Adizes to o com-
plementary oligonuclcotide target <2

1. For example. oligo-

Centro e Tnvestigacion scbrs Ingenierte Geattict y Biowcns-
logta: Uriveradad acional AUnoms do México,

Poatal 510-3, §2270 Cuernavaca, Morelos. México.

ment of Molecular Genstice. Public Health R

as hittle as a single et o
RNA can imitiste exponential amplification (101, this ap-
proach offers the p ofd

assays

Two developments led to our current work: the discovery
that oligoribonucleaudes can be inserted within the oo
quence of a naturslly occurning template for QA
replicase, MOTY RN <11 without interfening with ita
replicatabulity (221, and the availabulity of a plasmid that
serves as a template for the synthesis of MDV.1(—1 RNA
when the plasmid ia incubated it vatro with bacterophage

. r
Ingtitute. 455 First Avenue. New York. NY
Trak Systems. 31 New York Av-nu-. Fr-nungh-.m. MA
or7oL

correspondence to thus author
Racaived May 18. 1999; sccepted June 28, 1989.
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T7 RNA po We modified this plasmid by mnnmg
. polylmk:r into the MDV-1 <DNA soquence. ubee
quent insertions 0t a probe sequence wuhm the polylmker
creates a plaimud that setves as a template for the tran-
scription of recombinant-RNA probes :71. The site that we



chose for inserting the polylinker and probe inta MDV-1
RNA was known o on the extenar of the malecule,
where the of the was less hkely
to interfere with replication. and where the remainder of
the molecule was less likely 1o interfere with the hybnid-
1zation of the probe sequence to its target In vur previous
report

T, we demonstrated that these T
are tufunctional

w that thes

solution at ~20°C: its .cu\nty remains unchanged -nzr
five venrs of storage. Si d DNA

prepared, by u-mg B-cvanuthy\ pho-phcr-rmdxte nh.:.w
try, on a 330A

City. CA).

ater

hytndize

target seqy

HIV.1 Proces

o
and retain the ability =

Here, we de

3
onstrate the uee of tealientable hybridizas
Gon Grobes in 8 nodel as<wy dewigned 15 deweri very small
amounts of HIV.1 mANA conderzia on
melecting the assa) (orat. -
developing » metnod that
samplea, the solectad format
preciuding the fractionthon
nucleic aciéa. and

Hi taaus bR prodes st
phifind by Qi roplicase along witd. hydridized protas. we
nosded A oxtremel

ANS of TeMUVIng the non.
tors was eobed by the doat
< xxremehy

dimcover.cs that hrbridiial
#alutinns A the chadtrapic
and that concentratad wolut oL
wntl Tyse colla, denature ab proteens -

\ihefnue puslie weids from collain: ma

Pt VDT Tatian 1o o
xn!e

5 ar debns 7
wan wolvid by the development of g
capiure” procsdure «idy In
bradization” technique (18

e surface of

a arspeed
. 161, profecarm

new set of parvcles tar ancther wasbing
Proceiure weveral tiaen dramatically teduces the
of nonhy bridized Bruim i

mbinant r\(\p contaIping u 39

robe

FeRion Of the ELINAL pod genn e tar pre i . of
seral dilut.ns of a stock sclubin of tranwTipta -
region of the HINV-1 gens

ratare b Eerens Atranis < £ E IO 1 mEEA At ARG be
present tn ehinicit sam! excens #if 7e; able HIV-1
Probus was adde tu each sempie Afos hybndizabion i the
presenes of uanidine thicevaaat ore betarget bye

aucies

to 4 cornerved

brids were 1solatind by foversible
magnetic particlea

tar

The proves were tnen reiea <=t from
their targets 2nd vxponenuaily amphfied Ly 3
with

replicase. Samples of cach reasction wers taken
every minute dunng rephicatian The ameu

how kinctic dats can be used for quantitative determina.
tion of the number of target molrcules in & sample
Hatacials and Methoda
and Ok
Bactenophage T7 RNA polymerase (EC 2.7 7.6) was
purchased from New England Biolabs, Beverly. MA. and

calf thymnus termnal deszy
27.731r wasob cd fro

vitr tEC
@ Beth MD.Qp
replicase ‘EC 277 48) was isolated from bacteri
QB-infected Escherchia colt

soy.ng and August (17

riophage
Q13 by the procedure of
with the hydroxylapatite step
rephicase i Siabie when sored in & glvoerol

R MDV-1 KNA conta ning an inserted HTV-1
Brobe sequencs was synthesized by transcription from
1a

d wan mmu-u:.eﬁ by
eal.
\r; dGATC:\CCCTAGC,\C!’C-GTGAAAT‘CCTC‘ C~
TGA w dGATCTCAATGGCAG:, AA‘K'I'I‘CACCAG‘“G(,
TACSGT) into the Bl 1Y n!r of a plaamid that is ‘dentizal
s mumxd PTT. \1D\'~~)lv v, rxmz lh:-t v.he pn)vhnk!f
15 in the wr
sequence in th —-.-cah_n"ann reon of the t.
Wwas confimmud by

eg plasaid
the chain terminstion procedure 418
The syntnesis of replieazable probes by transcrption frem
Ynoaned recumbinant plasmids with TT RNA polymernse
10 dencnibed 1 detall elewnere 71 The resulting tran-
wrpts were recotninnant MDV.1 s REAS containieg a

e-long probe sequonce that s complern

221851

antary
i the pol gene of HIV-L genamiv
“igure 1 ahowe the turleoude secuante and
prodiced secondany structure of the trancerbed ANA.
HDV-R nN an '-x.ce\h-h; template Jor
X W ampat Hml e by 428 replico me




Capture Probes
Single-etranded DN Az containing 3°-polytdA) tails ware
synthesized for use in binding probe—target bybnds to
nngwd'r- £Toups on the surface of paramagnetic particles.
dcs (of lengths 24, 40,
by automated syn-

40, praglptyidio iy prepered

thesis. Each prohe vras complementary to a different regran
of the HIV-3 ol gone noar 0 the tara =t ot he replicatable
probe. A poly'dA) Ll was added ur the 37 exd of each probe
by incuhation with terminal proluiad dhhab sdyltrane.
fermme (22

Hytncizaton
Simulated HIV-1 mBENA tagets were purshised from

+ - 3
HIV- n.,u 10 each tuta was 10, S0 10‘ o w
10 -nd w‘ TR tubes were incupated st 77 07 fur

Revers.oia Target Sagura
Afler the completici 7 aybndization, the prota—tar set
hybnds were 1solated fmm the react: on mixturs by sindrng
them to oligndTs mups on the siiftace of parsmagnetic
particles t141 Thes furnc axide particzog (01 um 1a diam.
eter), purthusd Fom GenemTrnk Svsteme, possess bzl
CORVOIULEd “urlacta COated w1'h siicon hyarides Lo which
numerous oligwdTs “haira” kave bewn covalentiv Linked.
We added 50 uL of 8 suspersion of paramagnetic particies
to each reaction tube, reducirg the gunnibine thiocyanate
{GUSCN esncentrution 1o 1.46 mall, The
incubated at 37 °C for 10 mun to aliow the .4'-pols
of the captuse probes to hybrdize W the oligtd T groupa on
the surface of the particles. The number af oligotd T groups
available un the surface o@ the particivs far excenled the
number of capr Tesent 1n the rouction. Hecause
the target molecules are hybndized w0 the & end of the
capture probes, the probu—turget hvborids luevame hinked o
the surface of the particles (see Figure 2) If these had bewn
actusl clinical asaa; and polvadenylated mENAs had
been present in the sampies. the MRNAs would oot have
bound ta the particles, bevause the puly rAdon ihie end of an
mRNA forms a much weaker buad with cligodT) in con-
centrated GuSCN solutions than doce the foly'dA) on the
end of a capture probe (Z4).
Because the particles are para: stic, they do nat act
as magnets, and they do not chng [y enct. uth However,
when placed in & magnetic ﬁeld they are druwn to tha
source. A particlea,
with the p: ¢ hybrads bmmd 1o their surface, were
drlw'n to the walls of the titertubes by placing the tubes \n
noe of the strong field p

Tagm somcise

QD e

Prode

Paramagnanc
Sarticle

2 o
e tih

hybnds ettached o the resuspended particles were washed
by vigorous agitation on 8 multi-tube vortex-type mizer
(Amenzan Hospital Supply, McGaw Park, L) The parti.
cles were again draswn to the walls of the tubes. the
rupernates were asp.raued, another 260 wl of 1.5 molL
GuSCN 1on was added. mnd the purtizles were
a7nin amtated and drewn to the wells of the tubes. The

perT Weere agnin by aspiration, but this
Urhe they were reptaced with 50 wl. 3¢ 4 relesie solution
conta:ung 3 25 mol of GuSCN per Liter.

The tubes were egain removed from the megmet.c field,

Lated to rew civs. end then incubated at
37 *C for 5 mun. in this more-concentratsd GuSCN solutian,
the relatively weak hybrids formed between 3.
poly(dA) taila of the capture probes and the oligo(dT)
£Toups o the surface of the particlcs came apart. releasing
the prube target hybrids back into wolution. However, the
muck stronger hybrids formed between the capture
ard the target (and between the replicutable probe and the
target) remained intact (I4). The stripped particles wers
then drawn to the wides of the tubes, and the supernates

!

by

muc separation device (purchased (rom Gene-Trak
. The which d the

tzed probes. were then vnf.hdn from each tabe by

sapiration. mnd replaced by 200 uL of a wash solution

containing GuSCN at 1.5 Yol L. Tha tubes were then

the releancd probe—target hybrids) were trans-
ferred to new tubes. The siripped particies were discarded
and 50 uL of & suspension of fresh particles was addod to
each pew tube. reducing the GuUSCN conentration to 1.62
rmolL. The tubes were incubated at 37 °C for 10 min to

from the ic field, and the be- get

1828 CUNICAL CHEMISTRY, Vol. 35, No., 9, 1989

nllav) the probe-target hybrids to be recaptured by the
hy of the 37-poly(dA; tails of the capture probes



10 the uligotdT) Eruups on the surface of the new purticles
Transfernng the probe-target hybnids from ofe ~et of
solid surfaces 12 a new set of solid surtuces efectivelv
removed any nonhybridized probes that adhere to surtaces
The entire process was repeated three times. w hich mark
edly reduced the numoner cf nonhybndized protas 40
Afer the probe—target hybrids were captured unte the
surface of particles for the third time, we washed them once
1n 200 wL of 15 mut L GuSCN salution and then twice
200 kb of 2 soluton contaiming 190 mmol ot KCL wa
nonchaotropic salt that preserves the hybrds: per liter. o
wash away the GuSCN After remosing the supernate frum
the last 100 mmclL KC
the particles it 3

wn

£ wand DY aspIzulioh, Av Tesuse
3l uf 10 mmol L TriscHO) buffor
‘pH b O, contarung 1 mmol of EDTA per liter The resus
pended particies were then :ncubaied in this <ait-free
buffer at 37 "C far Lo min. which sompleteiv dissoviated the
probe—target hrond . hen ¢
wails of the tUbes, o ving in each tube a supe
containee an amotnt of MDV v - RN A propertional to
the number of tariet molevutes angnally present

Exponennail Amgihcauon

We prepurea saver. replication reactions <23

tasning 35 uL of the final supsrrate romm the

hybridization teacticn. These

were then amplific §
repiicase at

cach con-
corTesponding
CRNA molecutes
B o ot Q3
05 Wl o7 a solution on s
Niter, 200 urmol of AT, 40 wmol of 1P CTP, H)D it of
GTP. 3250 pmolct UTE. 7 5 mmol of Mal,. and 45 rmemal
The reactions ware intuha par
drawm trem each of th

fnintemvais setweet S und 29 min of
wncubation anid fuxee with 38 ul of an iceenid solution
tontun.ng 120 meial of NawTloand 20 mme! of EDTA-
NaOH pH = per liter The EDTA IR this ~olution cheisted

the mugnesium 1n the sample. preventing further replica.
ion.

£y

eVER Feact: neal T

The size and homoreneity of the [YPIRNA p
Sl ahquots of each of the 147 amples were determined

lon membrane ‘Bio-Rad) in a dot-blot vacuum fitering
manifold  Bio-Radi. Each bound sample was washed 10
unes with 200 ul of the icecold precipitation solution to
fumove unincorperated | 34PICTP. The membrane was then
airdned. and the amount of I"™PIRNA present 1n each
sample on the membrane was made visihle by autoradiog-
raphy. After the sutorsdicgraph wius prepared, the amount

of RNA present 1n each dot-blot was measured in a scintile
taticn counter

Resuns

Wo carmed out mudel assavs in which replicatable HIV-1
protes were hybondized to scral dilutions of simulated
HIV.1 mRNA wirget molecules in the presence of guani-
dine thinvvanate 13+ After hybndization, the resulting
Protestariet hybrids werr iwilated by three excles of re
reruble tirset captur T on parsmametc purticies, The

Fabrdized proben were then released from thewr targets
and wxpunents

< analyais of the ~i7¢ and homoage-
reitv of the RNA 1n each sample indicated that only
MDV.mv RNA was svathesaed

An aliquut o cach aumple was bound o 8 nylen mem-
braac in a dot biot Bliratin apparatus. and the (24PIMDV.
Riv RNA 0 each aliquot was made visble b
lo she resulung suto

A 10 cach sampie was me aaared wath &
cr Althourt no ENA was appareat in
o ety tarine prorin, e s the e 1wl cp the RE A

populatio amd cxpunentialiv an The RNA became
viaible in th

™ at at<ut the ~ame time that

that tirme on, the RN A p«.pulzuun increased hnearly 1231
Thus. at thow tunes when the RNA wax viaible in each
. th

by eloctrophoresis tnrough 8% polyzcrviamude alab gels in
the presence of urea. 7 moLL :24i. Fnally, the I<BIRNA

ucts in a 10-uL. aliquat of each of the 147 sxmples were
precipitated bv the addition of 190 uL nf an ior-cold aolu-
tion contaiming 384 mmol of phrsphoric acid, 20 mmel of
sodium pyrophosphate. end 2 mmol of EDTA pet Liter. The
precipitated RNA 1n cach sample was then electrostatically
bound to & "Zeta-Probe”

Linewrly.
The results dcmcn-u’ltz lhAL the ume at which the

suTuration PRt ooeurs in each amplification reaction 1s

fuaction of the number of targst molecules onginally pres-
ent in the corresponding hvbndization reaction. The fewer
tarket molecules that were orignally present. the fewer the
replicatable probes that were bound to tarpeta. and thus
the fewer replicatable probes that were available 1o initiate
the

Bure
! -d ny- with Tewer replicatable probes must undergo More
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Fig. 3. Kineuc
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a0 wwercamanng ove. tromae
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doubt:

of the RNA before thete are encugh
RNA maolecules to achieve uzunm:n the kinetic data can
be used to the probes that
were present at the beginning of the reaction, If known
standards are included umong the to be

ture. Ethidium bromide bacomes Suoremcent when it inter-
acta -mh the -a:nr‘.u-y structures present in replicatable
probes. An of about 1 mol’
L would mve a good mignal, without significanty inhibidng

tasted, then theac data can be used to determine the
number of target molecules onginally present in esch
unknown sample.

The resuits also indicate the lhine of 2 The

&3 A simple anstrumsnt could penuchiaally
monitor the 1 of the i b ‘ in an

entire set of amplificstion reactions Initaily. the numbsr of
RNA molecules would b too low te produce an appreasble

to the sample contain.
ing 10° tampats achieved saturation at an carhier time than
did the reaction cor 10 the saumple

10% crrgese H . there was no

4l nymthests p

the fluorencence would increas The inatrument would be

programimed 1o etare che kinetic data and I+ use thene data
4 e Tor cach roactaon at whien the fluo-

differcrice 17 the amp.Ncotion reasuons correspording o
the samples contazning 10° and 10 targets Acco~dinaly.
the limil of detection was nbous 10 002 target
Because electrophorets. anulymis of the ampufivd RNA 1
each sample indicated that only recombinant RNA w,

syTthesized. the lim:t of detection, wua determined oy *he
lovel of o= of 1dized replicatabie probe

is importa: m fote that these were oniy prelimunasy
neS8IYP, o » how replicatable probes
maght be tsed. Foseher expramentn should inad

a0 10 the aseay tormmat that will Improve the senitivity

Discusxsion

During exponenitis. ~vnthems. the time it takes for the
RNA popuiation to double 18 a constant for & g@aven et of
reaction corditions 123+, If we know how many repicatable
probes wers inatiaily present in a reacticn, and f we knuw
how long that react vo -an predict
how many doublings have oeewrrad and how many RNA
mulecules have bean + nthesized Conversciy, of we kaow
how long it takes tor a particulur number of (84 molecuien
0 be then we can how many
cules of rephicatable probe were priment in
relationship is summarized by the follo

oles
utially . Thas
ing equation

2N o- N, 29

where N, is the initiai number of RNA molecules. { 13 the
time of incubation; d is the characteristic time it takes for
the RN A population tc double: and N is the number of RNA
molevules present at tme . Taking the loganthm of each
side of the vqualion und rearrangming algsbracally

~log 2

tor %, + { o

) - lTog N
where (—log 2Vd s a
that occurs when we determ
reaction to syntheswz a part
cules, thea log N willaiso be o

1€ we the
e the time 1t takes for each

e the prsnse of a particular number

o ¥ e e hybnduazation reaction.

number of tarfet Tolecules.
Stabhshe ctota

erdpoit 4 .» Teachod
The numoer of "
xould ther

the “nknown
parng their

armav would
e weandard
J determination of tiv number of
aTrieca 1 h AARIEIE Moot AR extrroely wride rarie of LarRet

Qure

u-m.u ve cnethod for analviing the data
toint s reached 10 an ampl:fication
e ot BN o Linearty
xample. o Furure 3,
reactions had teen |ncubated
Pussed the satluration par: 1mt w « linear phase of
s3mthesis A compariwn of the amounts of RI5A presert in
each sarzple at 28 nun shows that the most RNA 1s present
in those sampirs that correspond to the hybndization
reactions that contained the most targets Because these
reactions were imitiated with the greatest number of repli-
catable probes, they reached the saturation print sconest
and had the longest period of tiMme to synthemize RNA in the
iinear phas We can analsze the data by using the direct
linear nlmmmmp between the amount of RNA present at

the loganthm of the numter of replicatable probes that
initiate & reaction (7. If known standards are included
among the urknown samples to be tested. then there data
can be used to Tmine the number of warget

resent in each urknown sample. Because it is relatively
simple to devise an assay kit to measure the smount of

the time it _takes for the RNA population to grow to N
molecules. There will then be an invere linear relution-
ship between £ and log No. Therefore. 1f we have a reliable
method for determining the time it takes for an exponen-
tially replicating RNA population to grow to a particular

arbitrary) number of molecules, then we can accu-
r.Y.:ly determine the inutial number of replicatable probes.

na that is b d fur a fixed
tength of time, this aiternutive analytical approach would
bean mathod for agentain

the field.

1 assay we have described demonstrates that
replicatable hybridization probes can be used in quuntita-
tive asaayn desighed to detect rare targets. Further exper.
iments will be needed to develop actual clinical assays for

ng the number of HIV-1 mR)

- me determining how fong it takes
tor & particular number of RNA tobe
dye, such as ide, 1
comald be i ed in the RNA rmaction mux.  mmple, .
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NA molecules in blood
. it is clear that assays will be
. and
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