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DISENO, CONSTRUCCION Y DESARROLLO DE UN SISTEMA REPORTERO
PARA EVALUAR LA ACTIVIDAD IN VIVO DE RIBOZIMAS RECOMBINANTES
DIRIGIDAS CONTRA EL PAPILOMA VIRUSHUMANO TIPO 16 (HPV-16).

Resumen

La utilizacion de moléculas de &cidos nucleicos terapéuticos (ANT) en la modulacion de
la expresion de genes particulares se ha convertido en una herramienta promisoria para €l
tratamiento del cancer cervical. De manera entendible, la evaluacion y desempefio in vivo de
ANTs [oligodesoxiribonucledtidos (ODNs) antisentido y/o ribozimas (Rz)] guarda gran
importancia. En este trabajo se reporta la utilizacion de un sistema reportero (FRET2) basado en
la inhibicion de la transferencia de energia fluorescente en resonancia (FRET) para medir la
interaccion de moléculas terapéuticas (ODNs y Rz) dirigidas contra la region nucleotidica 410-
445 del virus de papiloma humano tipo 16 (HPV-16) €l cual estd asociado en un 50% de |os casos
de cancer cervical aescalamundial.

El sistema consiste en la utilizacion de dos variantes de la proteina verde fluorescente
(GFP) para generar una proteina quimeérica con capacidad de transferencia de energia
fluorescente en resonancia (FRET). Entre los fluoroforos se coloco la secuencia blanco que
codifica a la porcién 410-445 del gen E6 del HPV-16. Dicho sistema evalla la dependencia de
FRET ala produccion de la proteina quimérica completa en funcion de la actividad de moléculas
antisentido sobre su RNAm. El sistema FRET2 se optimiz6 para que la combinacion de
fluoréforos que dieran el mejor efecto FRET, el cual fue observado en el par formado por GFP
(donador) y YFP (aceptor), la utilizacion de diferentes combinaciones de aminoacidos y la
longitud de las secuencias blanco no mostré ninguna diferencia significativa en la eficiencia de
FRET. La accesibilidad del mensgjero se evalud in vitro por ensayos de RNasaH. La hibridacion
de los ODNs antisentido con e RNA mensgjero quimérico y €l tratamiento con RNasaH resultd
en € corte especifico del RNAm quimérico y la subsecuente inhibicion del efecto FRET en
ensayos de transcripcion y traduccion acoplado in vitro. La administracion en bacterias vivas de
antisentidos fosforotioatos (PS-ODN) dirigidos contra e RNAmM quimeérico, resultaron en la
inhibicion especifica del efecto FRET. La inhibicion correlaciond con la presencia de productos
protéicos truncados, confirmando el corte del mensgero quimérico por la hibridacion de los
ODNs antisentido. Por lo tanto, la inhibicion del efecto FRET puede ser utilizada para la

medicion directa de la actividad de mol écul as antisentido en células vivas.

Vv
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DESIGN, CONSTRUCTION AND DEVELOPMENT OF AN IN VIVO REPORTER SY STEM
TO ASSAY RECOMBINANT RIBOZYMESACTIVITIESTARGETING HUMAN
PAPILLOMAVIRUSTY PE 16 (HPV-16).

Abstract

The use of therapeutic nucleic acids (TNAS) to modulate expression of particular genesis
a promising approach for the therapy of squamous cell carcinoma of the cervix. Understandably,
evaluation of the in vivo performance of TNASs [antisense oligodeoxynucleotides (ODN) and/or
ribozymes (Rz)], is of ultimate importance. Here we report the use of areporter system
(FRET?2) based on the inhibition of fluorescence resonance energy transfer (FRET) to measure
the interaction of therapeutic molecules (ODN and Rz) targeting nt 410-445 of the human
papillomaviruses type 16 (HPV-16) which is associated with of 50% cervical cases world wide.

The FRET2 reporter system is based on the use of two variants of green fluorescent
protein (GFP), which generated a chimeric protein with the capacity of fluorescent resonance
energy transfer (FRET). Between the fluorophores we introduced a target sequence which code
for the HPV-16 E6 gene. Such configuration evaluates the dependence of FRET efficiency of the
whole chimeric protein, in response to TNA activity at the transcriptional level. The FRET2
system was optimized to achieve the highest FRET efficiency, which was best seen with the par
formed by GFP (donor) and YFP (acceptor). The use of different linkers between fluorophores
suggested that the amino acid content of the linker have no significant effect on FRET effect.
Antisense accessibility to the chimeric mRNA was in vitro tested by RNaseH assays with
antisense ODNs (PS-ODN). ODN hybridization with the chimaeric mMRNA and treatment with
RNaseH resulted in specific cleavage of the messenger and subsequently in the inhibition of
FRET assayed by in vitro transcription-transation. Administration of phosphorothioated
antisense ODNSs targeting the chimeric messenger in living bacteria resulted in the specific
inhibition of the FRET effect. FRET inhibition measurements correlated with the presence of
truncated proteins confirming true antisense activity over target. Therefore, FRET inhibition may

be used for the direct measurement of ODN activity in vivo.

Vi
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I ntroduccion

Un problema de gran importancia para el estudio de las moléculas antisentido y ribozimas
es la carencia de sistemas que reporten su actividad in vitro e in vivo. La mayor parte de los
sistemas actuales evallian la eficiencia de ribozimas con los niveles residuales del RNA substrato
y su proteina codificada, o bien la supresion de un fenotipo determinado. Actualmente existe la
necesidad de optimizar el uso de ribozimas terapéuticas; sin embargo, la mayor parte de estas
moléculas solo se han utilizado en e &mbito de la investigacion basica por lo que € uso de
ribozimas en la clinica dista mucho de ser una realidad. La optimizacion de ribozimas por los
medios tradicionales puede resultar larga y costosa lo que ocasiona una extrema lentitud en €
desarrollo de nuevas ribozimas. Para acelerar € andlisis de la actividad de ribozimas in vivo
proponemos el desarrollo de un sistema reportero de la actividad basado en e uso de la
fluorescencia producida por |a proteina verde fluorescente (GFP) y sus variantes. Dicho sistema
permitira el monitoreo de la actividad de ribozimas de manera casi inmediata sin perturbar la
integridad de la célula. Ademas se podra cuantificar la eficiencia de las ribozimas en €l ambiente
intracelular permitiendo la comparacién directa entre diferentes ribozimas, o que convertira al
sistema reportero en una valiosa herramienta para el desarrollo de ribozimas terapéuticas.

Antecedentes.

En 1975, varios laboratorios aislaron |a proteina productora de luz aequorina de la medusa
bioluminiscente Aequorea victoria (18;23;25;65;78). Este celenterado produce unaluz verde, y se
pensaba que la acuorina era la proteina productora de esta luz (lo cual es parcialmente cierto),
pero al estudiar in vitro sus espectros de absorcion y emisién de luz, se encontré que esta proteina
producia luz azul, en vez de luz verde (18).

Posteriormente, a analizar |os extractos provenientes del organismo marino, se descubrio
gue la medusa produce otra proteina, la ahora llamada proteina verde fluorescente (Green
fluorescent protein [GFP], por sus siglas en inglés) que, mediante un proceso |lamado
Transferencia de energia fluorescente en resonancia [FRET] (Fluorescence resonance energy
transfer [FRET], por sus siglas en inglés), acepta la energia que emite la acuorina excitada y
después la reemite como luz verde, (18;25). Ambas proteinas son responsables de la

bioluminiscencia de la medusa.

Introduccion
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Figura 1. Estructura tridimensiona de la GFP. Tomada de
referencia 4.

La proteina GFP es una herramienta muy Util hoy en dia porque no requiere de sistemas
enzimaticos complejos para producirse, ni tampoco cofactores para fluorescer. Con las
herramientas moleculares actuales se ha logrado su expresion en organismos tan alejados entre si
en la escala evolutiva como son bacterias, nematodos, plantas, células de mamifero e incluso
animales transgénicos (ANDi) (18;34;37;90). GFP y FRET son dos conceptos en los cuales se
abundard en las siguientes paginas para una mejor comprension de este trabgjo.

Proteina ver de fluor escente (GFP).

Las proteinas verdes fluorescentes existen en una variedad de celenterados (78); sin
embargo, la tnica cuyo gen ha sido clonado es la de A. victoria, por lo que toda vez que se hable
de GFP sereferird ala proteina aislada de este organismo.

Propiedades estructurales.

La GFP es una proteina de 238 aminoécidos, con un peso de entre 27 y 30kDa,
determinado por SDS-PAGE. Su estructura tridimensional fue dilucidada por Ormo et.al. y Yang
et al. (90) en 1996, siendo esta descrita como un "barril” formado por 11 hojas B-plegadasy una
a-hélice en e ge de simetria (18;23;34,78;90). El fluoréforo se encuentra en e a-hélice, a
resguardo del entorno ambiental (Figura 1 tomada de referencia).

Lapresencia de las hojas B-plegadas y el hecho de que e fluoréforo esté inmerso en ellas,

hace que desde el punto de vista fisico-quimico, la proteina sea muy estable y resistente a la
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accion de agentes desnaturalizantes: ésta permanece fluorescente alin cuando es sometida a 65°C,
pH 11, SDS al 1%, o cloruro de guanidina 6M; y resiste durante varias horas a la accion de la
mayoria de las proteasas conocidas (23;78).

La GFP tipo silvestre (") puede formar dimeros a concentraciones mayores de 100uM y
fuerzas ionicas bajas (78;90), lo que afecta las propiedades espectroscopicas de la proteina. Se
han identificado los aminoacidos que participan en la interaccion entre dimeros y se sabe que

estos contactos son relativamente fuertes (90).

Pr opiedades espectr oscopicas.

La GFP"! tiene dos picos de excitacion: uno a 395nm y otro a 475nm. El primer pico
tiene 3 veces mas amplitud que el segundo (18;23;34;38;78).

Cuando se excita a 395nm, se obtiene un pico de emisién a 508nm; mientras que si se
excita a 475nm, el pico de emision se obtiene a 503nm. A 475nm se excitan las moléculas de
GFP que contienen fluoréforos anidnicos (el fenolato anidnico), mientras que a 395nm se excitan
las moléculas que tienen fluoréforos neutros o protonados; por lo tanto, la amplitud de los picos

de excitacion depende del pH del medio (obviamente, considerando un pH extremo) (78).

Doblamiento y generacion del fluor 6foro en GFP

Heim y colaboradores (38) describen un mecanismo quimico de dos pasos para la
formacion intramolecular del fluoréforo maduro. Se propone que e primer paso involucra la
ciclacién, de manera que se requiere de unarelacion estérica que facilite el ataque del nucledfilo
débil delaglicina 67 (nitrégeno amido) a carbonilo con débil eectrofilicidad de la serina 65. La
serina 65 o tirosina 66 pueden remplazarse por otros aminoécidos, que deberdn mantener la
habilidad de ciclarse, esto implica que las cadenas laterales alrededor del sitio de reaccién no son
criticas. Por €l contrario, e segundo doblamiento es critico y la evidencia disponible indica que la
proteina naciente debe de completar al menos la estructura terciaria inicial antes de que la
ciclacion ocurra. Asi, los cambios en la configuracion relacionados con la formacién del anillo
imidazolidinona (Figura 2) requieren del acomodo de la estructura secundaria y terciaria; sin
embargo, hasta el momento no existe evidencia experimental para apoyar esta especulacion. Este
argumento es factible debido a hecho de que otras proteinas con la secuencia aminoécidica -
Serina-Glicina-Tirosina (Ser-Gly-Tyr) no emiten fluorescencia en el espectro verde (Figura 3). A
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priori no existe nada especial en la secuencia, que por ella misma pueda conferir una

conformacién Unica para promover la reaccion de ciclacion.

Existen consideraciones estructurales adicionales, por jemplo la reaccién de ciclizacion
no procederia eficientemente en presencia de agua, como |0 han discutido Orm6 y colaboradores
(53) quienes a analizar la estructura del la GFP por cristalografia de rayos X, encontraron que €l
cromoforo es inaccesible al agua. El agua formada como consecuencia de la condensacion
(ciclacion) es expulsada o se convierte en moléculas de agua estructuramente acomodadas
adyacentes a la cavidad mayor. Hasta € momento no se sabe s la formacion de la
imidazolidinona requiere apoyo catalitico, de una cadena lateral de un aminoacido hasta ahora

desconocido como agente activador del nucledfilo amido o del carbonilo eectrofilico.

1
L -

Ser-65

Figura 2. Motivo que forma el fluor6foro en la proteina verde fluorescente de Aegquorea
victoria,indicado por la serina 65 (Ser-65), Glicina 67 (Gly-67) y la tirosina 66( Tyr-66).
Tomada de referencia 3.

L as circunstancias conformacionales que promueven la primera reaccion en la generacion
del fluoréforo en GFP son inusuales y posiblemente Unicas. Y es dificil redizar ensayos
espectroscopicos de esta reaccion. Una posibilidad para estudiar éstas, seria €l aislar la proteina
previa a la formacion de la imidaszolinona o disminuir la velocidad de la reaccion notablemente
para analizar espectroscopicamente el transcurso de la ciclacion. La fluorescencia de la GFP

requiere de un paso de oxidacion en el enlace —C2-C3 adyacente alatirosina 66. La presencia de
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oXigeno en esta reaccion parece ser €l paso limitante para la fluorescencia de la GFP in vitro e in
vivo. Las reacciones in vitro comunmente son incompletas por la existencia de moléculas GFP no

oxidadas, obtenidas de una preparacion de proteinas recombinantes.

Palm y colaboradores (54) sugieren que los aminoécidos 57 a 71 estén involucrados en la
formacion del barril 3, que permiten la conformacién adecuada entre la secuencia —Ser-Tyr-Gly-
paralaciclacion. Al desarrollar mutantes de la GFP observa que a substituir F65L y V163A, se
facilita la formacion del barril . Con lo que se propone un modelo diferente para la formacion
del fluordforo, indicando gque es substancialmente méas importante el plegamiento de la proteina,

gue no la presencia del oxigeno paralaciclacion.

Es importante mencionar que varios celenterados emiten esencialmente fluorescencia
idéntica a las derivadas de GFP. Hasta ahora sabemos que los fluoréforos de Renilla (proteina
rojo fluorescente; RFP) y de Aequorea (GFP) son estructuralmente idénticos; por lo que se
especula que todas | as proteinas fluorescentes son altamente homaol ogas en la secuencia requerida
parala produccion del fluoréforo y paralaemision.

Tyr6é [e} Gly67

[ cyc
o -2
HO L HO
TN Ser65 N
N er N

— 1
..}“"‘l

N

*
un.‘,

Fm 510nm

Figura 3. Esquema propuesto para la formacién del fluoréforo (p-
hydroxybenzilideneimidazolidinona) de Aequorea GFP. Modificada de referencia 71.
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Efectosdel pH y temperatura

La GFP" apH's altos (36;54) pierde amplitud en el pico de excitacion de 395nm y gana
amplitud en € pico de 470nm.(78).

El incremento de temperatura de 15°C a 65°C disminuye ligeramente la amplitud del pico
a 395nm y aumenta €l pico a 470nm, esto en la GFP que ya esta plegada o como se dice
coloquialmente, que ya ha madurado. A mayores temperaturas se causa la desnaturalizacion de la
proteina, perdiendo hasta un 50% de la fluorescencia a 78°C. A temperaturas muy elevadas se
desnaturaliza en formairreversible, en cambio, la desnaturalizacion lograda a pH's extremos si es

reversible.

Mutantesde GFP

A partir de la GFP"' se obtuvieron variantes por mutacion puntual con propiedades
espectroscopicas diferentes (36;38) (Figura 4). Las variantes existentes se dividen en 5 grupos, de
acuerdo con sus caracteristicas espectroscopicas (Figura 4):

VERDES con el espectro de excitacion movido hacia € rojo: EGFP, GFP mutl,
GFPS65T y dEGFP (GFP desestabilizada). Se caracterizan por tener un espectro més brillante 4 a
35 veces mayor que la GFP" a excitarse con luz azul.

AZULES: EBFP (codones para uso en mamiferos) y EBFP2. Codones originales de la
medusa, usada en expresion bacteriana). Poseen 4 mutaciones o que mejora la solubilidad de la
proteina.

AMARILLA: EY FP contiene 4 mutaciones que modifican la emision a un espectro verde
amarillento, sin embargo los niveles de fluorescencia son equivalentes alos de EGFP.

CIAN: ECFP posee 6 sustituciones aminoacidicas lo que modifica el espectro de verde a
cian. Esta variante es mas brillante que la EBFP, por 1o que se considera un a molécula donadora
efectiva para estudios de FRET.

GFP™: Phe64 Ser Tyr Gly Val GIn69...Ser 72...Tyr 145Asn 146. .. Met 153. .. Va 163. .. Thr 203
GFP-S65T: Phe 64 Thr Tyr Gly Va GIn 69

EGFP: Leu 64 Thr Tyr Gly Va GIn 69

EBFP/BFP2: Leu64 Thr HisGlyVa GIn69..... ......... .Phe145

EYFP: Phe64 Gly TyrGly LeuGIn69 .. . Ala72 ... ... i Tyr 203
ECFP: Leu64Thr TrpGlyvVa GIn69................. llel46....Thr 153....Ala163

Figura 4. Muestra las variantes de la GFP". Las substituciones en los aminoécidos y su posicion se
muestran subrayadas en negritas, tomada de referencia 6.
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Espectro de emisién Espectro de absorcién
EBFPF ECFP EGFP EYFP DsRaed EBFP ECFP

EGFF  EYFP  DsRed

. - ! I . 1 (| 8! E
wwooA4s 4 B9 B 8 N 35 350 5 400 425 450 475 500 525 S0 S5 60O

Longitud de onda Longitud de onda

Figura 5. Espectros de excitacién (absorcién) y emision de las variantes GFP.
Modificado de referencia 3.

En el presente trabajo se utilizaron las variedades EGFP, EBFP y ECFP, por lo que

anicamente se profundizard en las caracteristicas fluoroespectroscopicas de éstas (Figura 5).

Variedades de lafamilia de GFP

La variedad EGFP posee una doble mutacion, su espectro maximo de excitacion es a
488nm y emite a 507nm(21;36).

La variante ECFP (21)contiene seis aminoacidos sustituidos y muestra dos picos de
excitacion (maxima a 433nm y minima 453nm) y dos picos de emision (méxima a 475nm y
minima a 501nm) similar a otras emisiones de variantes cian. Las otras cinco sustituciones le dan
un marcado aumento en la brillantez y en la solubilidad de la proteina, principal mente debido a

las caracteristicas de plegamiento y ala eficiencia de laformacion del cromdéforo (7;21;37;38;90).

EBFP contiene cuatro aminoécidos sustituidos. EBFP muestra un pico de excitacion
(380nm) y un pico de emision (440nm) similar a otras emisiones de variantes azules
(21,37;38;90).

EYFP contiene cuatro sustituciones. El pico maximo de excitacion es 513nm, y su

espectro de emision tiene un pico de 527nm (7).
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Aplicacionesdela GFP.

Con la identificacion y clonacion de la GFP, la visualizacion de macromoléculas
fluorescentes y el monitoreo de éstas en células vivas se ha convertido en un gercicio
experimental relativamente sencillo. Debido a que la GFP no requiere de sistemas enzimaticos
especiales para expresarse, no es toxica paralas células, no es voluminosay ademés, una vez que
ha madurado, es bastante resistente a los cambios en e medio, se ha convertido en una

herramienta muy Util para diversas actividades, entre ellas:

1.- Marcadores de expresion
Plautz y colaboradores (59) examinaron la produccion de GFP bagjo € control de un

blanco multimérico del gen glass en moscas adultas (Drosophila melanogaster). La fluorescencia
se observo en la pseudopupila de cada omatida, al igual que en los tres ocelos. La fluorescencia
de GFP también se observé en preparaciones de tegjido fijadas y tefiidas. Al enfocar en los planos
inferiores, se observod la fluorescencia de GFP en las 7 células fotoreceptoras localizadas en la

parte superior de la omatida.

También se utiliz6 ala GFP como marcador en plantas, en donde se expreso a partir del
promotor del virus del mosaico de la coliflor (35S). Este vector se introdujo en una solucion de
soya, por bombardeo de particulas de helio, en donde la fluorescencia verde se observé en células

de soyavivas.

En células de mamifero la GFP se ligd a promotor de citomegalovirus (CMV y se

tansfectaron de maneratransitoria células tumorales de la pituitaria (GH3) por electroporacion.

2.- Interaccion hospeder o-parasito
Bacterias patégenas como Salmonella typhimurium (), Yersenia pseudotuberculosis (Yp)

y Mycobacterium marinum (Mm), se transformaron por electroporacion con vectores expresando
la GFP. Macrofagos murinos (RAW 264.7) se infectaron con bacterias S 0 Yp expresando GFP,
mientras macréfagos J774A.1 se infectaron con Mm. Los experimentos preliminares muestran
que las bacterias fluorescentes invaden y se replican dentro de los macréfagos, y las bacterias
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administradas oralmente a ratones, colonizan el bazo e higado en niveles semgantes a las

bacterias silvestres.

Cinco semanas después de infectar animales experimentales con las bacterias patdégenas
que expresan GFP, se observd que la proteina fluorescente se encontraba en cortes congelados de
higado y bazo de rana. La histopatologia muestra | as |esiones granulomatosas caracteristicas de la
infeccién por Mm. Para demostrar que los bacilos que fluorecian eran las bacterias expresando
GFP, los cortes se destifieron con alcohol &cido y las bacterias se tifieron positivamente. Dicha
visualizacion resulta de sumaimportancia para el estudio de la patogénesis, de manera que €l usar
a la GFP como marcador biologico, puede evaluar procedimientos de colonizacion,

multiplicacion, persistenciay transmision de bacterias patdégenas en animales vivos (81).

En cultivos celulares infectados con cepas patdgenas fluorescentes, por citometria de flujo
se puede detectar y cuantificar e numero de células infectadas, y si es de interés recuperar las

células resistentes alos diferentes patdgenos.

También puede ser utilizada como un marcador, fusionandola con las proteinas de interés
y de ésta manera refleja los niveles de expresion, la localizacion en la célulay el transporte de
éstas (23;34). También puede utilizarse como un indicador activo: por g emplo, algunas mutantes
de la proteina son més sensibles a los cambios de pH, por lo que podrian ser utilizadas para

registrar cambios de este tipo en organel os celulares(52;78).

Sin embargo, la forma mas atil de medir cambios bioguimicos con GFP es hacer uso del
efecto FRET entre las mutantes de esta proteina. Mediante este efecto puede medirse la actividad

de proteasas, |a asociaci on-disociacion de moléculas, los niveles de calcio, etc. (78).

Transferencia de ener gia fluor escente en resonancia (FRET).

Transferencia de energia en resonancia.

Textualmente, la definicion de este término es la siguiente: "Es la transmision de un

cuanto de energia desde su sitio de absorcién a su sitio de utilizacion (en una molécula o sistema
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de moléculas) por interaccion resonante entre cromoforos a distancias mayores que las

interatdbmicas, sin conversion a energia térmica y sin que el aceptor y e donador entren en
colision cinética" (29;35;87).

Una interaccion de este tipo puede llevarse a cabo entre cromoforos (parte de una

mol écula que absorbe luz) de diversos tipos, no necesariamente fluorescentes. En el caso de que

se involucren fluoréforos, se denomina efecto FRET. Esto es: un fluor6foro denominado

donador absorbe energia, la cua excita a sus electronesy los llevaa un estado energético mayor.

Cuando estos electrones regresan a su estado basal liberan la energia con una menor intensidad

que la usada para excitar al donador, pero con un a longitud de onda mayor. Si esta energia es

suficiente para excitar a los electrones del fluor6foro denominado aceptor, entonces se lleva a

cabo unatransferencia de energia (Figura 6).

5 . . Figura 6. Descripcion energética de la

] _‘_lL o transferencia de energia de una molécula donadora

= £ . aunamolécula aceptora logrando un efecto FRET.
53 & . -

 — Al excitar una molécula donadora (D), a una

ol | = & longitud de onda adecuada, |os electrones pasan de

b un estado basal (SO) a un estado excitado (niveles

I S Sl, S2, S3, 4 y S5), quedando el donador

- v o »  energizado (D*), posteriormente el donador al

— regresar a su nivel energético basal, emite energia

?:Eftzﬁﬂémm A= heeptor a una longitud de onda caracteristica, la cual es

—— Fadiacisn radiativa aprovechada y absorbida por la molécula aceptora

——  FRadiacifnino rmdistira

o 0 = Tomsicifn acopluda

(A), cuyos electrones son excitados y pasan a un
nivel energético mayor (S1, S2, S3, 4 o S5).

Modificado de referencia 28.

De esta manera, si excitamos a fluoréforo donador y tenemos un aceptor en la vecindad

observaremos dos efectos (Figura 7).

(8 Unadisminucién en laemision del donador.

(b) Laapariciéon o e aumento de laemision del aceptor.

Condiciones del efecto FRET.

Para que pueda ocurrir un efecto FRET entre dos fluoréforos, es necesario que:

1.- El donador tenga un amplio rendimiento de emision de energia.

Introduccion
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2.- El espectro de emision del donador se sobrel ape considerablemente con el espectro de
absorcién del aceptor.

3.- Exista un aineamiento apropiado de los momentos dipolares del aceptor, y del
donador.

4.- Ladistancia entre el donador y €l aceptor sea 1+ 0.5 x Ro, donde Ro es la distancia
de Forster, o la distancia a la cua la transferencia de energia ocurre con un 50% de €ficiencia.

Esta distancia es entre 10 y 100 A parala mayoria de |os casos (64;82).

Aplicaciones del efecto FRET entre variantes de la familia de GFP

La utilizacién de FRET ha abarcado campos de la bioquimicay de la biologia celular. La
medicion de FRET ha sido utilizada para determinar €l grado de asociacién entre dos
macromoléculas, de manera intracelular y en un sistema libre de células. Otras aplicaciones de
FRET se han desarrollado para evaluar la actividad de diferentes proteasas, en donde €
oligopéptido de unién entre las moléculas fluorescentes es el sitio activo de la proteasa, de

manera que la actividad podra medirse por la desaparicion del efecto FRET (35;52;60;79).

A continuacion se describen algunos de estos gjemplos.

~

Integral de

sobrelapamiento \ Fluorescencia

Absorbancia
del aceptor l \

Abgzorbancia

del donador Emision del

donador

Emigién
del
aceptor

Figura 7. Caracteristicas espectrales y cambio de la fluorescencia del donador y del
i i T0 I:RET) | o intancidad Ao
emision del donador disminuye, mientakQEUGEI Adnsidad de emision del aceptor se 11
incrementa. La integral de sobrelapamiento de los espectros se indica en la figura.
Modificado de referencia 2.
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1.- FRET parala deteccion dela proteasa Factor Xa

Mitray colaboradores (50) describen el primer sistemaen el que se observalaeliminacion
de FRET por la actividad del Factor X, Utilizan una secuencia de 20 aminoécidos
(SSSSGSSSSGIEGRSSSSGS) que contiene el sitio de corte para esta proteasa, flanqueada por la
variante GFP cuyo espectro esta recorrido al rojo y la BFP. Al excitar € hibrido a 385nm se
observan dos emisiones una a 450nm y otra a 505nm (debidas a |la transferencia de energia). En
presencia de la proteasa, la banda de 505nm desaparece y se incrementa la fluorescencia a
450nm.

2.- Ingenieria de moleculas fluorescentes para meorar la brillantez

Para evaluar € posible FRET Heim y Tsien (38) desarrollaron mutantes para incrementar
la brillantes de la GFP" con una secuencia blanco para la tripsina con una longitud de 25
aminoacidos (SSMTGGQQMGRDLYDDDDKDPPAEF) flanqueada por GFP y BFP,
respectivamente. Después de la incubacion con tripsinay €l corte de la secuencia espaciadora, la
emisién de la molécula verde casi se eliming, mientras que €l otro fluoréforo incrementd su

fluorescencia

3.- Indicador es fluorescentes de la concentracion de calcio libre

Miyawaki, A y colaboradores (51), desarrollaron un sistema al que [laman camal eones.
Este consiste en la fusion en tandem de BFP o CFP con GFP o YFP, ente las proteinas
fluorescentes se encuentra el gen de calmodulinay €l péptido M13 (péptido de 26 aminoacidos
que se une ala calmoduling). La union de calcio libre a la calmodulina provoca un plegamiento
de ésta alrededor del dominio M13, de manera que se incrementa el FRET entre los fluoréforos

que lo flanquean.

El primer camaleon (BFP-GFP), se reemplazd por CFP-YFP debido a su incremento en
fluorescencia (camaledn amarillo). Al transfectar células Hel.a con la segunda combinacion, la
fluorescencia se distribuia uniformemente en el citosol. Al introducir sefidles intracelulares, se
utilizd este sistema para monitorear la concentracion de calcio en el citosol, en el nicleo y en €l
reticulo endoplasmico. De manera que este sistema reportero es un indicador del calcio

intracelular libre y puede evaluar diferentes organel os.
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En forma opuesta, las mutantes de GFP se acoplarian a dos dominios que se encuentren

cercanos en un nivel basal y que se separen a aumentar el calcio.

4.- FRET parala deteccion de apoptoss

La activacion de la caspasa-3 intracelular juega un papel importante en la apoptosis, de
manera que para facilitar la deteccion de muerte celular programada, Xu, X y otros (89) han
disefiado una quimera fluorescente que contiene la secuencia de aminoacidos DEVD
(Asparagina-Glutamico-Valina-Asparagina) gue reconoce y corta la caspasa3 y estos
aminoécidos estén flanqueados por |as proteinas GFP y BFP respectivamente. Paraincrementar la
solubilidad y accesibilidad para el corte introdujeron una secuencia de aminoacidos alos lados de
la secuencia blanco (GSGSGSGDEVDGGSGSGV), generando una secuencia de union de 18
aminoécido. Células 293 se co-transfectaron con un vector que expresa la proteina cinasa Rip, (la
cua esta involucrada en la induccion de apoptosis siguiendo la ruta del factor de necrosis
tumoral; TNF) y e vector fluorescente (pGDB). Después de la transfeccion (24-36hrs.) las
células mostraban una morfologia caracteristica de las células apoptéticas (condensadas y
redondas). En las células que expresaban € sistema fluorescente se observo un eficiente corte en
la quimera generando los mondmeros correspondientes a GFP y BFP. En células en que solo se
transfecto €l vector fluorescente, no se observé e corte del producto fluorescente. La eficiencia
del corte en las células que expresaban € inductor correlaciona con la cantidad de vector
utilizado para la co-transfeccion. Lo que demuestra que la secuencia de union DEVD insertada
entre GFP y BFP es reconocida por la caspasa-3.

Para demostrar la activacion de la caspasa-3 por TNF utilizando como reportero pGDB, se
transfectaron células HelLa. Después de la transfeccion (24hrs), se trataron con TNF y
cicloheximida. Después del tratamiento (16hr.), se cosecharon las muestras para un
el ectroinmunoensayo, y se observo que en las células que flotaban (apoptdticas) se habia cortado
el hibrido GFP-BFP, mientras que permanecio intacto en las células adheridas (no apoptdticas),
por otro lado, la adicion de un inhibidor de la caspasa-3 a cultivo celular inhibio el corte del
hibrido GFB-BFP. Estos resultados muestran que la caspasa-3 activada reconoce y corta la

secuencia DEVD entre las proteinas GFP y BFP.
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Para demostrar la eliminacion del efecto FRET entre las moléculas GFP y BFP, debida a
la activacion de la caspasa-3 durante la apoptosis, las células co-transfectadas se analizaron por
citometria de flujo. En donde observan que a excitar €l hibrido con luz UV (longitud de onda
351nm) se observa una emision intensa de la GFP a una longitud de onda de 510nm. lo que
demuestra que la secuencia de unién de 18 aminoacidos que contiene € blanco DEVD es

suficiente parala transferencia de energia fluorescente entre GFP y BFP en la proteina hibrida.

La utilizacién de este reportero permite e monitoreo continuo durante el curso de la

muerte celular programada.

Por otro lado Tyas, L. y otros (80) utilizando € mismo blanco (DEVD) y la caspasa-3
desarrollaron un sistema reportero utilizando las moléculas CFP-Y FP. Aunque la secuencia de
union también es de 18 aminoacido, el contenido es diferente (SSEL SGDEVDGTSGSEF). Este
grupo transfectd células COS-7 e inducen apoptosis con estaurosporing, y observaron que la
apoptosis va acompafiada de la activacion de la caspasa-3. La actividad de la caspasa-3 se abolio
totalmente a cambiar la secuencia blanco (DEVG). De manera gque €l grado de corte del hibrido
correlaciona con la actividad de la caspasa-3, y € corte del hibrido se indica por un incremento en
larelacion de emision de CFP/Y FP.

M oléculas ter apéuticas

Las moléculas con actividad terapéutica se dividen en activas y pasivas. Como moléculas
activas tenemos a las ribozimas | as cual es muestran actividad antisentido junto con una actividad

catalitica, mientras que entre los antisentidos pasivos tenemos moléculas de DNA o de RNA.

En este trabagjo se describira la actividad de moléculas antisentido de DNA vy las

ribozimas.
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Oligodesoxirribonucledtidos Antisentidos (Anti-ODNS)

Son moléculas de DNA sintéticos, cuyalongitud es de 10 a 25nt. Estas moléculas se unen
de manera complementaria mediante una hibridacién tipo Watson-Crick que involucra la
formacion de puentes de hidrégeno (A = T y G = C) entre regiones del RNAm blanco y € Anti-

ODN lo que hace que dicha interaccion sea atamente especifica.

Los Anti-ODNs deben cumplir con las siguientes caracteristicas para ser Utiles en un
sistema biologico: 1) Estabilidad en un ambiente intracelular, 2) Penetrar en un sistema celular y
penetrar en varios 6rganos en € cuerpo en donde se gerza su actividad, 3) Formar hibridos
estables tipo Watson-Crick en condiciones fisiolégicas, 4) La interaccion con € blanco debe ser
especifica. De manera que para cumplir con estos requerimientos se han realizados diferentes
modificaciones quimicas, que involucran el azlcar (ribosa), labasey ateraciones en e esqueleto
de fosfatos.

La modificacién a nivel del esgueleto de fosfato es una de las més variadas y
principalmente la quimica de los fosforotioatos es una de las mas estudiadas y actualmente
utilizada en estudios clinicos. Esta modificacion consiste en la sustitucion de un oxigeno no
involucrado en la formacién del enlace fosfodiester por un sulfuro; dicha modificacién da como
resultado mayor estabilidad y resistencia a nucleasas. Esta es una modificacion de tipo
conservadora, de manera que la carga negativa se conserva y € tamafno del &omo sulfuro es

marginalmente mayor al del oxigeno.
M ecanismos de accion de [os oligonucledtidos antisentido:
Se han descrito dos tipos de mecanismos de accion:

1. - Blogueo de la interaccion del RNA con proteinas u otros acidos nucleicos, que

incluye:

A) Inhibicion del proceso de corte y empalme; se da por la hibridacion de los ODNs a

secuencias especificas que evitan la union de factores requeridos de manera que blogquea
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fisicamente el corte del intrén. Aungue iniciamente se habia descubierto dicho mecanismo de
inhibicion, también se ha demostrado gque los ODNs pueden restaurar €l proceso de corte y

empalme en transcritos con sitios aberrantes para dicho procedimiento (27).

B) Arresto traduccional; es el resultado de la union de ODN a codon de inicio de la

traduccién, mecanismo demostrado in vitro (15).

C) Modificacion de la estructura tridimensional del mensgjero, la hibridacion del ODN
provoca cambios estructurales en e mensgjero de manera que algunas secuencias de interaccion

con proteinas, acidos nucleicosy ribonucleoproteinas quedan ocultas (85).

2. - Desestabilizacion del mensajero.

A) Bloqueo del encabezado (capping) en e extremo 5°; la hibridacion de ODN en esta
region evita la union de proteinas requeridas para €l proceso de maduracion del RNA.
Mecanismo no ampliamente demostrado, solo se ha demostrado |a hibridacién en esta region

inhibe la unién de los factores de iniciacion del procedimiento de traduccion (27).

B) Inhibicién de la poliadenilacion; aunque se ha descrito la utilizacion de ODNSs en el
extremo 3" no traducido del mensajero (27), no se han descrito alteraciones en la poliadenilacion
por hibridacion de ODN a esta region (22).

C) Activacion de RNasaH; se considera que es € principa mecanismo por € que los
ODNs interrumpen la produccién de proteinas. EI modo de accion es debido a la creacion de
sustrato para la RNasaH enddgena. Esta enzima se estimula por la presencia de hibridos DNA-
RNAmM. LaRNasaH se encarga del corte del mensajero, quedando intactala moléculade DNA, lo
gue da como resultado el blogueo de la biosintesis de proteinas. Una vez que la RNasaH
enddgena ha cortado al mensagjero, € antisentido-ODN queda intacto y con la capacidad de
hibridarse nuevamente con otro transcrito (proceso de recambio). Esta capacidad de liberarse del

transcrito cortado incrementa el efecto de una Unica molécula antisentido (24).
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En vista de que e mecanismo principal de accion de los antisentidos-ODN estaligado ala
formacion de un sustrato parala RNasaH, las modificaciones en los ODNs deben de ser de cierto
tipo y ser planeadas de manera adecuada. Se ha observado que ciertas modificaciones inhiben la
habilidad de la enzima para cortar  RNA que ha formado el ddplex con un ODN. Hasta ahora
los enlaces fosfodiester o los enlaces con fosforotioatos permiten la activacion de la RNasaH; sin
embargo, otras modificaciones no pueden desencadenar dicha actividad (Tabla 1), en tales casos

se recomienda que las moléculas antisentido se dirijan alaregion 5” anterior al codon deinicio de

latraduccion.

L os fosforotioatos que pertenecen ala primera generacion de moléculas modificadas en el
esgueleto de fosfato, permiten la activacion de la RNasaH, aunque posiblemente presenten una
actividad menor que en € enlace fosfodiester. Para lograr una actividad 6ptima se han disefiado
ODNs utilizando una estructura quimica mezclada (MBOs; mixed backbones) ya que poseen una
variedad de propiedades que permiten incrementar la estabilidad contra nucleasas o mostrar una
alta afinidad a blanco del mensajero (8), por 1o que las siguientes generaciones de ODN implican

un disefio racional.

Tabla 1. Muestra algunos gjemplos de las generaciones de ODNs quimicamente modificados, asi como el
nivel de modificacion de referencia 46.

ODN Generacion Nivel de modificacion Activacion de RNasaH
Primera Esqueleto de fosfato (sustitucion de un O por | Si
Fosforotioatos un )
Segunda Posicién 2' delaribosa No
2 -O-metil
2 -O-metoxi-etil
Tercera Esqueleto desoxirribosa cambiado por un|No
PNAs enlace poliamida
Ribozimas

Descubiertas en los 80°s, las ribozimas se definen como secuencias de RNA antisentido
que tienen actividad catalitica, es decir, que pueden hibridarse con una secuencia de RNA
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complementario y procesarlo sin perder la habilidad de hibridar y procesar otras secuencias de
RNA blanco (11). La ribozima tipo pasador de cabello (hairpin) tienen la habilidad de cortar y
ligar ed RNA complementario del blanco (45).

Cech y su grupo (45) descubrieron que algunos intrones eran capaces de catalizar las
reacciones de corte y empalme (splicing) para dar lugar al RNAmM maduro y a estas moléculas de

RNA se les denomind ribozimas.

Caracteristicas generales.

Todas las ribozimas (con excepcion de la RNasaP) catalizan reacciones en las que se
modifican a si mismas (actlan en cis); sin embargo, mediante ingenieria genética es posible
modificar estas moléculas para que actlen sobre otros sustratos, sin aterarse sufrir alteraciones

estructurales (actuar en trans), de ahi su potencial terapéutico.

L as ribozimas son consideradas como metal oenzimas porgue requieren en mayor o menor
medida de la presencia del ion Mg ?* para llevar a cabo la catélisis (26;74). Tienen una zona
catalitica, y las secuencias alrededor hibridan con el RNA blanco. Estas son las secuencias que se
modifican para dirigir a la ribozima contra un sustrato especifico. Mientras més larga sea la
secuencia complementaria mayor sera la especificidad de union con el sustrato. Sin embargo, si
esta secuencia complementaria es mayor de 15 nucleétidos, la afinidad aumenta hasta el punto
gue la liberacion del producto del sitio activo se vuelve muy lenta, o que impide una catalisis
eficiente(70).

La velocidad de catalisis, cuando € sustrato esta en exceso respecto a la ribozima, se
determina por laféormula Kca/Km. Se pueden observar rendimientos de 10° M min®. Aunque la
capacidad de recambio de | as ribozimas es menor que la que poseen las enzimas protéicas, (por |o
que es facil que su sitio activo se sature) estas caracteristicas pueden modificar por ingenieria

genética (10).
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Criterios de seleccion de moléculas antisentido

L a seleccion de moléculas antisentido efectivas ha sido compleja, ya que en muchos casos
su disefio se realiza de manera empirica, por ensayo-error o considerando las propiedades
estructurales y termodinamicas del RNAm blanco; para lo cua se han desarrollado programas
computacionales que predicen la estructura de mensajeros con base en €l criterio del vecino méas

cercano (92). Los ensayos empiricos requieren del andlisisintracelular de 30 a 50 mol éculas.

Por otro lado, € utilizar algoritmos que modelen la estructura secundaria o terciaria del
RNAmM blanco es una aternativa. Sin embargo, estos modelos son Unicamente una aproximacion
y por lo general no es posible predecir la habilidad de los ODNs para formar heteroduplex con €l
mensgjero partiendo Unicamente de datos termodinamicos. En general, se considera que los
métodos para prediccion de estructura secundaria Son poco veraces, para predecir conformaciones
en modelos in vitro, por lo que, en células vivas es aun maés dificil predecir € plegamiento del
mensajero, ya que se esta traduciendo activamente y su estructura esta aterada por €l paso de los
ribosomas. La union de proteinas que se une a RNAm también puede contribuir de manera

negativa alaformacién del heterodiplex (68).

Se ha planteado que es conveniente tomar dos tipos de criterio, €l primero es mediante
una simulacion de la estructura para determinar las regiones accesibles y la segunda es

corroborarlo mediante experimentosin vitro e in vivo.

Por lo general, la utilizacion de modelos matematicos (14) predice de manera certera la
estructura de transcritos de hasta 600 bases;, sin embargo, para transcritos mayores. Estos
programas no han sido de mucha utilidad; por esta razén la aternativa es determinar la
accesibilidad de la secuencia blanco mediante un mapeo enzimético o quimico. Sin embargo, es
importante considerar que dichos ensayos se realizan en condiciones optimizadas y controlados
(en sistemas in vitro) y en muchos casos las condiciones en donde se demuestra accesibilidad son
muy distintas a las condiciones intracelulares. De manera que una molécula antisentido puede ser
efectivain vitro, mientras que in vivo puede no serlo, por lo tanto la prueba mas contundente seria
en un ambiente intracelular en donde finalmente se utilizaran como agentes terapéuticos.
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L os métodos desarrollados para evaluar la accesibilidad de las moléculas antisentido son:

1) Mapeo quimico: generacion de fragmentos de RNA por tratamiento alcalino, lo
gue da una biblioteca combinatorial de una secuencia conocida (84).

2) Mapeo enzimético: Utilizacion de nucleasa de frijol mung (utilizada para el
reconocimiento de horquillas es decir, cadena sencilla de RNA o DNA) y RNasaH,;
con base en la capacidad de alineacion de un ODN aleatorizado e incubado con €l

RNAmM blanco se obtienen patrones digestion (14).

3) Mapeo de arreglos: es un acercamiento empirico que consiste en la hibridacion de
RNAm contra un arreglo de ODNs de diferentes tamafios, los cuales se dirigen a
diferentes o todas las regiones del mensgjero; este andlisis se puede realizar de manera
simultaneay determinar cuales de las moléculas tiene capacidad para unirse a blanco.
Anteriormente se postulaba que la hibridacion de ODNs con moléculas de RNAm
purificadas solo estimaria la eficiencia de hibridacion in vitro. En un ambiente celular
seria poco valido por las condiciones intracel ulares, aunque existen reportes en los que
se describe e mapeo de arreglos como un método efectivo para seleccionar

antisentidos con ata potenciain vivo (68).

4) Evolucion sistematica de ligandos por enriquecimiento exponencia (SELEX); esta
herramienta se ha utilizado tanto para el aislamiento de oligodesoxirribonucledtidos,

para el mejoramiento de ribozimas (55).

Aplicacién terapéutica de moléculas antisentidos.

En general, las moléculas antisentidos se han utilizado en padecimientos en los que esta
involucrada la sobreexpresion de un gen. El blanco de estas mol éculas puede ser un gen externo
al organismo (por gemplo, un gen viral) o bien un gen enddégeno con mutaciones (por ejemplo,

un protooncogen activado).
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Una de las ventgjas de utilizar antisentidos sobre otros agentes terapéuticos es la alta
especificidad de estos, y estén dirigidas a un sustrato (RNA) caracteristico, de manera que puede
distinguir y encontrar su blanco en un ambiente intracelular. Ademas, tienen la capacidad de
procesar mas de una molécula de blanco sin perder su actividad catalitica, a lo cua se le llama

"capacidad de recambio multiple".

A continuacién se mencionan algunos casos en que se han utilizado:

1. Infecciones virales agudasy cronicas; en HIV (61), en linfocitos B transformados por €l
virus de Epstein-Barr (40).

2. Neoplasia asociadas a virus como el cancer cérvico-uterino (HPV-16) (11).

3. Neoplasia en las que se conoce el producto del oncogen, tal es el caso de la leucemia
(73), 0 € carcinoma de células de lavejiga (43).

4. Otros padecimientos. Enfermedades cardiovasculares, rechazo de transplantes,

osteoartritis, enfermedades de tipo inmunol égico (73).

Disefio, seleccion y evaluacion de moléculas antisentido.

Para disefiar nuevas moléculas ribozimas se requiere conocer la secuencia del gen que se
sobre expresa y por lo tanto la de su RNAmM. Se seleccionan los sitios de corte posibles y sus
secuencias aledafias mediante un programa de computadora. Una vez hecho esto, pueden hacerse
pruebas con oligonucledtidos antisentido dirigidos hacia la misma secuencia que las ribozimas,

para probar que los sitios blanco son accesibles.

De estaforma, el uso de ribozimas se presenta como una alternativa efectiva, especificay
no invasiva para € tratamiento de diferentes patologias. Aunque los resultados actuales son
alentadores, se observa una necesidad notable en el desarrollo de investigaciones referentes a la
creacion de sistemas reporteros que permitan evaluar la actividad de moléculas antisentido en
trans y demostrar su capacidad para ser utilizadas como alternativas terapéuticas in vivo. La
optimizacion y utilizacion de moléculas antisentido como agentes terapéuticos han sido limitadas,
debido a que los ensayos de caracterizacion se reducen a pruebas bioguimicas en condiciones

Optimasy raravez incluyen datos experimentales en cultivos celulares 0 modelos animales.

Introduccion 21



Sistema fluorescente para evaluar Rz in vivo. M. en C. Maria Luisa Benitez Hess

Hasta ahora, los sistemas reporteros para moléculas antisentido utilizados son los

siguientes:

1. - Cinética de una reaccion de corte de una ribozima in vitro utilizando un RNAm
blanco marcado radiactivamente, en los que la actividad de ribozimas se determina mediante un
andlisis densitométrico de autoradiografias después de que los productos fueron separados por
electroforesis en geles de poliacrilamida sobre |a base del tamafio del blanco digerido (11; 26; 30;
40; 43; 45; 48; 55; 58; 61; 73; 74). Este método también es utilizado in vitro parala evaluacion de

mol écul as antisentido, solo con la variante de |a adicion de RNasaH.

2. - Ensayos RT-PCR: Una vez llevada a cabo la reaccion de corte (ya sea por una
ribozima o por un ODN), el RNA blanco se somete a un proceso de RT-PCR, (utilizando los
"iniciadores" (oligonucledtidos sintetizados artificialmente) disefiados para la sintesis del cDNA)
y posteriormente este molde es amplificado por la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR).
Finalmente para el andlisis de los resultados se requiere de un gel de agarosa, en donde se
visualizan los fragmentos producidos por € corte de la ribozima, este mismo procedimiento se
utiliza para determinar el decaimiento de un RNAm blanco para unaribozima (40; 73).

3. - Método cromatogréfico: Este sistema permite la evaluacion de ribozimas in vitro,

mediante un HPLC, la ventgja es que no es radioactivo (40; 61).

4. - Utilizacion de proteina reporteras para evaluar la actividad catalitica de ribozimas in
vitro.

A) Meétodos radioactivos: cloranfenicol acetiltransferasa (CAT) (83).

B) Métodos no radioactivos: colorimétricos, luminiscentes y fluorescentes. Proteinas
reporteras como la B-galactosidasa que pueden degradar un substrato cromogénico (75),

luminiscentes como laluciferasay fluorescentes como la proteina verde fluorescente (GFP) (86).

Todos estos sistemas de eval uacién presentan desventgjas, tales como:
1. - El uso de material radiactivo, lo que involucra el establecimiento de protocol os de seguridad,

manegjo y desecho de |os productos radiactivos.
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2. - La manipulacién directa del RNA de las células, que siempre lleva cuidados especiales y
ademés es inevitable la degradaci6n, aungque sea en menor grado.

3. - Ladeterminacion de la actividad de B-galactosidasa, CAT o luciferasa se tiene que hacer con
extractos celulares, o que implica también muchos cuidados en la manipulacion de las muestras.
4. - Lamayoria de los ensayos son in vitro, y los resultados no necesariamente correlacionan con
lo que se observain vivo.

5. - EI HPLC, aunque es especifico, también esin vitro y ademas es muy costoso.

La mayor parte de los procedimientos y modelos mencionados evallan la actividad
catalitica de ribozimas mediante la destruccion de la célula. De esta forma, €l efecto fisiolégico
producido por la inhibicién de la expresion de un gen no puede llevarse acabo en tiempo real,
impidiendo la caracterizacion de ribozimas y limitando su mejoramiento. Por otra parte, la
mayoria de las herramientas utilizadas in vitro dificilmente pueden reproducir las condiciones
intracelulares y pasan por alto diferentes aspectos tales como: la co-localizacion de laribozimay
el sustrato, el sistema de liberacion de la ribozima, la vida media del sustrato y de la ribozima a
pH intracelular (estabilidad), entre otros.

Asi en vistade laausenciay necesidad del desarrollo de modelos para evaluar la actividad
de moléculas terapéuticas, en € presente trabajo se presenta una propuesta para utilizar un
sistema reportero desarrollado en el laboratorio utilizando variantes de la proteina GFP, lo que
por su capacidad de fluorescencia nos permitird utilizar este sistema como reportero intracelular

de la actividad de moléculas antisentido y ribozimas.
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JUSTIFICACION

Un problema de gran importancia para € estudio de las ribozimas y ODN es la carencia
de sistemas que reporten su actividad in vitro e in vivo. La mayor parte de los sistemas actuales
evallan la eficiencia de estas moléculas con los niveles residuales del RNA substrato y su
proteina codificada, o bien la supresion de un fenotipo determinado. Actuamente existe la
necesidad de optimizar el uso de moléculas antisentido terapéuticas, sin embargo, la mayor parte
de estas moléculas solo se han utilizado en el ambito de investigacion bésica por lo que € uso de
ribozimas en la clinica dista mucho de ser una redlidad. En vista de que la optimizacién de
moléculas antisentido por los medios tradicionales resulta larga y costosa. Y para acelerar €
andlisis de la actividad de dichas moléculas in vivo proponemos €l desarrollo de un sistema
reportero de la actividad basado en el uso de la fluorescencia producida por GFP y sus variantes.
Dicho sistema permitird el monitoreo de la actividad de ribozimas y ODNs de manera casi
inmediata sin perturbar laintegridad de la célula. Ademés se podra cuantificar la eficienciade las
ribozimas y ODNs en e ambiente intracelular permitiendo la comparacién directa entre
diferentes ribozimas y ODNSs, lo que convertira a sistema reportero en una valiosa herramienta
para € desarrollo de moléculas antisentido enfocadas a su uso como moléculas terapéuticas

(ribozimas y antisentidos).
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Hipodtess.

Utilizando la tecnologia FRET y entendiendo el posible comportamiento de la expresion
de quimeras fluorescentes in vivo podemos observar dos tipos de efectos. el opacamiento o
FRET. S la secuencia de unién entre los fluoréforos de una proteina quimérica es de una
longitud y orientacion adecuadas, entonces el efecto fluorescente observado correspondera a
FRET, debido a que la estructura tridimensional de la quimera favorece la transferencia de
energia de un fluoréforo a otro. Alternativamente, de no poseer las distancias y orientacion
adecuadas entre los fluor6foros la quimera producird un opacamiento de los espectros

fluorescentes. Dicho opacamiento puede deberse a lainterferencia entre ambos fluoréforos.

El prototipo de sistema reportero fluorescente consta de una expresion en tdndem de
variantes de la proteina unidas por una secuencia puente que es el blanco que corresponde a gen
E6 de HPV-16. Contra dicho blanco se han desarrollado moléculas antisentido y ribozimas tipo
hairpin; de manera que si estas moléculas pueden hibridar con el blanco y activar ala RNasaH o
llevar acabo la catdlisis por la ribozima entonces, €l transcrito quimérico GFP-Sitio Blanco-Y FP
sufrird un corte y Unicamente se traducira la GFP, 1o que correlacionara con la pérdida del efecto

FRET y permanencia de un espectro verde (Figura8 A y B).

Hipotesis o



Sistema fluorescente para evaluar Rz in vivo. M. en C. Maria Luisa Benitez Hess

L 5 RNAmM
transcr|p0| on 5
(Donador —’ ‘lk S 5,
YEP Complementario
(Aceptor) No-Complementario ‘ AS-ODN

AS-ODN
* RNasaH
RNasaH v
No corte i S Corte

FRETW v

traduca on

Figura 8A. Diagrama de la hip6tesis para | os antisentidos.
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Figura 8B. Diagrama de la hipétesis para las ribozimas
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Objetivos
Objetivo General:
Diseflar un sistema reportero basado en las variantes de la proteina verde fluorescente

(GFP) que pueda ser evaluado in vitro e in vivo para determinar la eficiencia terapéutica de
mol éculas antisentido utilizando |a tecnologia FRET (Transferencia de Energia Fluorescente en

Resonancia).

Objetivo particulares:
1. - Disefio y construccion de un prototipo de sistema reportero fluorescente con GFP y sus

variantes.

2. - Andlisis y evaluacion fluoroespectroscopica de las proteinas quiméricas correspondientes al
sistema reportero fluorescente en bacterias vivas.

3. - Evaluacion y determinacion fluoroespectroscopica de la transferencia de energia fluorescente
en el sistema reportero.

4. - Determinar la eficiencia de FRET entre las variantes de la proteina GFP.

5. - Demostrar la accesibilidad de la secuencia blanco en el sistema reportero y la posible
interaccion de este con moléculas antisentido in vitro.

6. - Establecer las condiciones para administrar antisentidos a bacterias vivas.

7. -Evaluar lainhibicion del efecto FRET al administrar antisentidos en bacterias vivas.

8. - Demostrar la expresion de las ribozimas en un sistema bacteriano.

9. -Expresar y evaluar € efecto de las diferentes ribozimas sobre el sistema reportero en bacterias
vivas en una conformacion cis-actuante.

10. - Co-expresar y evaluar el efecto de las diferentes ribozimas en una conformacion trans-
actuante sobre el sistema reportero expresado en bacterias vivas.

11. - Construccion de un prototipo las variantes de la proteina GFP que permita expresar €l
sistema reportero en lineas celulares tumoral es de humanas.

12.- Andlisis y evaluaciéon fluoroespectroscopica del sistema reportero fluorescente GFP en
células tumoral es humanas.

13. - Establecer las condiciones adecuadas para la administracion a lineas tumorales en cultivo
celular.

14. - Evaluar la inhibicion del efecto FRET a administrar antisentidos en células tumorales en

cultivo.

Objetivos o8
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ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

El presente proyecto se fundamenta en la utilizacién de GFP y sus variantes, basandose en
las multiples bondades que nos brinda esta familia de proteinas. Los sistemas reporteros que
utilizan las variantes de GFP se han utilizado para visuaizar eventos intracelulares en células
vivas de una manera no invasiva. El desarrollo de variantes fluorescentes también ha permitido la
medicion in vivo de la interaccion entre proteinas utilizando €l principio de FRET como sistema
de deteccidn y evaluacion. Se desarroll6 el proyecto en dos partes: 1) Se construyd un prototipo
de sistema reportero fluorescente para evaluar la actividad de moléculas antisentido y ribozimas
en bacterias vivas. Este prototipo contiene la secuencia blanco de la ribozima Rz434 flanqueado
por dos variantes de GFP; y 2) Se implement6 un sistema en células de mamifero para ensayar la

actividad de antisentidos dirigidas contra el gen E6 de HPV-16. (Figura9).

La primera parte consistio en desarrollar un sistema reportero fluorescente que permita
evaluar la actividad antisentido y catalitica de ribozimas in vivo en bacterias. La ventgja de este
sistemaes que a utilizar un prototipo bacteriano, podemos inducir de manera controlada tanto la
expresion de la proteina quimérica como la de la ribozima, o que nos permite evaluar
cualitativamente y cuantitativamente e sistema reportero. Para lograr esto, se construyd un
plasmido de expresion integrado por un promotor lac en el extremo 5' (inducible con IPTG),
seguido por un gen quimérico integrado por la glutation S-transferasa (GST) que permitio la
purificacién de la proteina codificada en la construccion, y seguido por las proteinas fluorescentes

GFPy CFP en el mismo marco de lectura.
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Entre los genes de GFP y CFP se coloco la secuencia blanco de la ribozima Rz434, de

manera que a inducir la expresion de dicha construccion se obtuvo una proteina quimérica

funcionalmente fluorescente. El sistema reportero para evaluar la actividad antisentido y catalitica

de ribozimas en bacterias utilizo la induccion de la sintesis de proteinas recombinantes asi como

de las ribozimas mediante el uso de IPTG (isopropil- 3 -D-tiogal actopirandsido; inductor de la -

galactosidasa). Para esto se utilizé la cepa Epicurian coli BL21 (DE3). El sistema se evalud

mediante la cuantificacion de fluorescencia de los productos traducidos empleando un

fluoroespectrofotometro. Posteriormente, las proteinas producidas se purificaron utilizando

glutation-agarosa para su andlisis por inmunoel ectrotransferencia.

Estrategia Experimental
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En este sistema se utilizaron a las variantes de la proteina GFP en unas ocasiones como
mol écula aceptora de energia 'y en otros casos esas mismas se utilizé como donadora, por 1o que
fue importante observar la combinacion de proteinas fluorescentes, (en este momento fue
importante recordar, que las moléculas donadoras deben de emitir en una longitud de onda que
permita excitar ala molécula aceptora), de maneraque el efecto de la actividad antisentido o dela
ribozimas sobre el RNAm quimeérico resultd en cambios caracteristicos del efecto fluorométrico

del sistemareportero.

De estaforma, s e antisentido o la ribozima reconocen su secuencia blanco en el RNAm
de la construccion quimeérica, la actividad de estas moléculas antisentido resulto en la presencia
de un solo producto (la proteina GST-GFP). Alternativamente, si € antisentido o la ribozima no
reconocieron la secuencia blanco, entonces se sintetizé el producto quimérico completo (la
proteina quimérica GST-GFP-CFP) con un espectro fluorescente distinguible de GFP (Figura 10).
En vista de que e sistema reportero se fundamentd en la alteracion de las caracteristicas
espectrales de GFP mas que en las diferencias cuantitativas de su expresion, este sistema
reportero fue capaz de medir diferencias minimas de la actividad catalitica de diferentes

ribozimas u otras molécul as antisentido.

Una vez concluida esta primera etapa, se procedié a implementar €l sistema reportero en
células de mamifero. Para lograr esto se construyd un plasmido de expresion integrado por un
promotor de citomegalovirus (CMV, por sus siglas en inglés) en el extremo 5', seguido por € gen
quimérico integrado por variantes de GFP unidas por la secuencia blanco de HPV-16.
Posteriormente, se evalud € desempefio del sistema reportero en células de mamifero, mediante
la transfeccion estable y transitoria de vectores de expresion eucariontes. Para este fin, se
utilizaron las células C-33A(HTB-31) provenientes de un cancer cérvico uterino libre de
secuencias y transcritos de HPV. Esta linea celular se eligio, ya que es incapaz de producir
enddgenamente un blanco para € antisentido AntiE6 (dirigida contra HPV-16) y presenta €l

medio intracelular en el cual los antisentidos deben desempefiar su funcion.

La evauacion de la actividad cataitica de ribozimas en células C-33A se rediz6

cuantificando el efecto fluorescente en la transfeccion de la quimera fluorescente y los
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antisentidos empleando un fluoroespectrofotdbmetro y microscopia de epifluorescencia. El sistema
reportero también se evaud mediante € andlisis de los productos traducidos por

inmunoel ectrotransferencia.

Antisentidos/

Fluorescencia
N @ ribozimas
Excitacion 485nm
Emision 510nm W& w M
B A
Excitacion 485 nm
Emision 538 nm \ %

Antisentidos/

A ribozimas

Secuencia blanco para ANT

:> GST GFP ﬂ YFP

Laollacyia LAPCTTTTIC LAl
Figura 10. Sistema reportero fluorescente para evauar la actividad

cataliticade ribozimasy actividad de los antisentidos in vivo.
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Materialesy Métodos

OLIGODEOXINUCLEOTIDOS (ODN) y PLASMIDOS

FRET2ds

El ODN FRET2 (Figura 11), contiene a sitio de reconocimiento de la ribozima
R434 (RzTS) (11), que abarca desde €l nuclettido 430 al 445 del gen del Papilomavirus Humano
Tipo 16 [GenBank K02718; (63)]. Este ODN se encuentra flanqueado por un sito Hindlll en el

extremo 5'y un sitio Ncol en el extremo 3.

FRET 2ds 430 was

Hind 111 | I Nco |

5 AGC TTG CAA CTG TCA AAA GCC| ACT GTG TCC TGA AGA A| AA GCA AAC -3'
3- ACGTT GACAGT TTT CGG| TGA CAC AGG ACT TCT T| TTC GTT TGG TAC.5

Hind 111

Sitio de Reconocimiento de la Ribozima R434 Neol

Figura 11. ODN FRET 2 ds; que se caracteriza por contener la secuencia del un fragmento del Gene
de Papilomavirus Humano tipo 16 que abarca del nucléotido 430 a 445 (Blanco de la ribozima R434).
Teniendo un €l sitio derestriccion 5" Hindll1 y un sitio de restriccién Ncol en el extremo 3'

pPEFSCFP-kos

El ODN pEFSCFP-kos (Figura 12), contiene 5 mutaciones en € sitio Kozak
(GGTCGCCA) modificado por (TAATTAT). Este ODN se encuentra flanqueado por un sito
BamHI en el extremo 5'y un sitio Ncol en & extremo 3'. Este ODN fue sintetizado en la Unidad
de Acidos Nucleicos del Departamento de Genéticay Biologia Molecular del CINVESTAV.

Bam HI Nco 1 Figura 12. ODN pEFSBFP-kos ds.
57— GAT CCC CGG GTA CCT AAT TAT TC -3"
3"- GG GCC CAT GGA TTA ATA AGG TAC -5°
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ODNs para €l ensayo de extension del cebador y ensayos de RNasaH

Se disefiaron y sintetizaron los siguientes ODNSs:

Nombre Secuencia Tamaio Referencia
AntiE6 5-TTCTTC AGG ACA CAGT-3 l6nt 9
M7 5-TTCTTACTAGAA CAGT-3 16nt 9
419 5-GGCTTT TGA CAGTTA-3 15nt US Patent

No. 6 277 980
419m 5-GGCAACCTT GICTTA-3 15nt US Patent

No. 6 277 980
M280 HPV 16 5-CCGGAA TTCTTC AGA GA-3 17nt
M253 HPVCc 5-TACTGT TCT CTG AAG-3 15nt
Rz M281 5-CCGGAATTCT ACCAGGT-3 17n

Los ODNs mutados presentan 6 o 9 bases mutadas (bases subrayadas) con respecto al
ODN experimental.

Los ODNSs antisentido 419 y AntiE6 tienen la capacidad de hibridar con el transcrito de
E6 de HPV tipo 16 del nucledtido 415 al 429 y del 430 a 445, respectivamente, a hacer una

analogia con € sitio de reconocimiento GUC y corte de la ribozima hairpin.

La nomenclatura de las moléculas antisentido se relaciona con € nucléotido que reconoce
y serealiza €l corte con la ribozima, de esta manera tenemos que el ODN AntiE6 reconoce la
misma secuencia blanco que la ribozima 434 y el corte de ésta se da en el nuclettido 434. Las
versiones mutadas de estas moléculas antisentido no tienen la posibilidad de hibridar totalmente

con €l blanco.

El ODN M281 Rz es complementario a transcrito de la ribozima justo en la region
catalitica, de manera que al hibridar segiin el modelo Watson-Crick se puede utilizar este ODN
tanto como cebador para una reaccion de PCR como para en ensayo de alargamiento y generar un
DNA complementario.

El ODN M253 HPV ¢ es una molécula es sentido del transcrito de gen E6 de HPV-16, de
manera que no tiene la capacidad de hibridar con €l transcrito correspondiente al blanco. El ODN
M280 HPV es una moléculainespecifica del sistema, es decir no puede hibridar.
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PLASMIDOS

Todos los plasmidos fueron propagados inicialmente en la bacteria Escherichia coli
DH5a (F ~ N80dlacZ)M15 ) (lacZY A-argF)U169 deoR recAl end Al hsd R17 (r¢’,mg*) phoA
sup E44 8 thi-1 gyrA96 rel Al), y posteriormente fueron transformados (41) en Epicurian BL21
(DE3) ((E. coli B) F decm ompT hsds (rg - mg ")galA(DE3)) para su expresion en bacterias. Todas
las construcciones generadas fueron analizadas por restriccién y secuenciacion, antes de ser

utilizadas en experimentos de expresion.

La expresion de los vectores comerciales. pEGFP-C1, pECFP y pEBFP (Clontech, Inc.)
se redliza a partir de diferentes promotores, pEGFP-C1 utiliza el promotor de Citomegalovirus
(CMV) en eucariontes, mientras que pECFP y pEBFP se expresan en procariontes a partir del
promotor de lac, en los tres casos existe un sitio de clonacién multiple (GFP3'y BFPo CFP 5) y
en ambos plasmidos se encuentra en e extremo 5' del gen una region Kozak de inicio de la
traduccion en eucariontes (7).

EGFP

La secuencia que codifica a la GFP contiene mas de 190 mutaciones silenciosas que
permiten la correcta traduccion en codones utilizados con mayor frecuencia en mamiferos. La
secuencia gque flanquea a la EGFP se convirtié en una secuencia Kozak la cual es una secuencia
consenso para €l inicio de la traduccidn, la que incrementa la eficiencia y traducciéon en
eucariontes. El sitio de clonacion mdiltiple (MCS) se encuentra entre la EGFP y |a sefia de
poliadenilacion de SV40 (SV40 polyA). Los genes clonados en MCS se expresan como proteinas
de fusion a extremo carboxilo terminal de GFP (5,7,53).

El plasmido prosee un origen de replicacion pUC para la propagacion en E. coli y un

origen f1 parala produccién de DNASs.

ECFP

El plésmido peECFP (5,7,37,38,90), contiene una variante del gen que codifica para la
proteina verde fluorescente de la medusa A. victoria, dando lugar a una proteina cian fluorescente
(CFP).
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EBFP

El plasmido pEBFP, contiene una variante del gen que codifica para la proteina verde
fluorescente de la medusa A. victoria, dando lugar a una proteina Azul fluorescente (BFP). El
resto del vector esidéntico al pECFP (5; 7; 37; 38; 90).

EYFP

El plasmido pEYFP, contiene el gen que codifica para la variante amarillo - verde de la
proteina verde fluorescente de la medusa A. victoria codifica para la proteina. El gen EYFP
muestra 4 substituciones aminoacidicas Ser®™- Gly; Va®- Leu; Ser’> Ala; y Thr*®-Tyr. La
excitacion maxima del fluoréforo es a’513nmy el espectro de emision tiene un pico a 527nm (5;
7: 17).

La secuencia que codifica para las variantes de la proteina fluorescente: ECFP, EBFP y
EYFP estan flanqueada por un extremo 5' que corresponde a una secuencia Kozak (Sitio de
Iniciacion de la Traduccién). Este cambio, incrementa la eficiencia de la traduccién del RNAm
fluorescente y consecuentemente la expresion de ECFP en células humanas o de plantas. El gen
fluorescente contiene sitios de clonacion multiple hacia a los extremos 5' y 3', provenientes del
plasmido parental pUC19, creando € derivado pPD16.43. En E. coli, se expresan a partir del
promotor de lac como fusién de los primeros cinco aminoécidos de la proteinalac Z. El plasmido
parental pUC19 le da al vector un origen de replicacion con alto nimero de copiasy un gen de

resistencia aampicilinag, o que permite su propagacion y seleccion en E. coli.

Construccion de Vector es para Expresiéon en Procariontes

Para la construccion de los plésmidos pGST-GFP, pGST-CFP, pGST-YFP y pGST-BFP,
se purificaron los fragmentos Ncol - EcoRI de los vectores comerciales pEGFP-C1, pECFP,
PEY FP y pEBFP (Clontech Laboratories Inc.), que contienen las versiones modificadas de los
genes que codifican paralas proteinas fluorescentes verde, cian, azul y amarilla (GFP, CFP, YFP
y BFP respectivamente). Dichos fragmentos fueron clonados en €l vector de expresion bacteriano
pPGEX-2TK-MCS (plédsmido donado por el Dr. Hans Rotheneder; Intitut Fir Molekuarbiologie,
University of Viena), digerido con las enzimas Ncol - EcoRI. Los plasmidos pGST-GFP (Figura
13), pGST-CFP, pGST-YFP y pGST-BFP se utilizaron para determinar las caracteristicas
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espectrales de GFP, CFP, YFP y BFP producidas en bacterias (Figura 14). Para lograr la
construccion del prototipo FRET Cian, Azul y Amarilla, se procedio en primer lugar arealizar un
grupo de construcciones intermediarias. llamadas. pRzSCFP pRzSBFP, pRzSY FP, pRzSFSCFP,
PRZSFSBFP (todas conteniendo la secuencia blanco para la ribozima Rz434), y la construccion
pFSCFP-kos (carece de una secuencia blanco para la ribozima Rz434 y de una secuencia Kozak
anterior a gen que codifica para la CFP). Los plasmido pRzSBFP, pRzSCFP y pRzSYFP
contiene el ODN FRET?2 clonado en € sitio HindlIl1- Ncol del vector pEBFP, pECFP y pEY FP,
respectivamente (Clontech, BD Biosciences) (Figura 15). Con la finalidad de eliminar la posible
interferencia de los sitios Kozak presente en el vector comercial pECFP, se construy6 € plasmido
PEFSCFP-kos que contiene el ODN EFSCFP-kos en e sitio BamHI- Ncol del vector pECFP
(Figura 16).

Figura 13. Mapa del plésmido pGST-
t GFP. Expresa la proteina de fusién
Thrombin Glutation-S-Transferasa (GST)- GFP.

M\( “::::(W El vector contiene un cassette de
. resistencia a ampicilina (AMPr), un
origén de replicacion Col E1, d
pPGST-GFP represor lac (laclg) y al promotor de
SR lac (lac). El gen que codifica para la
mndozs protefna GFP se clond entre los sitios

o et de restriceion Neol-EcoRl.

Col E1 Ori //\
ANMPT

Figura 14. Mapa genera de los
plasmidos pGST-BFP, pGST-CFP t
Thrombin

0 pGST-YFP. Expresa la proteina _
de fusion Glutation-S-Transferasa Kirze
. , laclq Feoliorg)
(GST) wunida a la proteina T
fluorescente respectiva. El vector
contiene un cassette de resistencia PGST-BFP, CFP 6 YFP
,_—‘—'/

aampicilina (AMPr), un origen de 5717 bp
replicacion Col EL, al represor del
lac (laclg) y a promotor de lac

(lac). El gen que codifica para la Col E1 O
proteina fluorescente se clono
§ o \AN‘Pr

EcoRI(1712)

entre los sitios de restricciéon Ncol -
EcoRlI.
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Figura 15. Mapa general de los

Iac promoter pléSfﬂIdOS pRZSBFP, pRZSCFP Yy

HindIII (255) pRzSYFP. Expresa la secuencia

Secuencia Blanco blanco entre los sitios Hindlll-

Col E1 Ori Ieol (280) Ncol que corresponde a los
nucledtidos 409-453 del gen E6 de

HPV-16. El vector contiene un

cassette de resistencia a ampicilina

RReSEFE (AMPr), un origen de replicacion

e Col E1 y a promotor de lac (lac

S __FcoRI (1048) promoter). Las variantes de Ia

proteina fluorescente se clonaron
entre los sitios de restriccion
Ncol-EcoRI.

Amp(R}

lac promoter
Figura 16. Mapa del pI asmido HindIII (235)
pPEFSCFP-Kos. El vector contiene un ODN EFSBFP-kos
cassette de resistencia a ampicilina BamHI (265)
(AMPr), un origen de replicacion Col Col E1 Ori
Ely a promotor de lac (lac promoter).
Entre € sitio de restriccion BamHI-
Ncol se encuentra el oligo EFSBFP-
Kos, el cua eliminala secuencia kosak
del vector comercia y ademés recorre
el marco de lectura de la proteina CFP - EooRl [1026)
CUyO gen se encuentra entre 1os sitios
derestriccion Ncol-EcoRl.

MNeal (288)
CFP

pEFSCFP-KOS
3355 bp

Amp(R)

Figura 17. Mapa general de los

lac plasmidos pGST-FRET1 BFP y pGST-
tac _ FRET1 CFP. El vector contiene un
Jreamin cassette de resistencia a ampicilina

Kinase

(AMPr), un origen de replicacién Col
E1l, e represor de lac (laclq) y 4
estcrrrsere promotor de lac (lac). Entre e sitio de

restriccion BamHI-Ncol se encuentra e
Ardmener gligo EFSBFP-Kos, e cual elimina la
~ FFBFPODN - secuencia kosak que antecede al la BFP
NmEeTS g CFP. Este vector solo expresa la
proteina de fusiéon GST-GFP, debido a
gue después de este producto se genera

lacly " Neol(a7s)

pGST-FRET1 BFP
é514 bp

Col E1 Ori Weol (1769)

P S memGs un codon de paro. La proteina BFP o
bla CFP que no se traduce se encuentra
LUt entre |os sitios de restricion Ncol-EcoRl.
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lac Figura 18. Mapa general de los
tae plésmidos pGST-FRET BFP vy
FAran pGST-FRET CFP. El vector

Rlrmse contiene un cassette de resistencia a
L oola7R) ampicilina (AMPr), un origen de
replicacion Col E1, a represor de
lac (laclq) y a promotor de lac
(lac). Entre e sitio de restriccion
BamHI-Ncol se encuentra el oligo
“\-\,ia”f(%@ EFSBFP-Kos, e cua elimina la

779 secuencia kosak  del  vector

lacly

GST-GFP-BFP

pGST-FRET BFP
46518 bp

Mhel (1718)

SolEhon comercial. Se repar6 el sitio Hind
I11, creando un sitio Nhel lo que
%ﬁ e permite la traduccion del producto
‘«Kbla quimérico completo.
Amp(R)
Figura 19. Mapa general de los e i
plésmidos pGST-FRET2 BFP,pGST- Thrombin
FRET2 Ciany pGST-FRET2 YFP. Kinase
El vector contiene un cassette de laclq - tieol(s75)

resistencia a ampicilina (AMPr), un
origen de replicaciéon Col E1, 4
represor lac (laclg) y a promotor de
lac (lac). Expresa la secuencia blanco
entre los sitios Hindlll-Ncol que
corresponde a los nuclebtidos 409-
453 del gen E6 de HPV-16. El vector
contiene un cassette de resistencia a
ampicilina (AMPr) y un origen de %ﬁ -
replicacion Col E1. ‘kb,a

Ampi(R)

GST-GFP-RzTS-BFP

pGST-FRET2 BFP
6545 bp

HindIII(1714)

Secuencia Blanco

Col E1 O =" ol (1804)

Utilizando como base el plésmido pGST-GFP se clonaron los fragmentos Hind |1 - EcoRI
de pEFSCFP-kos, pRzSBFP, pRzSCFP y pRzSY FP para generar las construcciones quimericas
pGST-FRET1 Cian, pGST-FRET2 BFP, pGST-FRET2 Cian y pGST-FRET2 YFP vy
respectivamente. De esta forma, la construccion pGST-FRET1 Cian expresa el RNAmM quimérico
GST-GFP-CFP, sin embargo, solo expresa la proteina GST-GFP debido a la presencia de un
codon de terminacion al final de la GFP (Figura 17). Para eliminar este codon de terminacion, se
repard el sitio Hindll1 del pGST-FRET1 Cian, generando la construccion pGST-FRET Cian, que
efectivamente expresa la proteina quimérica GST-GFP-CFP (Figura 18). Por su parte, las

construcciones pGST-FRET2 (con donadores Cian, Azul y Amarillo, respectivamente) expresan
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la proteina de fusion, GST-GFP-RzTS-CFP, GST-GFP-RzTS-BFP y GST-GFP-RzTS-Y FP, cuyo
RNAmM contiene €l sitio blanco de laribozima Rz434 (Figura 19).

Construccion de Vectores para Expresion en Eucariontes

Para la construccion de los plasmidos pCR3.1-GFP, pCR3.1-BFP, se purificaron los
fragmentos Nhel - EcoRI de los vectores comerciales pEGFP-C1, pEBFP, pECFP, pEYFP,
respectivamente. Dichos fragmentos fueron clonados en €l vector comercial pCR3.1 (Invitrogen)
digerido con las enzimas Nhel - EcoRI. Los plésmidos pCR3.1-GFP (Figura 20), pCR3.1-BFP,
pCR3.1CFP y pCR3.1YFP (Figura 21)

transcripcién-traduccién in vitro.

se utilizaron para determinar los ensayos de

Hindlll  EcoRI
GFP BGH pA

Neol ’ //

T7 promoter
Nhel
Ncol ™~

Figura 20. Mapa dd plasmido
pCR3.1GFP. Expresa la proteina
GFP. El vector contiene un cassette
de resistencia a ampicilina [AMP

pUC origin
(R)]y otro a kanamicina/neomicina
TK pA

CNMV promoter T~
pCR3.1 GFP \’_—
5755 bp
f1 origin

Amp(R) Nceol
SV40 promoter

Ncol

Neo(R)

[Neo (R)]. Un origen de replicacion
Col E1 (pUC origin). Un promotor
de CMV, SV40 y de la RNA
polimerasa del fago T7. Posee
sitios de poliadenilacion (TK pA,
BGH pA). El gen que codifica para
la proteina GFP se encuentra entre
los sitios de restriccion Nhel-EcoRl

Utilizando como base el plasmido pCR3.1-GFP se clonaron los fragmentos Hindl I 1-EcoRI
de pEFSBFP y pEFSCFP para generar las construcciones quiméricas pCR3.1-FRET1-BFP,
pCR3.1-FRET1-CFP (Figura 22) , a partir de estos plasmidos se repard € sitio Hindl 1, para tener
la segunda proteina fluorescente en el mismo marco de expresion que la proteina GFP, generando
las construcciones pCR3.1FRET-BFP, pCR3.1-FRET-CFP (Figura 23).
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EcoRI Figura 21. Mapa general de los

BFP, CFP 6 YFP BGH pA plasmidos pCR3.1BFP, pCR3.1CFP y
Neol ] // pUC origin pCR3.1YFP. Expresa la proteina
Hindlll fluorescente respectiva. El  vector
1Tpromoter contiene un cassette de resistencia a

Ncol \ ampicilina  [AMP (R)]ly otro a
kanamicina/neomicina [Neo (R)]. Un

CWpromote\;\i
origen de replicacion Col E1 (pUC
PCR3.1 BFP, CFP 6 YFP — origin). Un promotor de CMV, SV40'y
5794 PP de la RNA polimersa del fago T7.
1 origin Posee sitios de poliadenilacion (TK
Neol pA, BGH pA). El gen que codifica
para las proteinas fluorescentes BFP,
NeofR) CFP 6 YFP se clonaron entre los sitios
de restriccion Hindl l1-EcoRl.
Amp(R) Neol
V40 promoter EcoRI (6540) BGH pA
Ncol (5802)
BamHi (5779) , pUC origin
Figura 22. Mapa general de los plasmidos GFP-FS-BFP
pCR3.1 FRET1 BFPy pCR3.1 FRET1 Cian. Hinalli (5749)
Expresa la proteina GFP, seguida del
EFSBFP ODN que evita la expresién de las Neol (5008) ¥//m pA
proteinas BFP o CFP, respectivamente. El T7 promoter DCR3.1FRETL BFP -
vector contiene un cassette de resistencia a Nhel (4958) P
ampicilina [AMP (R)] y otro a Neol 4703)
kanamicina/neomicina [Neo (R)]. Un origen S Pmm“ef/% Ncol (1858)

Neo[R)

de replicacién Col E1 (pUC origin). Un
promotor de CMV, SV40 y de la RNA k

polimerasa del fago T7. Posee sitios de fi origin %ﬁ&
poliadenilacion (TK pA, BGH pA).

Ncol (2555)
SV40 promoter
AmpiR)

Figura 23. Mapa generad de los plasmidos

FeoR! (8544 e pCR3.1 FRET BFP y pCR3.1 FRET Cian. .

B:::: ((:::;) B Entre e sitio de restriccion BamHI-Ncol se
GFP-BFP , encuentra e oligo EFSBFP-Kos, e cua

Nhe! (5751) % ellmlna_ la secuencia _ _ko&a_k del  vector
comercial. Se repar6 e sitio Hind 111, creando

Ncol (5008) un sitio Nhel lo que permite la traduccion del
T7 promoter \/__../ prodycto guimeérico cor_npletc_). El ye_zc_tor
Nhel (4988) pCR3.1FRET BFP contiene un cassette de resistencia a ampicilina
8548 bp [AMP (R)] y otro a kanamicina/neomicina

Ncomm)/A neor18sey  LIN€O (R)]. Un origen de replicacion Col E1
CMY promoter NeolR} (pUC origin). Un promotor de CMV, SV40 y

delaRNA polimerasadel fago T7. Posee sitios
de poliadenilacion (TK pA, BGH pA).
i ongln
%/__;»7 Ncol (2556)
SV40 promoter
Amp(R)
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De igual manera los fragmentos HindllI-EcoRl de pRzSBFP, pRzSCFP y pRzSYFP
generando pCR3.1-FRET2-BFP, pCR3.1-FRET2-CFP y pCR3.1-FRET2-YFP, respectivamente
(Figura 24).

Por su parte, la construccion pCR3.1-FRET?2 y sus variantes (Y FP, CFP, y BFP) expresan
la proteina de fusion, GFP-RzZTS-YFP 6 GFP-RzTS-CFP 6 GFP-RzTS-BFP, respectivamente

cuyo RNAm contiene €l sitio blanco de laribozima Rz434.

EcoRlI GFP
Neol BGH pA Figura 24. Mapa genera de los

GFP-FRET2-BFP pUC origin plasmidos pCR3.1 FRET2 BFP,

AT \ // pCR3.1 FRET2 Cian y pCR3.1
\ (\ FRET2 YFP. Entre & sitio de
restriccion Hindll1--Ncol se

encuentra e oligpo FRET2 que

Neol KPR corresponde a los nucledtidos 409-

T7 promoter pCR3.1FRET2 BFP 453 _del gen E6 de_ HPV-16, € cua
Nhe' 6579 bp contiene la secuencia blanco para las
moléculas terapéuticas. El vector

Ncol A Neol contiene un cassette de resistencia a

CMV promoter NeoR} ampicilina [AMP (R)] y otro a
kanamicina/neomicina [Neo (R)]. Un

& origen de replicacion Col E1 (pUC
f ongm Neol origin). Un promotor de CMV, SV40
y de la RNA polimerasa del fago T7.

SV40 promoter L. L . .
Posee sitios de poliadenilacion (TK

Sel PA, BGH pA).

Vectores para evaluar actividad catalitica de las ribozimas
pE6-GFP

Es un vector reportero disefiado para evaluar la actividad de la ribozima 434. Su
construccion se baso en el vector pGreen-Lantern-2 (Life Technologies) con e ODN E6-GFP de
doble cadena (5’AAT TCA ATG ATT AAC TGT CAA AAG CCA CTG TGT CCT GAA GAA
AGC AAA GCC GCC ACC AAT GCC-3), que contiene la secuencia blanco para la ribozima
Rz434 en |os sitios EcoRI - Notl.

Para evaluar la actividad de la ribozimas se construyeron tres diferentes ribozimas Rz434,
Rz434i y Rz434m, las cuales corresponden a los vectores pCRU6Rz434, pCRU6Rz434i y
pCRU6Rz434m (Figura 25). En donde Rz434, mostraria un efecto catalitico, por contener la
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secuencia blanco de HPV-16 E6, Rz434i mostraria un efecto de antisentido pasivo, por ser
inactiva pero contener la secuencia blanco de HPV-16 E6 y la Rz434m no deberia de mostrar

ningun efecto, debido a no guarda especificidad por €l blanco.

MiuI(5155)

Figura 25. Mapa general de los
plasmidos pCRU6 Rz434, pCRU6
Rz434i, pCRU6 Rz434m. Entre €

Xhol (5o88)
EooRT (5045) I“. EcoRI (1)
BamHI(5022) / Xhol(aqj

\ sitio de restriccion Xhol-Mlull se
HindIII (5004) '\ BGH pA . .
{ encuentra la secuenica que codifica
7 promoter . . .
\ // paralas ribozimas. El vector contiene

o :;ﬁ:::aj C°I £t on un cassette de resistencia @
ampicilina [AMP (R)] y otro a
“ ongm kanamicina/neomicina [Neo (R)]. Un
origen de replicacion Col E1 (pUC
pCRUBRz434 origin). Un promotor de CMV, SV40
bia o 5169 bp oA y de la RNA polimerasa del fago T7.
Posee sitios de poliadenilacion (TK

pA, BGH pA).

AmP(R) \\Ncol(lﬁsaj

Neo(R)

\

SV40 promoter NcoI (2555)

Vectores de Expresion in vitro y en Eucariontes
pCRU6RZz434, pCRU6Rz434i y pCRU6RZz434m

Es e plasmido de expresion de la ribozima Rz434, basado en € vector pCR3.1
(Invitrogen), que contiene a la Rz434 flanqueada por dos estructuras de proteccion; un tallo -
burbuja del RNA pequefio nuclear U6 en el extremo 5° y una horquilla de cuatro nucledtidos en
el extremo 3'. La Rz 434 se expresa a partir del promotor de fago de T7 (Figura 25). Los otros
dos vectores son semejantes a pCRU6Rz434, sin embargo, se diferencian en la ribozima
expresada. Por un lado tenemos a la ribozima inactiva Rz434i y a la ribozima mutada Rz434m,

respectivamente.

L os vectores que expresan las ribozimas se caracterizan por la expresion de los genes de

resistenciaaampicilinay kanamicina, mientras que el sistema reportero fluorescente solo expresa
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el gen de la B-lactamasa. Como se deseaba co-expresar dos plasmidos, € gen que codifica parala
ampicilina fue eliminado de los plésmidos que expresan la ribozima. Esto se logré mediante la
digestion del DNA con la endonucleasa de restriccion Acll, la cua posee sitios de corte
flanqueando la secuencia del gen de p-lactamasa, y eliminando un fragmento de 379pb (Figura
26). Las clonas obtenidas se seleccionaron sembrando las bacterias en cajas de agar LB con
ampicilina (100p/ml) y en cajas con kanamicina (25ug/ml), se incubaron a 37°C durante la noche
y se seleccionaron las colonias que Unicamente crecieron en kanamicina. Las construcciones
generadas se denominaron pCRU6Rz434 + kan, pCRU6Rz 434i + kan.

MluI(4782)
KhoI(4715)
EcoRI(gé7=) !":L

BamHI (4645) \‘,. '7, FooRT(1)

HindIII (46310

_ XhoI(34)

%
4. 3

e

Col E1 Ori

T? promoter

=

Neol(qggel "“ﬁ\

Figura 26. Mapa general de los
plasmidos pCRU6  Rz434+kan,
pCRU6 Rz434i+kan, pCRU6
Rz434m+kan. Entre e sitio de
restriccion Xhol-Mlull se encuentra
la secuencia que codifica para las
ribozimas. El vector contiene una

CMV promoter

f1 origin
/E pCRUBRz434+Kan
4796 bp

bla promoter

AclT (7168 /
Amp(R) e
\ MNeol (1858)

SV40 promoter Neo(R)

deleccion en el cassette de resistencia

a ampicilina [AMP (R)] y mantiene

la el cassette de resistencia a

kanamicina/neomicina [Neo (R)]. Un
™eA origen de replicacion Col E1 (pUC
origin). Un promotor de CMV, SV40
y de la RNA polimerasa del fago T7.
Posee sitios de poliadenilacion (TK
pA, BGH pA).

S

i
Neol (25550

Vectores de Expresion en Procariontes
pACY CU6Rz434, pACY CU6Rz434i y pACY CU6Rzmut

los vectores pCR3.1 U6Rz434, pCR3.1U6Rz434i y pCR3.1U6Rzmut se
amplificd por PCR, e producto conteniendo: e promotor de CMV, € promotor de T7 y la

A partir de
secuencia que codifica parala Rz 434, laRz 434i o laRz 434 mut.
El producto amplificado se cloné en €l vector pCR2.1 utilizando la tecnologia TOPO-TA.

Posteriormente, € fragmento EcoRV se cloné en € vector pACYC184, cuyo origen de
replicacion es pl5A. El inserto liberado por la digestion del DNA del pldsmido con la
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endonucleasa EcoRV fue purificado del gel y clonado en e vector pACYC184. Las clonas

resistentes a cloranfenicol, que liberaron el producto, fueron secuenciadas (Figura 27).

CMR) .
Figura 27. Mapa general de los

plasmidos pACYCU6  Rz434,
pPACY CU6Rz434i, pACYCU6
Rz434m. Entre el sitio de restriccion
Xhol-Mlull se encuentra la secuenica
gue codifica para las ribozimas. El

_ PISAORI vector contiene un cassette de
resistencia a clorafenicol [CM(R)] y
a tetraciclina (TC" ). Un origen de
replicacion pl5A (p15A ORI). Un
promotor de la RNA polimerasa del
fago T7 (T7promoter).

pACYCUBRz434TL
4475 bp

T EeoRV (1883

TF promoter
KhoI(1B1g)
Rz434

| ML (1866)

TCr L’\

£y
EcoRV (1913)

Inducciony purificacion de proteinas de fusion GST

Crecimiento de bacterias para Induccion con |IPTG:

Las bacterias BL21(DE3) transformadas con los plasmidos de interés se crecieron en
medio LB liquido con ampicilina (100ug/ml), durante toda la noche con agitacién a 200rpm a
37°C. Posteriormente, se realizo una dilucion 1:16 del cultivo y las bacterias se incubaron por 2
horas 30°C en agitacion a 200rpm. Pasado el tiempo de incubacion, se afadié e inductor
isopropiltio-B-galactosido [IPTG(72)] a una concentracion 1mM final y nuevamente los cultivos
se incubaron 2 horas a 30°C en agitacion 200rpm (excepto en los cursos temporales de induccion
donde los tiempos fueron 30, 60, 90 y 120min.).

Para la purificacion de proteinas de fusion (32) se parti6 de un volumen de cultivo
inducido de 50ml. El cultivo se vacio en tubos estériles Falcon 2070 pre-enfriados 10min. en
hielo. Las muestras fueron centrifugadas durante 10 minutos a 3,000rpm (centrifuga IEC
CENTRA CL?2), e sobrenadante se eliminé por aspiracion con vacio. El boton de bacterias se
resuspendid en 500ul de solucién de lisis frio (NaCl 100mM SIGMA, Tris-HCI pH 8, Life
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Technologies;, EDTA 1mM Life Technologies, 0.5% IGEPAL, SIGMA; 0.5mM AEBSF
(clorhidrato de 4-(2-aminoetil)bencensulfonilfluoruro, Pharmacia; 2 tabletas de COMPLETE,
Boehringer), seguido de una sonicacién en intervalos de 30 segundos en bafio de hielo a una
potenciade 5 y eficiencia del 50% (Sonicador Brandson)). El lisado se transfirié a microtubos y
fue centrifugado por 10min. a 13,000rpm (Microcentrifuga Biofuge Pico, Sorvall) para aclararlo,

tras|o cual se separo e sobrenadante en un microtubo limpio.

Fluor escencia en bacterias vivas

En los andlisis de fluorescencia in vivo se partié de un volumen de cultivo inducido de
3ml. El cultivo bacteriano se transfirié a microtubos de 1.5ml. Las muestras se centrifugan por 1
minuto a 13,000rpm. El sobrenadante se eliming por aspiracion con vacio (se repite este paso 2
veces). Los botones bacterianos se dejan secar por 3 minutos sobre una toalla absorbente. El
botdn bacteriano se lavd 3 veces con 900ul de buffer PBS[(0.2g/L KCl, 0.2g/L KH,PO,, 8.0g/L
NaCl, 1.15g/L Na;HPO,)] y se resuspendié en 500ul de PBS para su lectura en € fluorometro.

L as muestras se analizaron por triplicado utilizando un volumen de 100pl.

Purificacion delas proteinas recombinantesligadasa GST.

A 500ul de lisado bacteriano se agregaron 100 pL de glutation agarosa [Sigma G-4510,
(67)] hidratada en solucion blogueadora de leche descremada en polvo de (0.05g de leche
descremada en 10ml de solucion de lisis bacteriana), seguido de agitacion durante 1 hora a 4°C.
Cumplido € tiempo se centrifugé un minuto a 12,500rpm y se realizaron 3 lavados del boton
extracto-glutatién agarosa con 500l de solucién de lisis fria. Las muestras se resuspendieron en
100ul de buffer delisisfrio y se almacend a4°C hasta su uso.

I nmunoelectr otr ansfer encia.

Los extractos crudos o purificados fueron cuantificados con e estuche comercial
Nanorange (Molecular Probes) y sometidos a electroforesis en geles de acrilamida-bisacrilamida
(29:1) a 8% 6 10% en solucién amortiguadora de tris-glicina-SDS 1x (TrisHCI 25mM pH 8.3,
Glicina 192mM, SDS 0.1% p/v) a 125V (20). Una vez terminada la electroforesis las proteinas

fueron transferidas a una membrana de fluoruro de polivinilo (Immabilon P de Millipore). Las
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membranas se bloquearon con leche descremada a 5% en 100ml PBS-Tween 20. Después del
bloqueo las membranas se incubaron con anticuerpo anti-GFP (Sigma en una dilucion 1:2000),
durante una hora en agitaciéon. La membrana se lavé tres veces con PBS-TWEEN 20 a 0.1% y
posteriormente se incubd con el anticuerpo peroxidasa anti-ratén (en una dilucién 1:5000).
Finalmente la reaccion se revel 6 por quimioluminiscencia utilizando el estuche comercial ECL de

(Amersham) y se obtuvieron las imagenes mediante una autoradiografia.

Ensayos de fluorescencia.
Barrido de excitacion-emision.

Las mediciones de fluorescencia se efectuaron en un equipo Fluoroskan Ascent con los
filtros de excitacién a 355, 395 y 430nm (longitud ala cual se excita preferentemente la proteina
donadora; Azul o Cian), y 485nm (longitud ala cual se excita preferentemente la proteina verde).
Se rescataron las emisiones a cinco longitudes de onda: 460, 510, 538, 590 y 620nm. Las lecturas
se efectuaron con un tiempo de integracion de 20 milisegundos (ms) y a temperatura ambiente
(25°C a 27.8°C) utilizando 100yl de muestra para cada caso.

Determinacion dela eficiencia de FRET.

Laeficienciade FRET se calcul6 utilizando la siguiente férmula (82):
E=1-(Fy/F)

E eslae€ficienciade FRET, Fap eslaintensidad de fluorescencia del donador en presencia

del aceptor y Fp eslafluorescenciadel donador sin aceptor.

Ensayos /n vitrode Transcripcion-Traduccion.

Para estos ensayos se utilizo €l estuche comercial de transcripcion acoplada a traduccion
T7 TnT Quick (Promega). Los fragmentos GFP, CFP, FRET, FRET1, FRET2 y FRET3 fueron
clonados en e vector pCR3.1 (Invitrogen) que contiene en promotor T7. Las proteinas
sintetizadas fueron marcadas por la incorporacion L-metionina **S (Amersham) a 30°C por una
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hora. Una vez concluido el tiempo de reaccion, las muestras se analizaron en un gel SDS-PAGE
a 10%.

Transcripcion /n vitro (Run-off).

Para redlizar la reaccion de transcripcion in vitro [TIV (Promega)] los vectores fueron
previamente linearizados con enzimas de restriccion y el DNA es purificado.

L os vectores utilizados fueron:

PE6-GFP, linearizado con Notl, que contiene el blanco de la Rz434 (64nt).

pPCRUGRz434, linearizado con Pstl, que contiene a Rz434.

pCRUGRz434i, linearizado con Pstl, que contiene a Rz434i (ribozimainactiva).

pCR3.1FRET2-Cian, linearizado con EcoRI, que contiene el sistema reportero FRET2-
Cian.

El ensayo consiste en la produccion in vitro de RNAm a partir del promotor del fago T7
paralas ribozimasy € sistema reportero; mientras que el blanco se produce a partir del promotor
del fago SP6. En las reacciones de transcripcion de Rz434 y Rz434i (inactiva), se realizaron con
laincorporacion de ribonul cedtidos no marcados; mientras que para pE6-GFPy pCR3.1FRET2 la
reaccion de transcripcion incorporé a-[3P]-UTP (100TBg/mmol) para el marcaje radioactivo de
los transcritos. Posteriormente, los transcritos marcados fueron purificados en un gel de
poliacrilamida a 6%, urea 7M en TBE 1x (Tris 89mM, é&cido borico 89mM, EDTA 2mM pH
8.3). El producto de la transcripcion in vitro se purific6 mediante una extraccion fenol-

cloroformo-alcohol isoamilico.

Reacciones de corte con ribozimas

El RNA blanco de pE6-GFP se incubd durante 1 hora a 37°C con las ribozimas Rz434 y
Rz434i. Los productos de la digestion fueron separados por electroforesis en geles de
poliacrilamida a 6% urea 7M. Los geles fueron secados y los resultados se observaron en una
autoradiografia (13; 57).
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Ensayo de RNasaH

La RNasaH es una endoribonucleasa que especificamente degrada la hebra de RNA en un
hibrido RNA-DNA produciendo oligoribonucledtidos con extremo 5 -fosfato terminal y hebras
sencillas de DNA. Se utilizo para evidenciar la hibridacion de un ODN con un RNA. El blanco
pCR3.1 FRET2 marcado por TIV y purificado se incubd durante 5, 15, 30 y 60 minutos a 37°C
en ausencia a presencia de los ODNs 419, AntiE6, M7, 419m, M280 y M253 con 0.5U de
RNasaH (16). Los resultados se analizaron basandose en la generacion de fragmentos 5’y 3' del

blanco y su migracién en geles de poliacrilamida 6% urea 7M.

Extension de cebador (Primer extension)

Con € fin de evauar la producciéon del transcrito correspondiente a las ribozimas, se
transformaron bacterias BL21(DE3) con €l vector pPCRU6Rz434. Se crecieron durante la noche a
37°C en LB kanamicina (25 pg/ml), las bacterias diluidas se indujeron a diferentes tiempos con
IPTG 1ImM. Se extrajo RNA de ellas utilizando trizol (Invitrogen). EI RNA fue cuantificado para
realizar un ensayo de extension del cebador (62). Para este ensayo se utilizaron dos cebadores
uno complementario ala secuenciaterminal de laribozima (M281 Rz 434, region catalitica de la
Rz), y uno en sentido de la secuenciainicial de la Rz (M280 HPV-16, regién de reconocimiento
del blanco). El cebador en sentido fue utilizado como control negativo, ya que a encontrase en
sentido del RNAm éste no puede actuar como cebador.

Para demostrar la expresion de la ribozima Rz434 en bacterias inducidas con IPTG se
realizd un ensayo de extension de cebador en e que se utilizd6 como control el ODN HPV-16 €l
cual no puede hibridar con el transcrito. EI ODN Rz434 se utiliz6 como cebador, ya que es
complementario ala Rz434 y se hibrida a 184pb del promotor de T7. El andlisis de extension de
cebador se utilizd para determinar la localizacién y cuantificacion del RNA de las ribozimas. Un
ODN marcado terminalmente se hibridé aun RNA blanco y se utilizé como cebador de lareverso
transcriptasa en presencia de desoxirribonucledtidos. De esta manera el RNA blanco es reverso-
trascrito en un cDNA y se analiza en un gel desnaturalizante de poliacrilamida. EI cDNA
producido reflgja la distancia del cebador a extremo 5°- terminal del RNA. Adicionalmente la
cantidad de cDNA es proporciona alacantidad de RNA blanco (62).

Resultados 49



Sistema fluorescente para evaluar Rz in vivo. M. en C. Maria Luisa Benitez Hess

Para obtener una buena extension del cebador es importante considerar tanto la longitud
del cebador como la distancia del mismo a extremo 5°-terminal del RNA blanco. Un cebador de
20 nucledtidos permite un nivel suficiente de especificidad cuando se usa en una poblacion
mezclada de RNA. Idealmente, el cebador se debe hibridar aproximadamente 100 bases rio abajo

del extremo 5"-terminal del RNA y no debe ser auto-complementario.

El ensayo consistio en laincubacion del cebador (10mM) con el RNA extraido de bacteria
inducidas en solucion amortiguadora de extension (TrissHClI 250mM pH 8.3, KCI 375mM,
MgCl, 15mM, DTT 100mM) por 15min. a 65°C, seguido de una incubacion de 10min. a 37°C.
Enseguida se adicion6 una mezcla de desoxirribonucledtidos (ACTP, dGTPy dTTP 2.56mM y a-
[*°P] —dATP (110TBg/mmol)) y 200U de reverso transcriptasa M-MLV. La mezcla se incub6
por 30min. a 37°C. Los productos polimerizados fueron separados en geles desnaturalizantes de

poliacrilamida 6% urea 7M. Los geles fueron secadosy expuestos a placas radiograficas.

Modelado matematico de la estructura del mensajero

A partir de la secuencia del vector pCR3.1FRET2 Cian, se ssimulé una transcripcion a
partir del promotor de T7, lo que nos generd un transcrito que codifica GFP-secuencia blanco-
CFP. Dicha se secuencia se introdujo en el programa M-fold (92) se dibuj6 y analizé la estructura

correspondiente al mensajero (mostrada en |os resultados).

Ensayos con Antisentidos en bacterias vivas

Seleccion de colonias fluorescentesy preparacion para administracion de antisentidos.

Se transformaron bacterias BL21 (DE3) con € vector pGST-GFP-FRET2-YFP y los
controles respectivos pGST-GFP y pGST-Y FP, se seleccionaron y sembraron por triplicado en
3ml de LB amp 100pg/ml. Se realiz6 un experimento de induccion y se evalud la fluorescencia
L as clonas bacterianas seleccionadas se crecieron en 30ml SOC amp 100ug/ml durante la noche a
37°C en agitacion. Las bacterias se colectaron mediante centrifugacion (10min. a 2500rpm) y se
decanto €l sobrenadante en condiciones de esterilidad. L os botones se resuspendieron en 15ml de
con CaCl, 0.1M frio, y se incubaron en hielo por 15min. Después se centrifugaron nuevamente y
el botén se resuspendié en 1ml de CaCl, 0.1M frio (41).
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Administracion de antisentidos en bacterias.

Se tomaron alicuotas de 50ul de bacterias tratadas con CaCl,, y se colocaron en tubos de
6ml de polipropileno 2059 (BD Biosciences). Enseguida, se administraron los fosforotioatos
antisentido AntiE6 y M7 en dosdosisde 0.1y 1uM. Lamezcla de bacteriasy AS-ODN se incub6
por 30min. en hielo, seguida de un choque térmico de 45 segundos a 42°C. Posteriormente se
adicionaron 3ml de SOC Amp 100ug/ml, y se prosiguié con e protocolo de induccion.
Terminado € tiempo de induccion, se evalud la actividad de las AS-ODN en por fluorescenciay

se purificaron las proteinas para ensayo de inmunoel ectrotransferencia.

Linea celular

Se utilizé lalinea celular C-33A (clave ATCC HTB-31). Esta linea celular se deriva de
una biopsia de cancer cervical, de una mujer caucéasica de 66 anos; las caracteristicas particulares
de esta linea es que la proteina de retinoblastoma (pRB) esta presente pero de tamafio anormal.
Laexpresion de p53 es elevaday presenta una mutacion. Esta linea es negativa para DNA 0 RNA

del virus de papiloma humano.

CULTIVO CELULAR:

Las céulas fueron crecidas en medio D-MEM (Invitrogen) suplementado con suero fetal
bovino a 5% (SFB; Invitrogen) y antibidticos (estreptomicina-penicilina 1%). Las células se
cultivaron en una incubadora (Nuaire RI AutoFlow) a 37°C en un ambiente himedo con CO, a
5% en cgjas de 100mm (Nunc). Una vez que las células alcanzaron € 80% de confluencia, se
lavaron 2 veces con 5ml de PBS (Invitrogen), y se prepararon para los experimentos de

transfeccion.

Transfeccion

Parala expresion del sistemareportero en células C-33A, se establecieron dos protocol os.
El primero fue utilizado para caracterizar €l sistema fluorescente (transfeccion estable;
seleccionando las clonas por un mes con geneticina 0.1%, Invitrogen) y el segundo se utilizo para

evaluar el efecto de los antisentidos (transfeccion transitoria).
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Como agente transfectante se utilizd Lipofectin [Invitrogen(31)]. Para las transfecciones
se utilizaron 10pug de DNA del plasmido (pDNA) de todas las construcciones. Este pDNA se
incubo por 15min. a temperatura ambiente en 0.5 ml de medio basal (D-MEM no suplementado)
y en paralelo, se incubaron 50ul de Lipofectin, pasado este tiempo se mezclaron ambas
soluciones y se incubaron por 15min. adicionales. Posteriormente se adiciond a las células la
mezcla de lipofectin-pDNA y medio basal por goteo. Las células se mantuvieron en laincubadora
por 2 horas, en donde se agitaban suavemente cada 30min. La transfeccion se detuvo por adicién

de medio D-MEN con SFB 5% y seinici6 la seleccion de clonas resistentes a geneticina.

Cosecha de células

Consiste en la aspiracion y lavado de las células con PBS. Una vez que se aspird
totalmente el PBS y se adiciond tripsina (PBS-Verseno 1:1 v/v y tripsina 0.01%; todos de
Invitrogen), se incubaron durante 5 minutos en la incubadora y posteriormente se inhibié la
actividad de la tripsina adicionando D-MEM suplementado. Se colocaron en tubos de 15ml (BD
Biosciences) y se centrifugaron por 5 minutos a 2500rpm en una centrifuga clinica (IEC Centra
CL2). El medio fue aspirado y las células se resuspendieron en diferentes soluciones
amortiguadoras. Para los ensayos de fluorescencia € boton celular se resuspendié en PBS; para
los ensayos de citometria de flujo, fijaron las células en 80% etanol y se almacenaron a -20°C al

menos por 12 horas.

Administracion de antisentidos en células que expresan el sistema fluor escente.

Las células previamente transfectadas fueron tripsinizadas y se sembraron 10° células en
cada caja de 30mm, se degjaron crecer durante 2 dias 'y a tercer dia se les aspir6 €l medio y se
adicionaron los antisentidos en medio D-MEM suplementado (M7 y AntiE6 1uM en un volumen
de 1ml). Después de dos dias, se cosecharon las célulasy se analizo €l efecto del tratamiento con

los antisentidos por citometria de flujo.
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Preparaciéon de las muestras para citometria de flujo:

Unavez que las células se fijaron en etanol al 80%, se centrifugaron por 3min. a 2000rpm,
se decant6 € sobrenadante y se dejaron secar por 5min. a temperatura ambiente, posteriormente

se resuspendieron en FacsFlow (BD Biosciences) a una concentracion de 10° células/ml.

Analisis por citometria deflujo

Se utiliz6 un citémetro de flujo FACSCalibur (BD Biosciences) cuya ptica de excitacion
es un laser de argon con longitud de onda de 488nm. Para evaluar la emision del sistema
fluorescente se utilizaron dos filtros: FL1 (filtro de 530/30nm) o FL2 (filtro de 585/42nm). Se

analizaron un total de 10* células de cada una de las construcciones.
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RESULTADOS

El proyecto consistio en € desarrollo de un prototipo de sistema reportero fluorescente in
vivo para evaluar la actividad de moléculas antisentido. Este prototipo, se basd en las
caracteristicas fluoroespectroscopicas de las variantes de la proteina verde fluorescente (GFP) e
incluye lavariante azul (BFP), laamarilla (YFP) y lacian (CFP). El sistema se fundamento en la
expresion de las proteinas fluorescentes y en la posible transmision de energia (FRET) de un

fluoréforo aotro al estar a ciertadistanciay orientacion.

El proyecto se planted para dividirse en dos fases, la primera fase consistio en conocer el
sistema a desarrollar, caracterizarlo y obtener el maximo de informacion de este para que la
adaptacion y su uso en la segunda fase que se desarroll6 in vivo, estuvieran bien fundamentados y
con la experiencia ganada en los experimentos in vitro el sistema fuera factible de desarrollar.

Experimentos in vitro
Descripcién dela Ribozima Rz434

La ribozima Rz434 (11) se flanqued por estructuras de RNA gue la hicieron resistente a
degradacién por ribonucleasas intracelulares. Estas estructuras fueron: hacia el extremo 5 la
secuencia de una ribonucleoproteina pequefia nuclear (SnRNP) U6 y hacia € extremo 3" una
estructura secundaria denominada tetraloop (Figura 28). En esta configuracion, se incrementd la
longitud de Rz434 en la hélice 4 y se modifico la horquilla 3 para dar mayor estabilidad a la
conformacion de laribozima.
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Actividad catalitica dela Rz434

Para confirmar la actividad catalitica de la Rz434, se realiz6 una transcripcion in vitro con
tres diferentes plasmidos linearizados. pE6-GFP, pCRU6Rz434 y pCRU6Rz434i. Los resultados
demostraron la capacidad de corte de la Rz434, ya que a incubarla en presencia del blanco pE6-
GFP, se generaron dos fragmentos, correspondientes a los extremos 5 y 3" del producto. La
presencia de la ribozima Rz434i no muestra actividad catalitica y por lo tanto no se generan

fragmentos, asi como en le control en ausencia de ribozima (Figura:29).

Desarrollo del sistema fluor escente /n7 vitro.

Se disefid y desarroll6 un vector de expresion del sistema fluorescente in vitro, utilizando
paraello e promotor de la RNA polimerasa del fago de T7, caracteristico del vector pCR3.1. En
este vector se clono el gene que codifican para la proteina verde fluorescente (GFP), y para la
proteina azul fluorescente (BFP), ambos fueron utilizados como controles. Por otro lado, se
construyeron de las quimeras, que expresarian e sistema fluorescente formado por la co-
expresion de ambos fluorédforos, asi como de los controles necesarios, que nos permitieron
determinar la interaccion entre las moléculas fluorescentes en € sistema reportero. Los controles
utilizados fueron: 1) el aceptor (GFP); 2) e donador (BFP); 3) € aceptor en presencia de
donador (GFP-BFP, denominada FRET, por la presencia de dicho efecto) y 4) e aceptor sin
donador (sin FRET; obtenido por € corrimiento del marco de lectura de la segunda molécula

fluorescente, a que se le denomind FRETL).

Como la findlidad del sistema es evaluar la actividad de moléculas antisentido, fue
necesario introducir la secuencia blanco de estas moléculas entre la GFP y la BFP, lo cual para

continuar con la nomenclatura llamamos FRET2.

Una vez que se terminaron todas las construcciones, se realizaron ensayos acoplados de
transcripcion-traduccién in vitro, y los productos protéicos fueron marcados radiactivamente con
%5 | -metionina y anaizados en un gel desnaturalizante. Los resultados mostraron los tamafios
caracteristicos de 30kDa para GFP y BFP; de 60kDa para FRET2. Sin embargo, en FRET, se
registré la presencia de dos productos protéicos uno de 60kDay otro de 30kDa correspondientes
a producto de fusion GFP-BFP y de BFP, respectivamente. La sintesis de dos productos
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protéicos para FRET se explico por la presencia de dos sitios Kozak correspondientes a las
regiones 5 traducidas de cada gen (GFP y BFP), resultando en la traduccion simultanea de
ambos productos. Desde luego, esto tendria como consecuencia un enmascaramiento de un efecto
FRET. Por lo que se elimind la secuencia Kozak del fluoréforo donador (Figura 30).

Figura 30. Transcripcion-
Traduccion in vitro. Donde se
observa produccion de las
Aroteins or-d proteinas  quimericas y  los
RS ’~~> - controles GFP (dos diferentes

46-0 — construcciones) y BFP. La
luciferasa se utiliz6 como control
de la reaccion de transcripcion
21.5 —. traduccion acoplada.

pCR3.1-GFP
pCR3.1-BFP
pCR3_1-FRET
pPCR3.1-FRET2
pPCR3.1-FRET3
pT7EGFp-C1
Luciferasa

)
)

Accesibilidad del sitio

Se demostré que la secuencia blanco de la Rz434 se mantenia accesible en e sistema
reportero FRET-2, mediante unatranscripcion in vitro (TI1V) del plasmido pCR3.1 FRET2 € cual
fue utilizado como blanco. El transcrito blanco se incubd en presencia y ausencia de los
antisentidos AntiE6 (9), M7 (9), 419, 419m, M280 y M253 en presencia de RNasaH por 5
minutos a 37°C. Los ODNs M280 y M253 fueron usados como controles. EIl M280 es una
molécula en sentido y el M253 es una molécula inespecifica (no puede hibridar con € transcrito
de interés). Los resultados mostraron gque al incubar € blanco con e ODN AntiE6 o €l 419 se
generaron fragmentos de diferentes tamarios indicando que la secuencia de reconocimiento de la
Rz434 quedd accesible (Figura 31), en €l resto de los controles (moléculas sentido, inespecificas
y mutadas) no se observaron los fragmentos correspondientes a los productos de la catdlisis de la
RNasaH generados por la hibridacién de los antisentidos con la secuencia blanco del mensgjero.
Fue importante notar que el fragmento 3" que corresponde a transcrito que incluye la region
blanco fusionado a transcrito de la proteina CFP es de diferente tamario, lo cual concuerda con la

region de hibridacion de los antisentidos (Figura 32 y 33).
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Figura 31. Ensayo de RNasaH para demostrar
la accesibilidad del blanco pCR3.1-FRET2-
Cian, en la region de reconocimiento de la
Rz434. Transcrito incubado en ausencia (No
ODN) o presencia de ODNs. AntiE6, 419 vy
mutado (M7).
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Figura 33. Modelado de la estructura’
secundaria del transcrito correspondiente al
sistema reportero fluorescente pCR3.1
FRET2-Cian, se marca la secuencia de
reconocimiento de los antisentidos.
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En un programa de andisis de estructura de mensgjeros (Figura 33), se introdujo la
secuenciade pCR3.1 FRET2 y se observo que €l sitio blanco de la ribozima estaba disponible, 1o
cual se corrobord con el ensayo de RNasaH. Sin embargo, por la estructura secundaria predicha
supusimos que la accesibilidad era mayor en la region de reconocimiento del ODN 419 ya que
forma una horquilla, mientras que la regién de hibridacion del antiE6 se encontrd una estructura
secundaria de doble cadena. Sin embargo, los resultados experimentales mostraron que ambas
moléculas tenian acceso a su blanco de igual manera, y que la generacion de fragmentos se

observo a partir de los 5 minutos de incubacion (Figura 31) hasta 1 hora (datos no mostrados).

Transcripcion-Ensayo de RNasaH- Traduccién

Para determinar si los fragmentos del transcrito del sistema reportero generados por la
activacion de la RNasaH eran suficientes para observar cambios en la traduccion se decidio
repetir el ensayo de transcripcion, seguido de un ensayo de RNasaH y finalmente terminar con un
ensayo de traduccion in vitro. En este experimento se observo que al incubar € transcrito en
presencia de una molécula AS-HPV y en ausenciade un ODN (control), y adicionando RNasaH e
incubando la reaccion anterior en extractos de reticul ocitos de ratén, la produccion de la proteina
quimérica del sistema fluorescente es total (60kDa). Sin embargo, en presencia del antiE6, €l
producto quimérico se desaparecio, y solo observé un producto de 30kDa correspondiente al

tamafio molecular de las proteinas fluorescentes de manera independiente (Figura 34).

Con la experiencia obtenida y realizando las modificaciones pertinentes a sistema in
vitro, se cambié el sistema reportero a un vector que permitiera expresarlo en bacterias y asi se
procedié a su evaluacion in vivo. Para tal proposito se decidid utilizar €l vector comercialmente
disponible pGEX-2TK, € cual nos permitio obtener los productos fluorescentes fusionados a la
glutation-S-transferasa, y se planted la posibilidad de evaluar fluoroscopicamente el sistema

expresado en bacterias asi como caracterizar |as proteinas fluorescentes purificadas.
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Figura 34. Productos traducidos a
partir de la transcripcion in vitro y

MWM del ensayo de RNasaH.
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Experimentos in vivo en Bacterias

Analisis de fluorescencia del solvente.

Antes de iniciar la caracterizacion espectroscopica de las proteinas quiméricas, se realizd
un andlisis de la autofluorescencia del medio liquido utilizado para crecer las bacterias con la
finalidad de establecer si era posible leer la fluorescencia del sistema reportero en bacterias vivas
de una manara directa. Inicialmente, se analiz6 la fluorescencia del medio LB liquido (ampicilina
50pg/ml) para lo cud se realizd un barrido de longitud de onda de excitacion-emision, donde
observamos que el medio de cultivo bacteriano liquido mostraba cierta autofluorescencia (datos
no mostrados). Se observé que los val ores de autofluorescencia del medio eran grandes (de 5 a 20
unidades de fluorescencia) y sobrelapaban con los valores de emision de GFP y BFP, se decidio
evaluar otras soluciones de suspension (Tris 1M pH 8, H,O desionizaday PBS). Al comparar la
autofluorescencia de las siguientes soluciones: Tris 1M pH 8, H,O desionizaday PBS, se observo
la autofluorescencia de estas es minima casi nulay los rangos de autofluorescencia eran minimos
determinando que no existia diferencia entre ellas (datos no mostrados), por |o que se utilizo PBS

en |os futuros experimentos.

Caracterizacion delas proteinas fluor escentes

El producto de fusién de la GST Yy las proteinas fluorescentes, se obtuvo después de 2hr de

induccion en presencia de ImM PTG, se purificd y los extractos se utilizaron para caracterizar
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los espectros de las proteinas fluorescentes. Las muestras se analizaron mediante un fluorémetro
y evaluamos | as diferentes soluciones de suspension.

Entre las soluciones evaluadas la que mostré los mejores resultados fue e PBS, que
ademas no modificaba las caracteristicas fluorescentes de las proteinas purificadas (Figura 35),

por lo que se decidio utilizarlo para el resto de |os experimentos.
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Deter minacion de los picos maximos de excitacion y emision de los fluor éfor os.

Al caracterizar las variantes fluorescentes basandose en sus longitudes de onda de
excitacion (Ex.) y emision (Em.), se observo que BFP presenta dos picos de Ex. a 355 y 395nm y
Em. 430nm (Figura 36 Panel A). CFP se excitdé a 430nm y emite a 410nm teniendo un pico
méximo a 438nm (Figura 36 Panel B). Por su parte la GFP se excit6 a 485nm y teniendo dos
picos de emisién uno maximo 510 y menor a 538nm (Figura 36 Panel C) mientras que Y FP tiene

dos picos de emision-excitacion, a 430nm-538nm y 485nm-510nm (Figura 37).

A partir de los espectros obtenidos, se analizd el sobrelapamiento entre las curvas de
emision-excitacion de las siguientes combinaciones. GFP-BFP, GFP-CFP y GFP-Y FP, donde se
observo que en la combinacion GFP-BFP el sobrelapamiento es marginal (Figura 38 Panel A) €l
sobrelapamiento se incrementa en la combinacion GFP-CFP(Figura 38 Panel B), sin embargo, es

mayor en la combinacion GFP-Y FP (Figura 38 Pandl C).
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Como para obtener un efecto FRET es importante considerar el sobrelapamiento de
ambos fluordforos, se decidié evaluar e efecto de FRET entre los fluoréforos, o que nos dio
como resultado tres generaciones de sistema fluorescente. La primera generacion consistio en la
combinacién de GFP- BFP, la segunda generacion la forma la quimera GFP-CFP y |a tercera

generacion se da por la combinacion GFP-Y FP.

Sin embargo, por disponibilidad inmediata de los vectores comerciales, los resultados
preliminares se redlizaron utilizando una proteina quimérica con la combinacion GFP-BFP, en
donde la GFP es la mol écula aceptora mientas que la BFP es la molécula donadora. A 1o largo del
desarrollo del prototipo, se consideré cambiar €l orden en la expresion de la molécula donadora'y
aceptora, con €l fin de mejora el prototipo de sistemareportero. Lafigura 39, denotala utilizacion

de cada mol écula fluorescente.
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Figura 38. Sobrelapamiento
de los espectros. Panel A:
GFP-BFP, Panel B. GFP-CFP
y Panel C. GFP-YFP.
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Figura 39. Caracteristicas de las proteinas fluorescentes en cada una de las generaciones
desarrolladas. A es equivalente a Aceptor y D es equivalente a donador.
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Determinacion de los espectros de la primera generacion del sissemareportero GFP-BFP.

Para determinar las caracteristicas espectrales de los productos de los plasmidos pGST-
FRET?2, serealizo inicialmente un barrido de excitacion y emision. Al analizar las quimeras GST-
FRET1 se observé un espectro semejante a de GST-GFP con un pico de Ex. a 485nm y un pico
de Em. a 510nm (Figura 40; quimera en la que se corrié € marco de lectura del fluoréforo
donador BFP). Se analiz6 la construccion quimérica GST-FRETZ2, en la cual esperamos observar
el efecto FRET, sin embargo, se observé una disminucion del 50% en la magnitud de
fluorescencia de los valores observados si se compara con lo que se observé en GST-GFPy GST-
BFP (Figura 39). Esta disminucion en la fluorescencia podria deberse a un efecto de opacamiento

caracteristico de lainteraccion entre los dos fluoréforos (GFP-BFP).

Como se habia observado en experimentos previos (Figura 38), €l sobrelapamiento de los
espectros es pobre entre la pargja de fluoréforos GFP-BFP, por 1o que se decidi6é evaluar una
segunda combinacion de fluoréforos GFP-CFP, dando lugar a la segunda generacion del sistema

reportero.

35 4 O Ex. 355 nm- Em. 460 nm
T [1Ex. 485 nm - Em. 510 nm Figura 40. Andlisis de los
espectros de bacterias BL21
1] (DE3) vivas después de 2
horas de induccién con IPTG.
Induccion de las proteinas de
fusion de las diferentes
construcciones generadas

HH

H

Hi
i

GFP BFP FRET2 FRET1

Caracteristicas de las proteinas quiméricas de la segunda generacion del sistema GFP-CFP.

Se construyé una nueva serie de plasmidos comenzando por pGST-CFP € cual expresd la
proteina de fusion GST-CFP de alrededor de 60kDa. Los plasmidos pGST-FRET y pGST-FRET2
expresan las proteinas GFP y CFP unidas en e mismo marco de lectura. Entre ellas se ubicd una

secuencia puente de tamafio semegante (27 y 23 a.a., respectivamente), pero de composicion
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aminoacidica distinta (Figura 41). Como resultado se observé la produccién de proteinas
quimeéricas de cerca de 90kDa. Por su parte, pGST-FRET1 contiene los genes para GFP y CFP
clonados en diferente marcos de lectura, 10 que desenmascaré un codon de paro en CFP, de
manera que se obtuvo una proteina de fusion de tamafio semejante a pGST-GFP (Figura 42). Se
analizo el tamafio de las proteinas expresadas por las nuevas construcciones y concordaron con

los tamafos previstos, demostrando la expresion completa de las quimeras.

N-terminal C-termind

GFP CFP
GMDEL YKSGLRSRAQASL HACRSTL EDPRVPNYSVVSK GEELFTGVVPILVEL
D

GST-FRET
N-terminal C-termind
GFP CFP
GMDELYK SGLRSRAQACNCQKPL CPEEKQT MVSKGEELFTGVVPILVELD
GST - FRET2

Figura 41. Composicién aminoacidica de las variantes FRET.

Caracterizacion espectral delas proteinas quiméricas.

Para determinar las caracteristicas espectrales de los productos de los plasmidos pGST-
FRET, pGST-FRET1y pGST-FRET?2, se reaiz6 nuevamente un barrido de excitacion y emision.
Al analizar las quimeras GST-FRET1 se observo un espectro semejante a de GST-GFP con un
pico de Ex. a 485nm y un pico de Em. a 510nm (Figura 43). Es importante notar que en esta
quimera no se esperaba obtener un efecto FRET debido a que por el corrimiento de los marcos de
lectura respectivos en la molécula donadora se impide la correcta traduccion de CFP. Al analizar
las construcciones quiméricas GST-FRET y GST-FRET?2, en la cual esperamos observar €l efecto
FRET. En ésta se observd que la magnitud de fluorescencia se disminuye a la mitad de los
valores observados para GST-GFP y GST-CFP (Figura 43). Esta disminucion de la fluorescencia
podria deberse a un efecto de opacamiento caracteristico de la interaccién entre los dos
fluoréforos (GFP-CFP), ya que dicho efecto no se modifica ni por €l contenido ni por el nimero

de aminoacidos que unen a GFPy CFP (Figura 41).
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Al caracterizar las moléculas FRET y FRET2, se descartdé la posibilidad de una
interferencia entre la fluorescencia de GFP y CFP en estas construcciones ya que no existio
ninguna modificacion en las longitudes de onda de excitacién y emision de GFP como se observa
en GST-FRET1 (Figura 43). De esta forma, estos resultados sugirieron que la disminucion de la
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fluorescencia observada en las quimeras FRET y FRET2 se ocasion0 por la transferencia de

energia entre las moléculas GFP y CFP.

Hasta ese momento la determinacién de la presencia o ausencia de un efecto FRET en el
sistema fue unaincognita, y en el caso que existiera un efecto FRET, seria interesante determinar
la eficiencia de la transferencia entre los fluoroforos. Para aclarar eso se realiz6 una blasgueda
bibliogréfica de los sistemas descritos que generaron un efecto FRET, y se tomaron como
gjemplos para evaluar la eficiencia de transferencia de energia entre el donador y aceptor en €l
prototipo diseflado. Como cada reporte utilizaba una combinacion de fluoréforos diferente, y
ademés de que las secuencias blanco eran para otros propositos diferentes a los nuestros, se
decidié6 homogeneizar la informacion, con lo que me refiero a que se evaluaron las diferentes

secuencias de unidn con una misma combinacién de fluoréforos (GFP-CFP).

Para cada secuencia blanco reportada se localizé € blanco de interés del autor y se
modificd por el blanco de las moléculas antisentido a utilizar en nuestro proyecto. En este punto,
fue importante no modificar o lo menor posible € perfil de hidrofobicidad del blanco reportado.
De esta manera las moléculas evaluadas contenian una secuencia blanco de diferente tamafio, y
contenido aminoacidico. A estas moléculas las denominamos FRET?2 y llevan e nombre de la
referencia bibliografica; por lo que tenemos FRET2-Mitra (FRET2 My), FRET2-Heim
(FRET2He) y FRET2-Tyas (FRET2Ty) cuyas longitudes y contenido aminoacidico se
especifican en la Figura 44.

Y a realizadas las anteriores variantes de FRET, se transformaron bacterias de la cepa
BL21(DES3) y serealizd unainduccion. Se evalud la fluorescenciay se determiné la eficiencia de
transferencia de energia utilizando la formula descrita previamente.

Se observd que la mayor transferencia de energia se obtuvo con el sistema FRET2
desarrollado por nosotros (0.78), seguida por los siguientes resultados. FRET2-Tyas (0.777),
FRET2-Heim (0.776), FRET2-Mitra (0.771) y la de menor transferencia resultdé ser FRET
(0.755). Aungue todas las €ficiencias son bastante semejantes, fue importante demostrar que la

disminucion de la fluorescencia cian en el sistema FRET?2 se debe a la transferencia de energia
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fluorescente y se demuestra que el efecto que estamos observando es un efecto FRET (Figura 44),

semejante a los reportados en la bibliografia (38;50;80).

N-termina C-termina
GFP 9 + 18 = 27 CFP
GMDEL YKSGL RSRAQASLHACRSTLEDPRVPNYSMVSKGEEL FTGVVPILVELD
GST-FRET E=0.755
N-termina C-termina
GFP 9 + 14 = 23 CFP
GMDEL YKSGL RSRAQACNCQKPLCPEEKQT MVSKGEELFTGVVPILVELD
GST - FRET?2 E=0.780
N-termina C-termina
GFP 9 + 17 = 26 CFP

GMDEL YKSGL RSRAQASSEL GLCPEEGTSGSEF MVSKGEELFTGVVPILVELD
GST - FRET2-Ty E=0.777
N-termina C-termind
GFP 9 + 27 = 36 CFP
GMDEL YKSGL RSRAQASSMTGGQQGL CPEEEYDDDDK DPPAEFMV SKGEELFTGVV
PILVELD
GST - FRET2-He E=0.776
N-termina C-termina
GFP 9 + 22 = 31 CFP
GMDEL YK SGL RSRAQASSSSGSSSSGL CPEESSSSGSFM VSK GEEL FTGVVPILVELD
GST - FRET2-Mi E=0.771

Figura 44 . Andlisis de los aminoacidos que forman la region puente entre pGST-FRET2 y las
reportadas en laliteraturaindicando € contenido y longitud de aay laeficienciade FRET (E).

Cur sos tempor ales de induccion.

Para caracterizar el sistema en relacion con los tiempos de induccién y el incremento de
proteina sintetizada, se realizaron cursos de induccion a diferentes tiempos (30, 60, 90 y 120min).
Inicialmente se evaluaron periodos de induccién mayores (3hr), en donde se observd la
acumulacion de proteinas fluorescentes insolubles formando cuerpos de inclusién, por 1o que se

determind que el tiempo maximo de induccién seria de 2hr (datos no mostrados).

En todas las construcciones se observéd una correlacion entre el tiempo de induccién, la
cantidad proteina 'y la cantidad de fluorescencia producida (Figura 45). Es importante notar que
existio un mayor incremento por unidad de tiempo en concentracion en las quimeras mas
pequeiias (GST-GFP GST-CFP, GST-FRET1,; Figura 45 A, B y C, respectivamente) que en las
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quimeras mas grandes (GST-FRET y GST-FRET2, Figura45 E y F) por lo que consideramos era
importante utilizar los tiempos de induccion correctos e individuales a para cada construccion

observando en ellas caracteristicas diferentes en la acumulacion de proteinas (Tabla 2).

Tabla 2. Tiempos de induccién éptimos para lainduccion de las proteinas de fusion.

GST-GFP GST-CFP GST-FRET GST-FRET1 GST-FRET?2
Cian Cian Cian
<60 min. <60 min. <90 min. <30 min. <90 min.
c c c <
EEEES
S M © o
pGST-GFP ra .-. A
pGST-CFP "y H" B
PGST-FRET N~ ' . C
pGST-FRET1 = = ” D
PGST-FRET2 .1 S

En los espectros de induccién de las proteinas quiméricas (Figura 46) GST-FRET1 Cian
se observa una tendencia lineal, mientras que en GST-GFP y GST-CFP se observa un
incremento notable en los primeros tiempos, sin embargo, en los tiempos de 90 a 120min €l

incremento en fluorescencia es de una menor magnitud (logaritmica con respecto a tiempo).

En GST-FRET €l incremento en la fluorescencia es de tipo exponencial. En estos ensayos
centraremos nuestra atencion en la construccién experimental GST-FRET?2, donde observamos
dos tipos de comportamientos en |os espectros correspondientes al curso temporal de induccion;
uno lineal que corresponde a los tiempos cortos (menor a 60min de induccién), y € resto de los
tiempos de induccién (mayores a 60min) en donde no se observa un incremento notable en la
fluorescencia; posiblemente se alcance la meseta del sistema (Figura 46). De esta forma
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determinamos que para los siguientes ensayos era conveniente inducir la produccion de la
quimera GST-GFP-RzTS-CFP en tiempos menores a 60min donde e comportamiento de la
relacion fluorescencia vs. tiempo es de tipo lineal, lo que nos permitiria observar de manera
Optima e decremento o incremento de fluorescencia evitando llegar a la meseta donde la
acumulacion de proteina enmascararia €l efecto o actividad de las moléculas antisentido o

ribozimas.

Determinacion del efecto FRET por citometria de flujo en bacterias.

Para evaluar la citometria de flujo de emision del sistema fluorescente bacteriano se

utilizé un filtro pasa banda de 530/30nm. Los controles expresaron Unicamente a la proteina

Curso temporal de Induccién pGST-GFP en Curso temporal de Induccion pGST-CFP en
BL21(DE3
60 - (DE3) 60 - BL21(DE3)
© @ Ex.485nm-Em. 510 nm o 8 @ Ex.430nm-Em. 510 nm
3 [ W Ex.485nm- Em. 538 nm g % W Ex.430nm-Em. 538 nm
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L3 30 22 30
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fluorescente verde o cian, estas bacterias se utilizaron para calibrar y compensar la lectura de la
fluorescencia en e citémetro de flujo. Al compensar el sistema consideramos que las bacterias
gue no expresan proteinas fluorescentes (pGST, Figura 47 Panel A) muestran una auto
fluorescencia muy baja, alrededor de 1 unidad de fluorescencia, las bacterias que expresan la
proteina cian fluorescente pobremente alrededor de 10 (Figura 47 Panel C) mientras que las
bacterias que expresan a GFP fluorescen notablemente (10°) (Figura 47 Panel B y E). Al analizar
una mezcla de CFP y GFP (Figura 47 Panel G) se observo que claramente se puede distinguir
cada una de las poblaciones bacterianas, o cual nos permite establecer que la poblacién que
expresa las variantes FRET2 del sistema reportero fluorescente [pGST-FRET o pGST-FRET2
(Figura 47 Panel D y F) y las variantes referidas en la literatura (datos no mostrados)] se
comportan como un hibrido cian-verde debido a que se observa que los valores de fluorescencia
se encuentra justamente entre las poblaciones control. Sobre la base de estos resultados
demostramos que la interaccion entre las proteinas fluorescentes generd un efecto FRET, debido
a gue la mezcla de fluoréforos que no interactuaron se separan perfectamente y sus espectros

estan bien definidos.

Caracterizacion de los promotores a utilizar en un sistema bacteriano

Para caracterizar €l sistema de induccion se utilizdé a la GFP como reportero, de manera
gue en un vector esta proteina se expreso utilizando al promotor lac (pGST-GFP) mientras que en
otro vector se expresd a partir de promotor del fago T7 (pRSETA-GFP), con dichos vectores, se
transformaron bacterias competentes de las cepas BL21(DE3) y BL21-Sl. Las bacterias
transformadas se crecieron durante la noche en medio selectivo. Al dia siguiente se realizo la
induccion con IPTG 1mM y se observo que €l promotor lac tiene un buen control sobre la
induccion del reportero fluorescente en la cepa BL21(DE3) debido a que la diferencia entre las
bacterias inducidas es de un orden de magnitud mayor en intensidad relativa a control sin
induccion (Figura 48 Panel A). En esta misma cepa bacteriana no existe diferencia significativa
entre el control y las bacterias inducidas cuando se utiliza al promotor del fago T7 para expresar
la GFP (Figura 48 Panel B), lo que demuestra que €l reportero se expresa de manera constitutiva
(no inducible, como lo describe el proveedor). De manera semejante se evalud la expresion del
reportero a partir del promotor de T7 en la cepa BL21-Sl. Los resultados muestran que en

presencia del agente inductor (NaCl 0.3M) se disminuye la intensidad de fluorescencia del
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reportero en un 16% con respecto a control sin inductor, esto indica que de manera constitutiva
se expresa €l reportero con una mayor intensidad que en los otros dos sistemas, sin embargo, en

estas bacterias la presencia de inductor se reprime la expresion del sistema (Figura 48 Panel C).
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Figura 47 Mapa de puntos (dot plot) de la fluorescencia del sistema reportero y sus controles en
bacteria vivas transformadas e inducidas.

Induccion delaribozima en bacterias

Aungue con los experimentos preliminares (Figura 48), se demostraron gque en esta cepa
bacteriana la expresion de un gen a partir del promotor de la T7 RNA polimerasa no esinducible,
quisimos confirmar s la ribozima es capaz de expresarse en bacterias, para lo cual se
transformaron bacterias de la cepa BL21(DE3) con el vector que expresa la ribozima activa a
partir del promotor de T7 (pCRU6Rz 434). Las bacterias se crecieron durante la nochey a dia
siguiente se realizo lainduccion. Una vez terminada, se purifico el RNA y se procedio a realizar
un ensayo de extension de cebador utilizando el ODN Rz como cebador especifico para la
porcion catalitica de todas las ribozimas. Los resultados muestran la presencia de transcritos
correspondientes a la ribozima; sin embargo, la extension del cebador resultd en tres bandas 65,
81 y 121b en lugar de dar el tamafio esperado de 184b (Figura 49). Estas terminaciones
prematuras del cDNA se relacionaron con la estructura secundaria de las ribozimas. La banda de

65b correlacionaron con €l inicio de la Rz434, mientras que las bandas de 81 y 121b
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correlacionan con € inicio de la estructura de U6 y el vector, respectivamente (Figura 29 y 49).
Por otro lado, observamos que al comparar €l patron del RNAm obtenido de las bacterias
inducidas con €l patron dado por los controles (RNAmM sin cebador, y con un cebador que no
hibrida con la ribozima) es diferente justo en las regiones 65, 81 y 121b. La intensidad de las
bandas en tiempo maximo de induccion (2hr) no parece correlacionar con la cantidad de
transcrito, ya que la cantidad de transcrito es semejante alos intervalos de tiempo analizados (0y
2hr de induccion), ademés de que se muestra un patrén de bandeo es idéntico. Esto sugirioé que
existio un escape considerable de transcritos de la ribozima antes de la induccion, lo cua se
corrobora con la expresion del reportero GFP de manera congtitutiva al utilizar e mismo

promotor (Figura 48 Panel B).

Para lograr la expresion del sistema reportero y las ribozimas en cis, las ribozimas
U6Rz434 y U6Rz434i fueron clonadas después del codon de paro del sistema fluorescente y en
sentido. La clonacion fue por extremos EcoRI digeridas del vector pCR3.1 U6Rz434 o
pPCRUG6Rz434i. Las clonas que codificaban a la ribozima fueron seleccionadas por restriccion

paraverificar la correcta orientacion.
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Induccién del sistemareporter o expresando lasribozimasen c¢/s

Se transformaron bacterias de la cepa E. coli BL21(DE 3) con los plasmidos que expresan
el sistema reportero con la Rz434 o Rz434i en cis. Las bacterias se crecieron durante la noche

utilizando medio selectivo, al dia siguiente, las bacterias fueron diluidas para ser inducidas con

IPTG 1ImM.

Los resultados de induccién del sistema en cis muestran que no existe diferencia en los
niveles de fluorescencia del sistema en ausencia, o presencia de las ribozimas (Figura 49). Esto
posiblemente se debid a que en los sistemas procariontes, la transcripcion- traduccién es casi
simultanea; y los transcritos que no son traducidos son degradados rapidamente, por lo que el
tiempo en el que ocurrié lainteraccidn entre los transcritos del sistema fluorescente y laribozima

eratan corto que no pudimos observar cambios en €l efecto FRET.

ACGT 1234

LR e
E R A
BT ]

Figura 49. Expresion de la Rz 434 en un
g sistema bacteriano. En € lado izquierdo de la
: imagen se observa la secuencia de pUCLS,
utilizada para determinar €l tamafio del cDNA.
En e lado derecho, se muestra e ensayo de
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Dobleinduccién del sistemareportero en presencia de lastresdiferentesribozimas.

Para evaluar el efecto de la ribozimas en bacterias BL21-Sl, fue necesario transformar en
concentraciones equimolares de DNA tanto e sistema reportero como los plasmidos que
expresaron las ribozimas activa, inactiva'y no especifica (pGST-FRET2cian con pCRU6Rz434,
pPCRUGBRz434i 6 pCRU6Rz434m, respectivamente). La utilizacién de medio con dos antibi 6ticos,

Resultados 76



Sistema fluorescente para evaluar Rz in vivo. M. en C. Maria Luisa Benitez Hess

tuvo como objetivo asegurar la presencia de ambos plasmidos en las bacterias transformadas. De
manera que la resistencia a ampicilina fue dada por pGST-FRET2, mientras que la resistencia a
kanamicina fue dada por los plasmidos que expresan las ribozimas. Las bacterias con ambas
resistencias fueron seleccionadas y diluidas para ser inducidas con IPTG 1mM (sistema

fluorescente) y NaCl 0.3M (diferentes ribozimas).

Induccion del sistema de manera independiente.

Después de los experimentos iniciales en bacterias BL21-S| transformadas con FRET-2,
el sistema empezd a tener problemas de estabilidad ocasionando resultados no reproducibles. En
consecuencia, se realizaron nuevas transformaciones en BL21-SI, sin embargo, las bacterias
transformadas empezaron alisarse a crecerlas en medio liquido, tomando una apariencia viscosa.
La compafiia responsable de la cepa bacteriana coment6 que otros grupos de investigacion tenian
problemas semejantes a los nuestros con esta cepa, por 10 que a esperar un reemplazo a corto
tiempo fue imposible ya que se nos informé que se encontraba descontinuadas. En vista de que se
trataba de un problema terminal, se decidié reemplazar la cepa bacteriana BL21-SI por E. coli

BL21(DE3) y realizar |0s experimentos necesarios.

A diferencia del agente inductor (NaCl 0.3M) utilizado para la cepa BL21-Sl, e inductor
en la cepa BL21(DE3) es IPTG 1mM y este agente control tanto a promotor de lac como al
promotor del fago T7, de esta manera la plasticidad del sistema se disminuy6 a utilizar esta cepa
bacteriana [BL21(DE3)] debido a que fue posible controlar de manera independiente los
productos clonados después del promotor de lac y del promotor de T7; lo que modificd
considerablemente la estrategia experimental planteada al inicio del proyecto. De manera que
solo logramos la expresion de la ribozima y del sistema reportero de manera simultanea (Figura
50).
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Figura 50. Induccion del sistema fluorescente delas Rz en cis

Induccién simultanea del sistemareporteroy lasribozimasen trans

Al transformar e inducir ambos sistemas en las BL21(DE3), se observd que la co-
induccion de los dos plasmidos en estas bacterias resulté en minima fluorescencia (Figura 51
Paneles B, Cy D). Sin embargo, en el control con sblo € reportero pFRET2 (Figura51 Panel A)
se mantienen niveles altos de fluorescencia obtenidos anteriormente sugiriendo un problemaen la
co-expression de los plasmidos pGST-FRET?2 y los derivados de pCR3.1 dentro de BL21(DES3).

En un intento de averiguar que era lo que estaba pasando, obtuvimos DNA de las
bacterias inducidas, y corroborar la presencia de los dos plasmidos. EI DNA obtenido fue
digerido con una enzima de restriccion que lineariza ambos plasmidos (FRET + Rz se utilizd
BamHI y para FRET2+ Rz se utilizé Pstl) (Figura 52), de manera que si estaban presentes,
esperariamos ver dos bandas. L os resultados de esta digestion mostraron una sola banda, en lugar

de dos bandas esperadas, respectivas a cada plasmido. El plasmido ausente es el que expresaba al
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sistema reportero (dado que la fluorescencia disminuye). El plasmido que expresa la ribozima
originalmente conferia resistencia tanto a ampicilina como a kanamicina, y s recordamos
eliminamos un fragmento de 800pb del gen de B-lactamasa. Sin embargo, de manera inesperada
al forzar la seleccion de bacterias resistentes a ambos antibi 6ticos provocamos una recombinacion
entre las secuencias homologas del gen de B-lactamasa expresado en pGST-FRET2 y el
remanente de este mismo gen en pCR3.1U6Rz434. De manera que por complementacion y
recombinacion se restaurd la resistencia a ambos antibidticos en el plésmido pCR3.1U6Rz434.
Con lo que en las bacterias analizadas solamente expresaron este plasmido (Ia ribozima) mientras

que quedd eliminando el vector que expresaba el sistema fluorescente.
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Figura 51. Induccién del sistema reportero con los siguientes vectores. pCR3.1, pCRU6Rz
424+kan nCRI 1A R7 424i+kan
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Figura 52. Geles de agarosa a 1%. (A) Miniprep de pCRU6Rz434 y pCRU6Rz434i.
(B) Miniprep de pCRU6Rz434 + kan y pCRUBRz434i +kan. (C) Miniprep de bacterias
transformadas con concentracion equimolar de DNA de pCR3.1, pCRU6Rz434+kan
0 pCRU6Rz434i y del sistema reportero pGST-FRET-Cian o pGST-FRET2-Cian.
(D) Ensayo de restriccion de las bacterias transformadas con concentraciones
equimolares de DNA, linearizados (FRET + Rz con Bam HI; FRET2 + Rz con
Pst ).

Induccion del sistemareporter o expresando la segunda generacion deribozimasen frans

En vista de los problemas de recombinacién entre los plasmidos derivados de pCR3.1 y
pGST, decidimos cambiar €l vector que expresaba la ribozima. Para esto se €ligié e vector
pPACY C184, en donde las ribozimas se clon6 por amplificacion de los vectores pCRU6Rz434 o
pPCRUG6Rz434i. El vector pACYC184, cuyo origen de replicacion (pl5A) es diferente a del
sistema reportero (colEL). El tener diferentes origenes de replicacion en cada vector nos permitié
que coexistan. La manera de asegurar la presencia de ambos plasmidos y su expresion fue
mediante seleccion con |os antibidticos cloranfenicol y ampicilina en donde el vector pACY C183
confiere resistencia a cloranfenicol, mientras que e vector pGST confiere resistencia a

ampicilina.

Para asegurarnos de la coexistencia de los pléasmidos, se transformaron bacterias
BL21(DE3) con concentraciones equimolares. Después de un crecimiento por 16hrs. En medio
selectivo, se analizd € contenido plasmidico de las bacterias, siguiendo e procedimiento descrito

anteriormente. Brevemente se linearizd el DNA de los plésmido con Xbal. Las muestras fueron
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analizadas en un gel de agarosa a 1% en donde se observaron 2 bandas correspondientes a los
plasmidos linearizados [pGST-FRET2 Cian (6512pb), pPACYCU6Rz434 (4475pb) vy
PACY C184 (4245pb)] (Figura 53).
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Figura 53. Co-existencia de
plasmidos pACYC184 o
pACY CU6Rz434 con pGST-
FRET2 en bacterias
BL21(DE3). EI pDNA fue
digerido con laenzima Xba | y
andizado en un Gel de
Agarosal % en TBE 1x.

Induccién simultanea del sistemareportero en presencia delasribozimasen trans

Para evaluar €l efecto de laribozimas en bacterias BL21-(DE3), fue necesario transformar
en concentraciones de DNA equimolares tanto el sistema reportero como los plasmidos que
expresan las ribozimas y utilizando medio selectivo con ambos antibidticos (ampicilina
(100ug/ml y cloranfenicol 35ug/ml). Después de la incubacion durante 16 horas a 37°C en
agitacion, se observo que el crecimiento durante las primeras horas de incubacion fue muy pobre
y a ser é cloranfenicol un agente bacteriostatico y cuyo mecanismo de accion es lainhibicion en
la sintesis de proteinas, fue necesario modificar la concentracion de antibidticos a usar. Después
de readlizar varios ensayos modificando la dosis de uno o ambos antibi6ticos se determiné que el
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disminuir ambos antibiéticos a la mitad de la concentracion descrita, €l nUmero de bacterias
aumentaba de manera exponencial durante las primeras dos horas de crecimiento (datos no

mostrados).

Una vez estandarizada la concentracion adecuada de antibidticos, los cultivos de 16horas
fueron diluidos en una relacion 1:16 en medio selectivo (ampicilina 25ug/ml y cloranfenicol
8.5ug/ml), e incubados durante 2hr a 30°C en agitacion, pasada la incubacion se tomé una
alicuota de 3ml de bacterias crecidas y de esta de realiz6 una miniprep para evaluar la
coexistencia de los plasmidos. El DNA plasmidico fue linearizado con una enzima de restriccion
(Xbal) que realizd un solo corte en cada plasmido (sistema reportero pGST-FRET2-Cian y
PACY CU6Rz434), lo cual nos permitiria determinar la presencia de ambos; es decir que
mantuvieran €l tamafio correspondiente asi como la relacion molar en la que se encuentran. En
esta ocasion |o que observamos es que ambos plasmidos se encuentra presentes (Figura 53) y los
tamafios de cada uno son los esperados [pGST-FRET2 Cian (6512pb), pACYCU6Rz434
(4475pb) y pACY C184 (4245pb)].

Mientras se analizaba el DNA del plasmido, se continué con e protocolo de induccién, el
cual consistié en lainduccion de la expresion de los productos quiméricos por la adicion de IPTG
a una concentracion fina de 1mM, nuevamente se incubaron 2hr en las condiciones antes
descritas. Al finalizar la induccion, se cuantificd el nimero de bacterias por ml de medio
midiendo la absorbancia a 550nm. Una vez determinada la concentracion de bacterias por
mililitro, se decidi6 analizar 3x10° células. En este caso se observé un aumento en la intensidad
de fluorescencia de la proteina en el espectro caracteristico de la GFP, mientras que en el caso en

el sistema que expresala Rz inactiva se observa una menor intensidad (Figura 54).
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En vista de que e sistema permitié evaluar la actividad de ribozimas, y para estos
momentos se habia recibido €l plasmido comercia que expresara la proteina amarilla
fluorescente, se evalud la combinacién GFP-YFP, 1o que nos dio una tercera generacion del

sistema fluorescente y ésta seria evaluada utilizando mol écula antisentido.

Comparacion dela eficiencia de FRET entre generaciones de sistema reportero.

Para determinar cual de los prototipos de sistema reportero era € r
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BFP CFP YFP
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Figura 55. Determinacion de la Eficiencia de FRET entre las tres
generaciones del prototipo del sistema reportero fluorescente.

comparar la eficiencia de FRET (Figura 55) entre las combinaciones GFP-BFP, GFP-CFP y
GFP-YFP, en donde se observé que la mayor eficiencia de FRET se present6é al utilizar la
combinacién GFP-Y FP.

Utilizando un citometro de flujo FACSCalibur, cuya Optica de excitacion se basa en el uso
de un laser de argén con longitud de onda de 488nm, para evaluar la emisién del sistema
fluorescente GFP-CFP se utilizé un filtro de 530/30nm, mientras que para evaluar la emisién del
sistema GFP-YFP se utiliz6 un filtro 585/42nm. Bago estas condiciones se anaizd la
fluorescencia emitida en una poblacién de bacterias transformadas e inducidas expresando tanto
los controles (GFP, YFPy CFP); como el sistema fluorescente (FRET2 YFPy FRET2 CFP).
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Figura 56 Citometria de flujo de
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L os controles que expresan Unicamente a la proteina fluorescente verde, cian o amarillase
utilizaron para calibrar y compensar la lectura. En este andlisis se observa que las poblaciones
quiméricas (tanto FRET2-CFP como FRET2-YFP) se presentan en medio de las poblaciones

control (Figura56), verificando el comportamiento espectral del prototipo quimérico.

Administracion delos Antisentidos

En vista de que los métodos descritos en la literatura para la administracién de moléculas
antisentidos estaban fuera de nuestro alcance, por el equipo y la complegjidad de los protocolos,
decidimos implementar un sistema utilizando CaCl,. Como no se ha reportado dicho tratamiento
para la administracion de moléculas antisentidos a bacterias, decidimos evaluar la administracion
de dichas moléculas en bacterias previamente tratadas con CaCL,, paralo cual utilizamos ODNs
marcados con fluoresceina. La incorporacion del ODN fluoresceinado fue monitoreado mediante
citometria de flujo, de manera que las bacterias que fluorescen son aguellas que incorporaron la
mol écula antisentido marcada. De manera que a analizar los resultados observamos (Figura 57)
gue a administrar € antisentido a una concentracién de ODN 1uM se incrementalaintensidad de

fluorescenciaen laregion M2 en un 62%.
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Una vez que se demostré6 que € protocolo propuesto como método efectivo de
administracion, se decidié evaluar la actividad de AntiE6 y €l control en bacterias vivas que

expresaran el sistema fluorescente.
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Figura 57. Administracion de antisentidos marcados con fluoresceina en bacterias vivas.

o

Inhibicion del efecto FRET por la administracion del ODN AntiE6 en bacteriasvivas

Para determinar si €l sistema reportero GFP-YFP permitia evaluar la actividad de
moléculas antisentido, se utilizaron bacterias que expresaron de manera estable al sistema
reportero pGST-FRET2 YFP, y los controles necesarios (pGST-GFP y pGST-YFP). Estas se
caracterizaron por cuadruplicado, y todas mostraron las mismas caracteristicas espectrales. Se
hizo una mezcla de todas las clonas y estas se prepararon con CaCl, parala administracion de dos
concentraciones (0.1 y 1uM) de los fosforotioatos AntiE6 y M7. Se crecieron durante 2hr y se
administro € agente inductor IPTG 1mM, y se incubaron nuevamente a 30°C durante 2hr en
agitacion, una vez terminado el tiempo, se lavaron tres veces con PBS y las muestras se
analizaron por triplicado en un fluoroespectroscopio. Los resultados mostraron que en presencia
del ODN AntiE6 se disminuy6 la eficiencia de FRET, mientras que en e control con M7 y en
ausencia de ODN no existié una diferencia significativa en la eficiencia de FRET. En este
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resultado es importante notar que la inhibicién del efecto FRET correlaciond con la dosis, de
manera que a mayor concentracion de AntiE6, mayor inhibicion del efecto FRET (Figura 58). Por
otro lado también se decidi6 evaluar si 1os cambios en la eficiencia de FRET se relacionaban con
el corte del mensgjero, por lo que se evalud el efecto de AntiE6 de forma convencional. En este
andlisis se observd que efectivamente el efecto de AntiE6 a nivel del RNAmM del sistema
fluorescente se traduce en la generacion de un producto proteico que corresponde a la GFP
(Figura59).
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Figura 58. Evaluacion de la eficiencia del efecto FRET en bacterias vivas tratadas con los
antisentidos AntiE6, y M7.
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Figura 59. Evaluacion a nivel traduccional del sistema reportero FRET en extractos de
bacterias tratadas con los antisentidos AntiE6 y M7.

Expresion y caracterizacion del sistemareportero fluorescente en célulatumorales

humanas.

Se transfectaron céulas de la linea C-33A con los vectores de expresion pCR3.1GFP,
pCR3.1CFP, pCR3.1FRET1Cian, pCR3.1FRETCian y pCR3.1FRET2Cian, las células fueron
seleccionadas por un mes con geneticing, las células resultantes resistentes se cosecharon y
crecieron en portaobjetos por 1 dia, y se tomaron fotografias con un microscopio optico de
fluorescencia. En estas fotografias se observalafluorescencia de |as células transfectadas con los
diferentes vectores fluorescentes (Figura 60).

Una vez que demostramos que las linea expresaban del sistema reportero de manera
estable y estas células eran fluorescentes, lo siguiente fue caracterizarlas
fluoroespectroscopicamente, para lo cua las células en cultivo se cosecharon y se lavaron tres
veces con PBS, y se analizaron por triplicado utilizando un espectrofluorémetro, al analizar los
espectros de cada vector de expresion observamos un comportamiento semejante al observado
previamente en los experimento en bacterias vivas, es decir un efecto de opacamiento en

fluorescencia de las células que expresan las construcciones FRET y FRET2, sin embargo,
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observamos que en FRET?2 el incremento en la emision a 510nm es notable en comparacion con

la construccion homologa FRET (Figura 61).

FRET1Cian

FRET2Cian

FRETCian

Figura 60. Fotografias de la linea celular C-33A transfectadas con los vectores pCR3.1
GFP, pCR3.1 CFP, pCR3.1 FRET Cian, pCR3.1 FRET1 Cian y pCR3.1 FRET2 Cian,
con un aumento en el objetivo de 10 X utilizando un filtro verde.
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Para corroborar los resultados del espectrofluorémetro, las células transfectadas se
analizaron por citometria de flujo; durante este andlisis las células control C-33A se utilizaron
para calibrar a autofluorescencia de las células. En estos resultados se observa €l laser cuya
longitud de onda de excitacion es 488nm, excita ligeramente las células transfectadas con €l
vector pCR3.1CFP, mientras que intensidad de emision en las células transfectadas con el vector
pPCR3.1GFP es mucho mayor. Sin embargo, la intensidad de fluorescencia del sistema reportero

FRET-Cian, es muy semejante ala de las células que expresan la proteina GFP (Figura 62).
Administracion de antisentidos fluor escentes en células C33-A

Para evaluar la capacidad de penetracion de las moléculas antisentido a las células en
cultivo, fue necesario crecer las células a un 80% de confluencia, las células se pasaron a placas
de 6 pozos, y en cada pozo se sembraron 5x10* células, se crecieron por la noche y a dia
siguiente se le administraron los antisentidos 419 y 419M (marcados con fluoresceina) al medio a
una concentracion de 1 uM. Se incubaron durante la noche. Al dia siguiente se fijaron las células
en etanol al 80% por 24 horas y se analizo la penetracion del antisentido fluoresceinado por
citometria de flujo. Se analiz6 un total de 10* células y se observé que los antisentidos 419M y
419 fluoresceinados penetran en un 99% de las células (99.34 y 99.73%, respectivamente)(Figura
63).
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FRET2 Cian

Para evaluar el efecto del sistema fluorescente FRET2-Cian en lalinea celular C-33A se
transfectaron células con los vectores pCR3.1 GFP, pCR3.1 CFP y pCR3.1FRET2 Cian. Las
células se crecieron por dos dias antes de la administracion de los ODNs M7 y AntiE6 (1uM) y

las células se cosecharon dos dias después del tratamiento.

El efecto del tratamiento con antisentidos se evalud por citometria de flujo, en donde se
evalud € porcentgje de la poblacion fluorescente y laintensidad de la fluorescencia. Para evaluar
el efecto de los antisentidos se delimitaron 2 regiones. 1) region que incluye e 80 % de las
células C-33A (autofluorescencia) y las células que expresan la CFP, las cuales muestran una
emision muy pobre. 2) Region en donde se observé la emision de las células que expresan GFP.
Al analizar la region 1 se observd €l 80% de la poblacion de C-33A y CFP; e 60 % de la
poblacion que expresa GFP y FRET-2 Cian tratada con el ODN M7y el 52% de la poblacion que
expresa FRET-2Cian tratada con los ODNs AntiE6 y 419. En esta misma region observamos que
no existe diferencia en la intensidad de fluorescencia entre las células control, CFP, GFP y las
tratadas con los diferentes antisentidos que expresan FRET2-Cian; en general |o que se observo

es gue laintensidad de fluorescencia era muy poca (Figura 64, Panel superior).

En laregion 2, solamente se observo el 20% de la poblacion de C-33A asi como las que
expresan CFP, e 40% de la poblacion de las células que expresaron GFP y € sistema reportero
FRET2-Cian tratadas con €l antisentido M7 , mientras que el 45% de la poblacién de las células
que expresan FRET2-Cian tratadas con AntiE6 y € ODN 419, por lo que se observa un 5 % de
incremento en la poblacion por efecto del tratamiento con AntiE6 y con 419, y en estas mismas

células se observa un incremento en laintensidad de emision (Figura 64, Panel Inferior).

Comparacion entrelos antisentidos 419 y AntiE6

Una vez que se observé que existia un incremento en la poblacion y un aumento en la
intensidad de fluorescencia por efecto de la actividad de los 419 y AntiE6 en €l sistema reportero
FRET2-Cian, se decidi6 evaluar la actividad de |os antisentidos de manera cuantitativa. En donde
encontramos un incremento de 6% en la intensidad de fluorescencia de FRET2Cian en presencia
del ODN 4109.
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En vista de que los antisentidos funcionaron adecuadamente es decir inhibieron el efecto

FRET del sistemareportero decidimos evaluar la actividad de ribozimas.
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Evaluacién dela actividad deribozimas

Para la determinar la actividad de las ribozimas en el sistema reportero, se realizd una
doble transfeccion transitoria utilizando 5ug de cada vector. Como control del sistema se
cotransformé el vector pCR3.1 FRET Cian con pCR3.1 (vector vacio), pCRU6Rz434TL (Rz
activa) o con pCR3.1U6Rz434iTL (Rz inactiva). Este grupo de experimentos nos permitio
demostrar que la coexpresion del sistema fluorescente y € vector que expresa la ribozima no

afectan lafluorescencia del sistema.
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El vector pCR3.1FRET2-Cian se cotransfectd en compafia de pCR3.1, pPCRU6Rz434TL
0 pCRUG6Rz 434iTL. En este ensayo (Figura 65) se observé que no existe una diferencia
significativa en lafluorescencia del sistema reportero en presenciade la Rz434 o de la Rz434i.
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Figura 65. Evauacion de la actividad de diferentes ribozimas en células C33-A que
expresan € sistema reportero fluorescente FRET Ciany FRET2 Cian.
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Discusion

El sistema FRET para evaluar la actividad de moléculas antisentido resulta ser novedoso,
siendo €l Unico sistema in vivo disponible cuyos resultados se pueden obtener en tiempo real, de
manera simple muy con alta sensibilidad y bajo costo. Aunque €l efecto FRET se describid hace
mas de dos décadas, su aplicacion inicial con GFP de A. victoria habia sido poco utilizada. Sin
embargo, esta tecnologia ha incrementado notablemente su uso por la aparicion de las variantes
derivadas de GFP como son las proteinas: azul, cian (38) y amarilla (7), ademés de las variantes
rojas provenientes del coral Discosoma sp. (49). Esto ha permitido un nimero considerable de
combinaciones, ademas permite rastrear diferentes moléculas marcadas con fluoréforos

diferentes, dando un espectro fluorescente caracteristico.

El desarrollo de moléculas antisentido con finalidad terapéutica requiere de una gran
cantidad de pasos, incluyendo la seleccion del mensgero, la accesibilidad, la longitud del
antisentido, la induccion de la actividad de RNasaH, la incorporacion intracelular del antisentido
y corte in vivo del mensgjero (10). Aunque se han desarrollado modelos mateméticos para
predecir la accesibilidad de un blanco, la mayor parte de los antisentidos son disefiados por
métodos empiricos. Uno de los problemas mas comunes y persistentes en el desarrollo de
antisentidos terapéuticos son las diferencias en la potencia del antisentido dada por |a variabilidad
biolgica, la cual cominmente se observa en un grupo de antisentidos dirigidos contra un RNAm
blanco caracteristico. Este fendbmeno se reporta para la mayor parte de los RNAm blanco de
moléculas terapéuticas. antisentidos (12), ribozimas sintéticas (44), pequefios RNA de
interferencia (39) y moléculas de RNA expresadas a partir de vectores artificiales de DNA.
Ademas se han reportado cambios notables en la actividad a recorrerse una base del antisentido
en relacion a blanco (56). Por esta razén el desarrollo y utilizacion de sistemas reporteros es de
gran importancia, permitiendo una rdpida y efectiva evaluacion de las moléculas antisentidos in
vivo. Nuestra aproximacion a la utilizacion de la tecnologia FRET se basa en la transferencia de
energia de un fluordforo excitado a un fluoréforo aceptor, permitiendo el monitoreo in vivo de los
cambios en la interaccidn de las proteinas en tiempo real (52). La principal ventaja de utilizar
como fluoréforos las variantes de GFP en un sistema FRET, es la posibilidad de realizar

experimentos en células vivas.
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Debido a que & efecto FRET solo requiere de una pequefia concentracion de los
fluoréforos gque interactlian, se pueden medir répidamente la distancia 0 cambios en la distancia
de un complejo de moléculas en solucién. Sin embargo, en contraste con |0s sistemas reporteros
que utilizan una simple inhibicion de GFP, la disrupcién del efecto FRET entre variantes de GFP
se puede detectar y diferenciar de los niveles basales y asi proveer resultados cuantitativos. El
sistema FRET reportado en este trabajo (FRET2) permitié detectar la actividad de moléculas

antisentido en tiempo real in vivo.

El sistema FRET2 involucra la resonancia de la fluorescencia entre GFP y una de tres
variantes espectrales de GFP (azul, cian y amarilla) unidas por una secuencia que codifica para
los nucledtidos 410-445 del gen E6 de HPV-16. La region de union entre los fluoréforos es una
region previamente descritay que es blanco para los antisentidos dirigidos contra el HPV-16 (9).
La interaccion del antisentido con el transcrito quimérico que codifica para FRET2 resulté en la
induccion de RNasaH y como consecuencia del corte se observo una inhibicion del efecto de

FRET con lo que se restauraron las caracteristicas espectrales de GFP.

En los experimentos involucrando la fusion de proteinas, la sobre expresion de las
proteinas recombinantes podria resultar en una interaccion no especifica entre el donador y €l
aceptor. La proteina GFP purificada ha mostrado que tiene la capacidad de formar dimeros a
concentraciones extremadamente altas (>0.4umol/L) in vitro (38). En nuestro sistema reportero,
no se observé un efecto FRET relacionado a la interaccion no especifica entre las proteinas
fluorescentes. Aun en los casos de sobreexpresion, no observamos variaciones en las
caracteristicas fluoroespectroscopicas de GFP y CFP en bacterias expresando ambas proteinas,
incluso a evaluarlas por citometria de flujo, observamos que las poblaciones se separan
caracteristicamente. Otro punto de importante consideracion es lainteraccion no-fisiol 6gica entre
las proteinas recombinantes (9). Aungue esta posibilidad no puede ser totalmente controlada, se
tomaron los cuidados y pasos necesarios para minimizar la probabilidad de tener interacciones
no-fisioldgicas debidas a la sobre expresion. Un ensayo consistié en monitorear cambios
funcionales como resultado de la expresion de proteinas recombinantes in vivo, en donde
observamos que al hacer una cinética de induccion los espectros fluorescentes se conservaron aln

después del tiempo estandarizado, incluso se mantenia el espectro en condiciones en donde las
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proteinas fluorescentes formaban cuerpos de inclusion. Otra de las consideraciones fue analizar
globalmente el efecto FRET.

AUn cuando el mensgjero de FRET?2 se evalu6 en ambientes in vitro e in vivo, se observé
que € blanco del mensgjero HPV-16 fue accesible en todo momento para los antisentidos y que
esta hibridacion permitio la activacion de la enzima RNasaH, 1o cual resultd en € corte del
mensagjero y consecuentemente en la disrupcion del efecto FRET tanto en los ensayos in vitro
como en los in vivo. Ademés, las diferentes combinaciones de las variantes de GFP y las
diferentes secuencias de union entre fluoréforos resulto en diferencias en la eficiencia de FRET,
estos resultados prueban que el efecto del antisentido es semejante, sugiriendo la anteposicion del
mensgjero que codifica para las proteinas GST y GFP no afecta de manera esencial la estructura
del RNAm blanco. El efecto fluorescente (FRET) que observamos es caracteristico de la
interaccion GFP-CFP y aunque pensamos que la transferencia de energia podria modificarse, se
consider6 comparar secuencias de diferente tamafio y composicién en laregion de union entre los
fluoréforos. De manera que comenzamos con las quimeras GST-FRET y GST-FRET?2, donde la
eficiencia de FRET es de 0.755 y 0.780 con 27 y 23 aminoéacidos, respectivamente. Al observar
esta pequefia diferencia decidimos probar si € contenido de aminoécidos o la longitud entre
fluoréforos era un factor determinante en el efecto FRET, por |o que se procedié a comparar estas
quimeras con las descritas en la literatura por Heim y col. (38), Mitra'y col. (50) y Tyas, et al.
(80), paralo cual la secuencia de aminoacidos de los articulos publicados se utilizé como base.
Las secuencias de aminoécidos entre los fluoréforos mostré una minima modificacion, solo se
sustituy0 el sitio blanco utilizado por los diferentes autores por la secuencia blanco del gen E6 del
HPV-16. En esta sustituciéon de aminoacidos se tuvo especial cuidado en mantener las
caracteristicas hidrofdbicas de las secuencias ya reportadas. Al comparar € efecto FRET de las
moléculas reportadas y las quimeras desarrolladas por nosotros, observamos que tanto los
espectros de emision como la eficiencia de FRET son semejantes, ya que las diferencias son
centésimas. Por o que consideramos que la region de union entre los fluoréforos no juega un

papel determinante en la eficienciade FRET.

Un aspecto tedrico en e desarrollo del sistema FRET y la utilizacion de GFP, se

fundamenta en la naturaleza estructural de GFP, en donde €l fluoréforo se encuentra embebido
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dentro de un barril formado con hojas B, lo cua da una distancia limitante para la resonancia de
electrones entre dos moléculas de GFP. Sin embargo, varios reportes de sistemas FRET basados
en GFP han mostrado que la eficiencia del efecto FRET ocurre en dimeros quiméricos de GFP en
células eucariontes (47,51,76,77,80,89),. FRET también ha sido utilizado para demostrar la
interaccion de CheY con su blanco FliM en bacterias confirmando su utilizacion en sistemas
procariontes (69). Existen otros reportes en los que utilizan FRET para monitorear la actividad de
proteasas (38;50;80;89) o la concentracion de calcio intracelular (51), utilizan diferentes

combinaciones de fluoréforos y estos estan separados por 18 hasta 25 aminoacidos.

La utilizacién de diferentes combinaciones de fluoréforos ha dado una gran plasticidad al
sistema, sin embargo, consideramos gue no solo es importante incrementar la eficiencia de FRET
en el sistema, sino también evauar las caracteristicas espectroscopicas de cada fluor6foro. En
nuestros resultados observamos que el sobrelapamiento entre los espectros entre BFP y GFP es
menor que € de CFP y GFP. El tener un mayor sobrelapamiento entre el sistema FRET2 en los
espectros de la molécula donadora y aceptora, resulta en un incremento en la eficiencia de FRET,
gue va de 0.73 utilizando la combinacion BFP-GFP a 0.78 utilizando |1a combinacion CFP-GFP.
Estos resultados coinciden con los obtenidos por Miyawaki y cols. que utilizaron la combinacion

BFP-GFP como indicadores de la concentracion de calcio intracelular (51).

En nuestro sistema FRET2 observamos que el sobrelapamiento de los espectros de la
molécula donadora y aceptora, resulta en la disminucién en la intensidad de la fluorescencia.
Estos resultados concuerdan con €l reporte de Callgjay cols. (17) en donde la fluorescencia de la
quimera GFP-Akt-YFP (Akt protein cinasa), se disminuye en 2 veces la fluorescencia de los
fluoréforos independientes. En este articulo toman una alternativa interesante para demostrar €l
efecto FRET, y esto es que comparan la fluorescencia de la quimera GFP-Akt-YFP con la
fluorescencia de una proteina GFP-Akt- Black-Y FP gue corresponde a una proteina que mantiene
la estructura de barril de YFP, pero € fluoréforo esta mutado, por lo que no es fluorescente. Al
expresarla observan que los valores de fluorescencia se restablecen y son semejantes al de GFP,
por lo que el opacamiento o disminucion de la fluorescencia en FRET justamente se debe a la

interaccion entre las proteinas fluorescentes.
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Ensayos de traduccion /n vitropara evaluar la actividad de moléculas antisentido.

La utilizacién de sistemas de trascripcion-traduccion para la evaluacion de moléculas
antisentido es relativamente nueva existiendo pocos reportes (1) adicionales a nuestro. En estos
casos Uutilizan extractos de germen de trigo en un sistema de transcripcion-traduccion acoplados,
preferentemente sobre un sistema basado en reticulocitos de congjo. Esto se debe a que los
autores mencionan gue la actividad de la RNasaH propia del sistema es menor en reticul ocitos
gue en extractos de conejo, considerando estas observaciones durante estos ensayos se adiciono
en lareaccion 0.2U de RNasaH (91).

Modelado de la estructura del RNA de FRET?2

Hasta el momento, una gran cantidad de investigadores han seleccionado secuencias
blanco utilizando programas computacional es en donde principa mente se enfocan en la busqueda
de regiones de cadena sencilla que incluyan el trinucledtido NUX (secuencia blanco para las
ribozimas). Desafortunadamente, es muy frecuente el observar que una fraccion minima de estas
ribozimas construidas in silico solo reducen minimamente los niveles del RNA blanco en células
(55).

La aproximacion inicial de la accesibilidad a la regién blanco por las moléculas
terapéuticas en el sistema fluorescente fue analizada mediante una simulacién matematica
[Programa M-fold, (92)] en donde observamos que la region para e Anti419 y la Rz 419 se
encuentra en una zona de horquilla, mientras que la region de reconocimiento de AntiE6 y de la
Rz434 se encuentra en una doble cadena y una horquilla, 10 que nos hizo pensar que
posiblemente tendriamos problemas a hibridar dichas moléculas. Aungue € programa M-fold es
una de las aproximaciones mas factibles, para la determinacion de secuencias accesibles para la
hibridacién con ribozimas o antisentidos, parece que dicho programa en €l mejor de los casos
solo ha mostrado un éxito parcial en la determinacion de sitos accesibles (14;88). Basandonos en
los reportes que describen la actividad in vitro de la Rz 434 (9) y la capacidad del AntiE6 (9) de
activar la RNasaH tanto in vitro, como in vivo, decidimos utilizar dichas moléculas para evaluar
el sistema fluorescente FRET?2. Al evaluar moléculas terapéuticas con e mismo blanco de accion
en € mensgero del gen E6 de HPV-16, observamos que € AntiE6 eficientemente inhibe la
transferencia de energia entre los fluoréforos expresados en e sistema FRET2. También,
basandonos en los resultados experimentales que comparan la actividad de los antisentidos Anti-
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419y AntiE6 en e sistema FRET2 observamos que en |os experimentos en células efectivamente
la presencia del Anti-419 se disminuye en un 6% la eficiencia de FRET en comparacién de la
utilizacion de AntiE6, lo cua demuestra que €l Anti419 se hibrida a una region de mayor

accesibilidad, 1o cual concuerda con los resultados del model ado.

Aungue se ha postulado gue las ribozimas sean més efectivas que |os antisentidos pasivos,
la inestabilidad y la actividad de las ribozimas in vivo es menor a la esperada, o que supone la
degradaciéon por nucleasas, la inhibicion de la actividad catalitica por otras proteinas o el
plegamiento incorrecto de las ribozimas en el entorno intracelular (14). Considerando lo anterior,
en nuestro sistema reportero observd que aunque la region blanco es accesible para los
antisentidos, los ensayos de actividad catalitica de las ribozimas fueron mas dificiles de lo que
esperabamos, debido alos problemas en la co-expresion del sistema reportero y de las ribozimas.
Aun superando las dificultades, los resultados obtenidos con las ribozimas son notablemente
inferiores a compararlos con los ODNSs antisentido. Esto nos hace pensar que aunque la region
blanco dentro de la estructura del mensgjero del sistema FRET2 es accesible, las secuencia que
flanquean esta region pueden estar impidiendo la correcta hibridacion con la region de
reconocimiento de la ribozima tipo hairpin o que simplemente el tamafio de dicha molécula no
sea capaz de interaccionar de manera muy adecuada con la secuencia blanco. Lo cual nos hace
pensar que en un futuro seria importante evaluar la actividad de las ribozimas utilizando €l
transcrito completo del gen de E6 de HPV-16 en € sistema reportero y por otro lado seria
interesante utilizar una ribozima de menor tamario (g. ribozimatipo hammerhead).

La utilizacion de un modelo de expresién bacteriano para evaluar la actividad de
ribozimas ha sido controversial. En algunos reportes se determina que no existe actividad en
trans de las ribozimas (19), mientras que también se reporta la completa inhibicion de un blanco
no bacteriano.(66). Fujitay col. (33) demuestran la actividad de ribozimas tipo hammerhead en
cisa colocarlas en el extremo 5 del reportero y por otro lado Inokuchi y col. (42) demuestran la

actividad inhibitoria de ribozimas expresadas en trans.

En experimentos semejantes realizados por Sioud, M. y cols.(66) observaron que en

ensayos mixtos (expresion de la ribozimay el blanco Integrasa tipo | de HIV en bacterias e in
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vitro) los niveles del mensgjero blanco se eliminan totalmente. En un intento por mostrar
evidencia de la actividad catalitica de las ribozimas, sobreexpresan el mensgjero de la Integrina
tipo | de HIV y posteriormente expresan la ribozima tipo hammerhead en trans (10min.),
logrando demostrar |os fragmentos generados por el corte del mensgjero. Cuando la ribozima se
expresa 20min. no existe evidencia del mensgero ni de la ribozima. Al utilizar una capa
bacteriana que no expresa RNasalll, logran observar los productos generados por la catalisis del
mensgjero de laintegrinatipo | de HIV. En nuestros resultados de extension del cebador (primer
extension) observamos que a 37°C se generaban estructuras de doble cadena localizadas en los
extremos 5 y 3, que estaban incluidas en la ribozima para su proteccién a nucleasas, sin
embargo, esta estructura de doble cadena también puede ser reconocida por la RNasalll y

degradar el mensagjero que expresa la ribozima.

Existe una gran cantidad de articulos en los que comparan la actividad de ODNs
antisentido contra la actividad de ribozimas, sin embargo, en nuestra forma de ver, las
condiciones experimental es hasta cierto punto son significativamente diferentes, debido a que los
antisentidos utilizados estdn modificados quimicamente (fosforotioatos), mientras que la
ribozimas son expresada a partir de un vector; y ciertamente no estan modificadas quimicamente.
Al flanquear la ribozima con estructuras de asa y horquilla, se favorece la estabilidad de estas
moléculas lo que correlaciona con la inhibicion del gen de interés, mientras que al expresar un
antisentido de RNA en ausencia de estas estructuras no se observa ningun efecto (14). Basandose
en las diferencias entre las moléculas terapéuticas, y en los resultados obtenidos hasta ahora,
consideramos que seria un poco apresurado €l determinar cual molécula resulta ser mas adecuada
como agente terapéutico. Por lo que en el futuro seria importante evaluar in vivo en e sistema
FRET?2 la actividad de antisentidos asi como ribozimas preformadas modificadas quimicamente,

y administradas a una misma concentracion.

Especificidad terapéuticay Toxicidad

La utilizacion de antisentidos como agentes terapéuticos, se relaciona con la habilidad de
los antisentidos a unirse selectivamente con la molécula blanco, evitando interactuar de manera
inespecifica con componentes intracel ulares. En |os protocol os experimental es se han utilizado un

rango bastante amplio de concentraciones de dichas moléculas los cuales van desde 50uM hasta
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200uM (14). Considerando que existen reportes en los que se ha descrito a los fosforotioatos
como agentes terapéuticos ya que pueden interactuar con componentes intracelulares es
importante determinar una concentracion en la cua se obtenga €l efecto deseado e inhibir las
interacciones especificas, como en cualquier tipo de farmaco. En nuestro sistema de evaluacion
decidimos utilizar concentraciones de 0.1 y 1uM de manera que podriamos determinar que tan
sensible era nuestro método experimental y también para evitar la presencia de efectos toxicos
por la concentracion de los antisentidos (14). En nuestros experimentos observamos que ambas
dosis nos permiten evaluar la actividad de las moléculas antisentido, sin tener efectos téxicos. Por

lo que en todo momento fue importante tener |os controles adecuados.

El sistema FRET2 descrito en este trabajo muestra la actividad de antisentidos
modificados (fosforotioatos) sobre un blanco de HPV-16 en tiempo real y en un ambiente
intracelular, en donde este sistema puede ser aplicado para la evaluacion de otros antisentidos con
modificaciones quimicas novedosas o incluso otro tipo de moléculas terapéuticas. De esta
manera, € sistema reportero FRET2 facilitard el desarrollo de diferentes moléculas antisentido

dirigidas contra la region E6 de HPV-16, agente causa del 50% de los casos positivos a cancer

cérvico uterino.
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CONCLUSIONES

Al término de este proyecto se desarroll6 e prototipo fluorescente FRET2 en dos fases
(procarionte y eucarionte). Asi, utilizando un modelo sencillo y manipulable se evalud in vivo la

actividad de ODNs antisentido de manerarapiday abajo costo con las siguientes conclusiones:

1. - Disefio y construccion de un prototipo de sistema reportero fluorescente con GFP y
sus variantes.

A lo largo de la generaciéon de un prototipo de sistema fluorescente para evaluar la
actividad de moléculas terapéuticas, fue necesario realizar un numero considerable de
modificaciones en e disefio y construccion del mismo, lo que incremento la dificultad del
proyecto; sin embargo, los problemas se superaron y el sistema fluorescente funciond
adecuadamente.

Las modificaciones involucraron diferentes aspectos:

() Cambio de cepas bacterianas.- originalmente se planteo la expresion los genes de
interés en dos vectores y que su expresion fuera de maneraindependiente. En vista
de que la cepa BL21-SI, no permiti6 dicho control se cambié a la cepa
BL21(DES3).

(i) Cambio de fluoréforos para optimizar €l efecto FRET

(iii)  Cambio de vectores de expresion

(iv)  Eliminacion de la secuencia kosak, para evitar la generacion de productos
guiméricos incompletos del sistema fluorescente al realizar transcripciones in

vitro.

2. - Andliss y evaluacion fluoroespectroscopica de las proteinas quiméricas
correspondientes al sistema reportero fluorescente en bacterias vivas.

Al andizar y evaluar expresion de las proteinas quiméricas correspondientes al sistema
reportero fluorescente FRET-2 en bacterias, observamos que todas las construcciones del sistema
se expresan adecuadamente, generando las proteinas quiméricas de los tamafios esperados,
posibilitando la determinacién de los niveles de expresion basandose en las caracteristicas

fluoroscopicas de las diferentes combinaciones de GFP y sus variantes.
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3. - Evaluacién y determinacion fluoroespectroscéopica de la transferencia de energia
fluorescente en el sistema reportero.

Al evaluar y determinar la eficiencia de FRET en el sistema fluorescente FRET2 y sus
variantes (FRET2-He, FRET2-Mi y FRET2-Ty) observamos que la eficienciade FRET no se ve
alterada ni por la longitud ni por la composicion aminoacidica de la secuencia que une a los
fluoréforos en e prototipo del sistema fluorescente. Lo que nos da una eficiencia FRET mayor al
70% (FRET2 E= 78.0%, FRET2-He E = 77.6%, FRET2-Mi E =77.1% y FRET2-Ty E= 77.7%),
lo que indica que la mayor eficiencia de FRET se observa en la construccion FRET2 cual es
Optimo para nuestros ensayos.

Sin embargo, la combinacion de fluoroforos GFP si muestra diferencias en la eficienciade
FRET. La €ficiencia en la transferencia de energia fluorescente se incrementa en base en las
caracteristicas fluoroespectroscopicas del donador y del aceptor: mientras mayor sea el
sobrelapamiento de los espectros mayor seréla eficienciade FRET.

4. - Determinar la eficiencia de FRET entre las variantes de la proteina GFP.

Con € proposito de evaluar y determinar fluoroespectrosopicamente el efecto FRET entre
las variantes de la familia de GFP, este proyecto involucro el desarrollo de tres generaciones del
sistema fluorescente (GFP-BFP E= 73%, GFP-CFP E= 78% y GFP-YFP E= 84%). Al comparar
la eficiencia de FRET entre estas combinaciones de fluoréforos en el sistema reportero FRET2
observamos que la mejor corresponde a la tercera generacion en donde GFP fue utilizada como
mol écula donadora, mientras que Y FP fue la mol écula aceptora.

5. - Demostrar la accesibilidad de la secuencia blanco en el sistema reportero y la
posible interaccién de este con moléculas antisentido in vitro.

Se demostr6 que e ARNm del blanco es accesible y reconocido por la molécula
antisentido, esto se fundamente en |os resultados obtenidos de |os ensayos de RNasaH, se observa
que tanto el ODN 434 como el ODN 419 tienen la capacidad de hibridar con e RNAm, formando
un blanco parala RNasaH. Esto nos permitié utilizar el sistema tanto para evaluar in vivo ODNs
antisentido asi como ribozimas. Esta dualidad de uso, amplia las futuras aplicaciones del sistema
fluorescente en la evaluacion de ODNSs con diferentes quimicas, pequefias moléculas de RNA de

interferencia e incluso ribozimas preformadas.
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6. - Establecer las condiciones para administrar antisentidos a bacterias vivas.

Los métodos de administracion de los antisentidos resultaron ser adecuados en €l sistema
procarionte, obteniendo una incorporaciéon del antisentido del 62% en bacterias vivas, o que
indica que el método de administracion de los antisentidos estandarizado en este proyecto es

optimo.

7. -Evaluar lainhibicion del efecto FRET al administrar antisentidos en bacterias vivas.

Se demostro la inhibicion del efecto FRET al administrar e ODN AntiE6 en bacterias
vivas, mientras que al administrar el ODN M7 no se observd ningun cambio. La disminucién en
laeficiencia del efecto FRET en presencia de AntiE6 es resultado de la hibridacion con el blanco
y por actividad de la RNasaH, lo que condujo a corte del ARNm del blanco, y la traduccién de

un solo producto proteico.

8. - Demostrar la expresion de las ribozimas en un sistema bacteriano.

Se demostré que las ribozimas se expresan adecuadamente en un sistema bacteriano,
segun los datos obtenidos de los experimentos de extension del cebador; aungue no existe una
correlacién entre el tiempo de induccion y la cantidad de cDNA generado. En este punto, es
importante mencionar que la generacion del cDNA correspondiente a la ribozima no es del todo
completa, 10 que se observa por la generacion de tres diferentes fragmentos. Al revisar €l
modelado de la estructura secundaria del RNAm, observamos que la terminacion del cDNA
coincide con regiones en las que existe una auto-hibridacién del RNAm, lo cual sugiere que tales
sitios impiden de manera azarosa € paso de la reverso-transcriptasa 0 que existe una degradacion

especificade RNA duplex.

9. -Expresar y evaluar €l efecto de las diferentes ribozimas sobre €l sistema reportero en
bacterias vivas en una conformacion cis-actuante.

La expresion del sistema reportero y las ribozimas en una posicién cis actuante no nos
permitié evaluar la actividad de ribozimas, ya gue la transcripcién -traduccion es tan rgpida en

procariontes que no existe suficiente tiempo para que las ribozimas actuen.
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10. - Co-expresar y evaluar €l efecto de las diferentes ribozimas en una conformacion
trans-actuante sobre el sistema reportero expresado en bacterias vivas.

La expresion del sistema reportero y las ribozimas en una posicion trans actuante nos
permitié evaluar de maneratemporal la actividad de ribozimas.

11. - Construccién de un prototipo las variantes de la proteina GFP que permita expresar
el sistema reportero en lineas celulares tumorales de humanas.

Para expresar e sistema fluorescente en células tumorales humanas fue necesario
transferir el sistema fluorescente a vectores de expresion eucarionte, lo cual se realiz6 con éxito.

12.- Andlisis y evaluacion fluoroespectroscopica del sistema reportero fluorescente GFP
en células tumorales humanas.

El sistema reportero FRET-2 se expresd adecuadamente en células tumorales humanas,
generando las proteinas quimeéricas de los tamafios esperados, posibilitando la determinacion de
los niveles de expresion basandose en las caracteristicas fluoroscopicas de las diferentes

combinaciones de GFPy sus variantes.

13. - Establecer las condiciones adecuadas para la administracion a lineas tumorales en
cultivo celular.

Los métodos de administracion de los antisentidos resultaron ser adecuados en el sistema
eucarionte, obteniendo una incorporacion del antisentido del 99% en células tumorales, 10 que
indica que el método de administracion de los antisentidos estandarizado en este proyecto es

optimo.

14. - Evaluar la inhibicion del efecto FRET al administrar antisentidos en células
tumorales en cultivo.

Al administrar antisentidos 419 y AntiE6 en las células C33-A expresando € sistema
reportero FRET2, observamos que el ODN antisentido 419 tiene un mayor efecto en lainhibicién
del efecto FRET.
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