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RESUMEN

Una descripcién simplista de una ribozima aiostérica es la siguiente:
las enzimas alostéricas tienen un sitio diferente al sitio catalitico que
puede unir de manera reversible una molécula moduladora o efector positivo.
El efector positivo se une a la proteina y modifica la estructura permitiendo
la actividad enzimatica.

En este trabajo disefiamos y demostramos el funcionamiento de una
moiécula de ARN que contiene una ribozima tipo "hammerhead" bajo control
alostérico. Esto es una ribozima que en su estado inactivo no tiene actividad
catalitica. La formacién del estado activo es mediada por una interaccion
especifica de la molécula alostérica con un oligonucledtido o efector positivo
que es complementario a una region cadena sencilla de la molécula alostérica.

Hasta el momento ninguna ribozima alostérica se ha descrito en la
literutura.

Para llegar a una ribozima alostérica utilizamos el motivo estructural
de la ribozima "hammerhead" y el concepto de "switch" molecular.

Una ribozima es un ARN que tiene actividad catalitica en ausencia de
proteinas. La ribozima "hammerhead” usada en el disefo de la ribozima
alostérica es la Rz.,3 descrita previamente (Hasseloff and Gerlach, 1988).
El substrato empleado es un ARN de 38 nucledtidos que comprende el sitio
de corte de Rz.,,3.

El "switch" molecular es una molécula de ARN que tienen basicamente
dos caracleristicas: 1) su estructura secundaria forma un asa y un tallo, y
2) la regidn cadena sencilla del "switch" puede formar un duplex con una
molécula de ADN, llamado efector positivo. La doble hélice formada entre
el efector y el asa es mas resistente a la torsion forzando asi a la
separacion del tallo que es mas corto y relativamente menos estable, de
tal modo que la apertura del "switch" puede potenciarse en presencia del
efector.



La ribozima alostérica es un "switch” molecular en el cual el motivo
"hammerhead"” Rz_,,3, forma parte del tallo del "switch". Si el "switch"
molecular estd cerrado la estructura secundaria del "hammerhead” se
interrumpe y no hay actividad. El "switch" se abre en presencia del efector
positivo y la ribozima corta especificamente. Otros ARNs o ADNs con
secuencia no relacionada no funcionan como efectores alostéricos positivos.

La actividad catalitica de corte de la ribozima alostérica, también
se manifiesta cuando se encuentra inmovilizada sobre un soporie sdlido.

Con este trabajo se demuestra la posibilidad de crear ribozimas que
se activan especificamente en respuesta a un evento de reconocimiento de
una molécula disefada artificialmente. Estas enzimas en solucién e
inmovilizadas pueden tener aplicaciones précticas.



INTRODUCCION

LOS ARNs CATALITICOS O RIBOZIMAS

Una ribozima es un ARN que tiene actividad catalitica. Esta es una
definicion limitada y que basicamente agrupa a los ARNs que tienen aclividad
catalitica en presencia de cationes divalentes como el magnesio que favorece
la estructuracién del ARN, o la espermina que puede substituir a las
proteinas celulares. Bajo este criterio los ARN cataliticos o ribozimas que
se conocen son los siguientes (FIGURA 1):

1. el motivo esructural "hammerhead",

2. el motivo "hairpin®,

3. la ribozima delta, y

4. el dominio de mitocondria de Neurospora
que en base a su tamano son consideradas ribozimas pequenas,

5. los intrones del grupo |,

6. los intrones del grupo 2,

7. el componente ARN de la ribonucleasa P,

a estos tres Ultimos grupos se les considera las ribozimas grandes (Cech,
1993).

Ademas de la diferencia de tamano entre estos dos grupos hay dos
caracteristicas mas que las distinguen: primero, las ribozimas grandes
pueden mantener su estructura, mientras que las ribozimas pequenas solo
se estructuran en presencia de su substrato, y segundo, las ribozimas
grandes cortan el ARN dando como resultado un 3'-hidroxilo terminal que
las distingue de las ribozimas pequefas que cortan el ARN resultando un
extremo 2'3'-fosfato ciclico.

Los ARNs con actividad catalitica, son de gran interés puesto que su
descubrimiento apoya la posibilidad de un mundo primitivo basado
Unicamente en ARN y conforme mas se conoce de ellos mas se abre la
posibilidad de usarlos exitosamente como agentes terapéuticos antivirales
en humanos, animales y en plantas y como una herramienta para inhibir
selectivamente la expresion de genes a nivel celular.
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FIGURA 1. ARNs CATALITICOS.



LAS RIBOZIMAS PEQUERAS

Las ribozimas pequeitas comparten la caracteristica de cortar ARN
an un sitio especifico como resultado de! ataque de un grupo 2-hidroxilo
vecino. Este corte genera un fragmento con un extremo 2'3'-fosfato ciclica
y un extremo 5'-hidroxilo. Estas reacciones son parte del mecanismo de
replicacion de ARNs patdgenos. A continuacién se describen generalidades
de los miembros de este grupo.

LA RIBOZIMA "HAMMERHERD"

La observacién de que algunas moleculas de ARN tienen la capacidad
de cortarse rapidamente bajo condiciones en las cuales el ARN es muy
estable esto es, pH neutro y bajas concentraciones de Mg'*, hizo posible el
descubrimiento de las ribozimas. De esle corle resulta un enlace 2',3'-fosfato
ciclico y un extremo 5'-hidroxilo. Esta reaccion la describieron inicialmente
Bruening y colaboradores (Prody, et al., 1986) quienes observaron que
dimeros de ARN del satélite del virus "ringspot" de tabaco (satellite ringspot
virus, sTobRV) se cortan espontaneamente en mondmeros de ARN con idéntico
largo (359 nucledtidos) y secuencia. La tfranscripcion in vitro con SP6 ARN
polimerasa de clonas de ADNc de sTobRV, se cortan a una velocidad y
especificidad comparable con el del ARN de sTobRV aislado de tabaco
indicando que no se necesitan proteinas accesorias. La reaccion es reversible
puesto que incubando en condiciones favorables los fragmentos 2',3'-fosfato
ciclico y 5'-hidroxilo se ligan formando un dimero (Busayan, et al.,, 1986a).

Este mecanismo de corte es propio de algunos tipos de subvirus
constituidos de ARN circular que se replican por "rolling circle" (Kiefer et
al., 1982) (FIGURA 2). La cadena (+) del ARN se replica dando lugar a la
cadena (-) concatenada. E! mondmero se obtiene como resultado de una
autoruptura catalitica. Este mecanismo de autoescision se ha observado /in
vitro en ofros satélites de virus de plantas (Foster y Symons, 1987a y
1987b), en viroides y virusoides de plantas (Hutchings et al., 1986) y en
ARN satélite de salamandra (Epstain y Gall, 1978). La reaccion requiere pH
de neutro a bdsico y un cation divalente que generalmente es Mg** pero
también funciona con Mn**.

Cuando se compararon las secuencias del ARN de sTobRV, del ARN
gendmico de! viroide "sunblotch"” del aguacate (avocado sunblotch viroid,
ASBYV), del virus de la lucerna (lucerne transient streak virus, LSTV) y de
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FIGURA 2. MODELO DE REPLICACION DE ABRN CIRCULAR DE UIROIDES,
UDIRUSOIDES ¥ SATELITES DE RAN. 1) La cadena circular (+) se copia
par - -ormar una cadena (-) concatenada, 2) que se corta para producir
el monémero. 3) El mondémeru se liga por 1a ARN ligasa del huesped.
4) La cadena circular (-) se copia por la ARN polimerasa del huesped,
para producir 1a cadena (+). 5) La cadena (+) se corta para producir
mondmeros circulares.

‘



otros ARNs patégenos de plantas se encontrd una estructura secundaria
comun que se forma en {a vecindad del sitio de corte. Esta estruclura
conforma el "hammerhead" y consta de un sitio de corte, tres helices de
secuencia variable que rodean al sitic de corte y una regidn central con
secuencia conservada (FIGURA 3). Usando ARNs truncados se demostré que
el motivo "hammerhead" es suficiente para cortar en presencia de Mg'’
(Busayan et al., 1986b).

La estructura y funcion de los motivos de ARN autocatalitico se han
analizado separandolos en dos moléculas de ARN. Estos dos fragmentos de
ARN bajo las condiciones apropiadas de reaccidn se asocian y el corte
ocurre. La region del ARN que contiene el enlace fosfodiester que se corla,
se le lama substrato. A la regidn de ARN que no cambia durante la reaccion
se le Hama ribozima.

El distinguir la regidn catalitica del substrato convirtié una reaccién
intramolecular en una reaccion intermolecular de uso extensivo que puede
actuar en ciclos multiples de asociacion y disociacidn enire el substrato y
la region catalitica.

Los requerimientos de secuencia de la ribozima "hammerhead"” y de
su substrato, se han determinado con base en mutaciones. Por lo que al
substrato se refiere, la eficiencia de la actividad depende en parte de la
secuencia que precede al sitio de corte. La secuencia normal es GUC. Si se
cambia por GUA o GUU, la actividad no se altera basicamente. Sin embargo
no hay corte después de GUG. Se observa menor actividad con CUC y aun
menor con AUC y UUC (Hasseloff y Gerlach, 1988).

De la secuencia GUC conservada filogenéticamente en el sitio de
corte, solo se requiere el apareamiento entre la U de esta region y la base
A25 del "hammerhead" (TABLA 1 panel A). Ademas, nueve bases cadena
sencilla con secuencia conservada en la parte central del "hammerhead"
son indispensables para la actividad (C3, U4, G5, A6, G8, A%, G22, A23, y
A25) (TABLA 1) (Ruffner et al., 1990; Heidenreich et al., 1994; Paollela et
al.,, 1992).

Una vez definido cuales ribonucledtidos deben permanecer sin cambios,
varios grupos han analizado el efecto en la actividad y la resistencia a
nucleasas de ribozimas y substratos con ribonucledtidos modificados (TABLA
1). El uso de ribonucledtidos modificados, en general ha corroborado los
resultados obtenidos con mutaciones. Las substituciones en ribonuciedtidos
que no estan directamente involucrades en el corte no solo aumentan la
resistencia a la degradacién por ARNasas, sino también su actividad
(Goodchild, 1992; Heidenreich, et al.,, 1994, Grasbi et al.,, 1993).

Las construciones de quimeras de ribozima, es decir parte ADN y
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FIGURA 3. MODELO PARA EL DISERD DE RIBOZIMAS TIPD “"HAMMERHEAD",
Se muestran los tres dominios estructurales que componen una ribozima:
A) Secuencia conservada adyacente al sitio de corte, siendo N= A, C 6 U.
B) Secuencia conservada que conforma a la ribozima.

C) Secuencias apareadas entre la ribozima y el substrato



% | DECRADACION |
No. BASE SUBSTITUCIONES ACTIVIDAD! 4 de vecesd
N | 2-O-metilacion?
N | 2'-O-metilacion? 2'-fluoroandlogo® fosforotioatoc
N | 2'-O-metilacion® > 1509 207
N | 2'-O-metilacion? 2'-fluoroanalogoc 0-10b
T N | 2'O-metilacion?
2 N | 2''O-metilacion? 113¢ 1000 CCC
3 C | MUTACION® 2'-fluoroanilogot
4 U | MUTACION® {2-amino2-deoxiuridinac| 2-0'allii-ribo® 100 SFBC
5 G | MUTACION® 6-0'MeG¢ 2-0'allit-riboe| 259
6 A | MUTACIONY 2-0'allil-riboe
7 U 2-amino2-deoxiuridinac
8 G |MUTACIOND 6-0'MeGd 2-0'allil-ribo® 25d
3 A IMUTACION®
10 N
"N 2-0'allil-riboe| e
12 N 2'-fluoroanalogo® 2-0'allil-riboe
13 N 2'-fluoroandlogoc
14 G
15 U 2'-fluoroandlogoc
16 G 2'-fluoroanalogo®
17 A
18 N
19 N
20 N 2 '-fluoroandlogo® 2-0'allil-ribo®
21 N 2'-fluoroandlogo® 2-0'allil-ribo®
22 G | MUTACION® 6-0'MeGd 2-0'allil-riboe| 254
23 A MUTACIONP A
24 A | MUTACION® '
25 A MUTACION® 5' NNNNNNNGUC NNNNNNNN 3
26 ¢ | Woracion . T P
27 N | 2'-O-metilacién? fosforotioatos® 3 A Sy ¥
28 N | 2'-O-metilacion? fosforotioatose A a
29 N | 2"O-metilacion? fosforotioatos© 2 *S_N 2y
30 N | 2'-O-metilacion? g—ﬁ G Ny
31 N |2'-O-metilacién® Ne N
32 N | 2'-O-metilacién® A G
33 N | 2"-O-metilacion? Y
34 N | 2'O-metilacion? 1o

TRBLA 1. Efecto de mutaciones y uso de ribonucledlidos substituidos en la aclividad del
“hammerhead"® . En esta tabla se resume la informacion de varios estudios. Las substituciones de
nucledtidos con supraindices iguales se hicieron simultaneamente y los resultados correspondientes

de actividad y resistencia se indican con la misma letra. a) En presencia de facilitador (Goodchild, et al,,
1992). b) Mutaciones que inactivan a la ribozima (Ruffner, et al., 1990). ¢ y e) Ribonucleétidos con
substituciones que mejoran la actividad y la resistencia a la degradacion por nucleasas (Pacliela, et al.,

1992). d) Bases probablemente relacionadas con la union de Mg**(Heidenreich, et al,, 1994). fy g)
Con respecto a la ribozima sin modificar. SFB: Suero hovino fetal; CC: Cultivo celular.



parte ARN es otro de los enfoques explorados para obtener resistencia a
nucleasas. Grupos 2'-OH en la region U4-G8 y un grupo 2'-hidroxilo adyacente
al sitio de corte no pueden ser substituidos por ADN (Yang et al.,, 1990).
Mediciones de pardametros cinéticos en presencia de varios cationes
divalentes revelanque (Sawata et al., 1993): 1) si los brazos de la ribozima
son ADN se incrementa la actividad de la reaccion quimica del corte en
presencia de varios cationes divalentes siendo mas activa en la presencia
de Mn**, 2) la interaccion con diferentes cationes divalentes es similar
para la ribozima quimera que para la ribozima de ARN, 3) se observa un
ligero cambio en la estructura de la ribozima quimera, lo que pudiera
conferirle un posicionamiento mas favorable de los grupos criticos
involucrados en la catalisis.

En cuanto a lo que al substrato se refiere, una substitucion 2'-O-metil-C
en el sitio de corte no es substrato de la ribozima (Paollela et al., 1992}
Esto indica la necesidad del grupo 2'-OH en el sitio de corte. Sin embargo
la presencia de GUC y aun mas de solo la C como ribonucledtido es suficiente
para que el corte se lleve a cabo. Un efecto similar se ha observado en el
caso de quimeras de ADN-ARN (Yang et al., 1990).

La reaccion en la que participan dos fragmentos, al menos requiere
de tres pasos: 1) unién de la ribozima y el substrato, 2) ruptura quimica y
3) liberaciéon de los productos cortados. En estos tres pasos esta involucrada
la formacién de una hélice doble estdndar de ARN. Mediciones de la velocidad
de disociacidn del substrato, indican que el largo de las dos hélices que
forman el complejo intermolecular afectan en gran medida la velocidad
general de la reaccion. En una reaccion de recambio multiple, a
concentraciones de saturacién del substrato, si las hélices son cortas, la
reaccion quimica de corte se vuelve el paso limitante. Las regiones ricas
en A y U son mas eficientes (Fedor et al., 1993) y el largo dptimo va de 11
a 15 bases en total (Herchslag, 1991).

Conforme las hélices se hacen mas largas la liberacion del producto
es mas lenta. Existe un tamafno especifico y critico en el que la liberacion
del producto es mds lenta que la reaccidon quimica, in vitro. En este caso la
liberacion del producto se convierte en el paso limitante (Herchsalag,
1991). Cuando la secuencia de reconocimiento entre el substrato y la
ribozima se extiende mas alla del limite funcional no solo disminuye la
velocidad de recambio sino que pueden tolerarse bases no complementarias,
perdiendose especificidad. Sin embargo, la presencia de proteinas como la
proteina p7 de la nucleocapside de VIH (p7 NC) (Tsuchihashi et al., 1993)0
la protelna A1 de la particula ribonucleoprotéica heterogenea nuclear (HNRP
A1) (Rossi, 1994), pueden mejorar la eficiencia catalitica de corte en esos



casos. Cuando se usa p7 NC se observa un incremento en la actividad de 10
a 20 veces. También la presencia de la p7 NC permite a la ribozima
discriminar entre substratos que no son totalmente complementanos. La
p7 NC tiene la capacidad de unirse a ADN de cadena sencilla mas fuertemente
que a una cadena doble y ademas tiene la habilidad de acelerar la asociacion
y disociacidn de oligonucledtidos. Asi que el mejoramiento de la actividad
catalitica de corte de la ribozima en presencia de p7 NC puede atribuirse a
esa actividad de intercambio de cadenas (Tsuchihashi et al., 1993). Otro
enfoque empleado para incrementar la actividad catalitica de corle de la
ribozima es el empleo de ‘'facilitadores'. Los facilitadores son
oligonucledtidos que se pueden unir al substrato de manera contigua al
extramo 3' de la ribozima. La combinacién de facilitadores y ribonucieétidos
2'-O-metilados en la regién flanqueadora de la ribozima confieren un aumento
en la actividad de la ribozima de 20 veces y una resistencia a nucleasas de
4 veces por arriba del control. Una explicacién del porqué de este aumento
en la actividad es la siguiente: el apareamiento entre el facilitador y el
substrato favor@n la union de la ribozima en el sitio correcto en el
substrato, incrementando la velocidad de asociacidn entre la ribozima y el
substrato, sin aumentar la velocidad de disociacion. Otra alternativa es
que e! facilitador puede afectar la conformacién del substrato inhibiendo
las interacciones que no permiten el corte, interacciones que pueden ser
de tipo secundario y terciario no especificas entre dos moléculas de substrato
o el substrato con la ribozima (Goodchild, 1992)

La ruptura del enlace fosfodiester es una caracteristica que comparten
las ribozimas naturales. El corte quimico no catalitico del enlace
fosfodiester debido a un ataque nucleofilico débil como el de! hidroxilo de
la ribosa o el agua, es menor a 107 min' (Uthenbeck, 1991). Para que se
lleve a cabo el corte con mayor eficiencia se requiere de una base que
incremente la nucleofilicidad del grupo atacante y un acido que protone el
grupo saliente. Un complejo entre el catién divalente y los hidroxilos del
medic bdasico pueden conformar el nucléofilo atacante. La posicion del
nucléofilo atacante con respecto al fosfato y la estabilizacion del estado
de transicion, contribuyen al aumento de la velocidad y se piensa que se
crea un microambiente que favorece la protonacién. Como resultado del
corte se obtiene un enlace fosfato ciclico entre las posiciones 2' y 3' y un
extremo §' hidroxilo (Pan, et al., 1993)(FIGURA 4).

Los cationes divalentes que estan involucrados en la reaccidon de
corte no solo favorecen el doblado de la estructura del "hammerhead", sino
tambien participan en el corte del substrato, ya que cuando el Mg'® se
substituye por cationes de tamafo similar o por espermidina que favorece
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la estructuracion del ARN, si se conforma la ribozima pero no se observa
el corte. Este mismo efeclo se observa en presencia de NaCl 1 M que es
igualmente efectivo para estabilizar estructura secundaria del ARN
(Ulhenbeck, 1987). En presencia de espermina el corte del substrato se
observa en presencia de varios cationes divalentes que incluyen Mg**, Mn*",
Co'', Ca'', Cd'*, Zn** y Sr''. Otros cationes como el Pb'* y el Ba'* no
estimulan el corte (Dahm, y Ulhenbeck, 1991).

Un experimento que claramente muestra la participacién de un cation
divalente en el mecanismo de corte emplea un "hammerhead" que tiene un
fosforotioato en el sitio de corte. Cuando un grupo oxigeno pro-Rp se
remplaza por un azufre, el "hammerhead" no corta en 10 mM de MgCl, sin
embargo si tiene actividad con 10 mM de MnCl,. Esto es posible ya que el
Mn'* es mas tiofilico que el Mg'* (Jaffe y Cohn, 1979). Este cambio en
especificidad por el metal divalente es consistente con la coordinacion del
ion metalico hacia el pro-oxigeno en el sitio de corte.

lLa actividad catalitica de corte de la ribozima "hammerhead" depende
del pH. Datos experimentales indican que la velocidad de la reaccion se
incrementa conforme aumenta el pH de 5.5 a 8.5. Esta es una caracteristica
particular de esta ribozima puesto que en el ARN en general, no se observan
rupturas a pH de 7. En el caso de la ribozima "hammerhead", si hay corte
especifico a pH de 7. Sin embargo, la concentracion de idn hidroxido no es
el paso limitante de la reaccion puesto que cuando se incrementa hasta
100 veces, esto es entre pH 7 y pH 9, la velocidad de reacccién aumenta
sélamente 4 veces (Hasseloff y Gerlach, 1988).

De manera, general podemos decir que las ribozimas "hammerhead"
son ARNs de alrededor de 39 nucledtidos incluyendo la region flanqueadora
de! "hammerhead". Pueden ser disenadas para cortar especificamente
cualquier substrato potencial. De estos 39 nucledtidos solamente nueve
son indispensables como ribonucledtidos, siendo posible substituir el resto
ya sea por desoxinucledtidos o por ribonucledtidos modificados. Ambos
tipos de substituciones confieren mayor actividad y proteccion contra
nucleasas ampliandose asi su rango de utilidad.

LA RIBOZIMA "HAIRPIN®

El dominio catalitico llamado "hairpin" es parte de la secuencia de la
cadena negativa del ARN sateélite del virus "ringspot” (sTobRV) (Hampe! et
al., 1990). El complejo catalitico estda compuesto de 50 nucledtidos
correspondientes a la regidn catalitica y 14 nucledtidos que comprenden el



substrato que juntos se doblan en una estructura tipo "hairpin”. La regidn
de reconocimento entre el dominio “hairpin" y el substrato conforman
cuatro hélices. Las hélices uno y dos se forman entre la ribozima y el
sustrato. Las helices lres y cuatro conforman et "hairpin”. Este modelo se
ha probado mediante experimentos de mutagénesis (Anderson et al., 1994).
[La secuencia requerida para Ia formaciéon de las hélices 1 y 2 entre el
“hairpin" y el substrato se presentan en la FIGURA 5. Tres nucledtidos de
asta regidn adyacentes al sitio de corte (GUC) no pueden ser cambiados. La
actividad catalitica se conserva cuando las bases de estas hélices se
cambian pero se conservan apareadas, de tal manera que se pueden disefnar
ribozimas "hairpin" para catalizar e! corte de ARN heterdlogo. Las hélices
3 y 4 requieren cuatro y tres nucledtidos respectivamente, sin embargo la
hélice 4 puede extenderse sin que se pierda la actividad. La ribozima
"hairpin” presenta una actividad optima a 37 °C, baja sal y pH neutro
(Hampel, et al., 1990).

LA RIBOZIMA DELTA

El genoma del virus de la hepatitis delta es ARN circular de cadena
sencilla de 1.7 kilohases. Fragmentos de este ARN circular poseen actividad
autocatalitica de corte. E! tamano minimo activo es de 84 nucledtidos
(Perrota y Been, 13990).

Este ARN tiene la habilidad de autocortarse completamente en 15
minutos o0 menos, a 37 °C empleando requerimientos menores de Mg'' que
las otras ribozimas. El autocorte requiere de 500 uM de Mg*'* o Ca''. En
presencia de EDTA la actividad se inhibe, implicando que el Mg'' se requiere
para la actividad catalitica. La ribozima deita es activa en un rango de pH
que va de 5 a 9.1 (Wu et al.,, 1989).

La actividad catalitica de la ribozima delta aumenta en presencia de
50% de formamida (Rosenstein y Been, 1980). De manera similar, la actividad
se incrementa en presencia de urea 5 M, pero se inhibe a 10 M, probablemente
debido a que estas son condiciones altamente desnaturalizantes. Los agentes
desnaturalizantes modifican la estructura del ARN cambiandola a una forma
mas activa. Una delecidn en la region 3' la inactiva, sin embargo la actividad
se recupera al elongar la region 5', lo que sugiere que la ribozima puede
adquirir mas de una estructura activa (Gottlieb, 1994).
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LA RIBOZIMA DE LA MITOCONDRIA DE NEUROSPORR

El genoma de ia mitocondria de Neurospora codifica un ARN denominado
VSRNA de aproximadamente 881 nucledtidos de cadena sencilla. El VSRNA
sintetizado in vitro tiene actividad autocatalitica de corte que genera un
fragmento con un extremo 2'.3'-fosfato ciclico y un extremo 5'-hidroxilo.
Esta reaccion puede estar involucrada en el proceso natural de formacion
de multimeros de VSRNA /n vivo. El VSRNA no tiene estructuras similares
al "hammerhead” o a cualquier otro ARN autocatalitico conocido, lo que
sugiere que la estructura de ARN involucrada en este corte es novedosa
(Saville y Collins, 1990).

LAS RIBOZIMAS GRANDES

Los genes de organismos eucariotes, parlicularmente, mas no
exclusivamente, tienen sus regidnes codificadoras o exones, interrumpidas
por regiones no codificadoras o intrones. Ei ARN transcrito de estos genses
contiene los intrones, los cuales se remueven por un proceso de edicidn
conocido como "splicing”. Los intrones se clasifican en al menos 4 grupos
basados en la presencia de secuencias conservadas y en sus estructuras de
ARN. De estos grupos solo los intrones del grupo | y los intrones del grupo
tl, se autocortan.

LOS INTRONES DE GRUPO |

Los intrones de grupo | (250 o mas nucledtidos) pueden ser reconocidos
en base a su estructura secundaria la cual presenta una regién central
comriin que se conforma en base a varias regiones apareadas. Los nucledtidos
conservados siempre se encuentran en la misma posicién. E! sitio 5 del
corte del exdn se aparea con lo que se denomina la secuencia guia interna
en el intron (IGS). En algunos casos también el sitio de corte 3' del exdn se
encuenira apareado a la secuencia guia lo que acerca a los extremos de los
exones facilitando su ligacidén. La otra caracteristica que los distingue es
el mecanismo de "splicing” (FIGURA 6): el corte se lleva a cabo mediante
dos reaciones de esterificacion que emplean a una guanosina como el grupo
atacante (nucléofilo) para el primer pasc. Luego el extremo 3'-OH del exdn
5 ataca e! fosfalo del extremo 3' del intrén, separando al intron del exan
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3'. Mas de una docena de intrones del grupo | son autocataliticos in vitro,
lo que quiere decir que pueden cortar y ligar especificamente en ausencia
de proteinas. Actualmente se conocen alrededor de un ciento de otiras
sacuencias homdlogas (Ulhenbeck, 1991; Cech, 1993).

En algunos casos de "splicing" in vivo de intrones de! grupo |, se
requiere de proteinas, como madurasas para el pre-ARNm del citocromo b
de mitocondria de levadura, y la tirosil-ARNt sintetasa de N. crassa. Estas
proteinas se unen directamente al sitio catalitico del intrdn tlevandose a
cabo el "splicing” solo en su presencia. En este caso el mecanismo de corte
es el mismo y la estructura del ARN es la que provee el sitio de union de la
guanosina. Este sistema muestra que las proteinas pueden facilitar una
reaccion catalizada por ARN. Encontramaos intrones del grupo | en genes de
ARNm, ARNr y ARNt, en mitocondrias, cloroplastos y nucleos de muchas
especies eucariotas pero no en vertebrados. También se encuentra presente
en el bacterifago T4 y en eubacterias (Cech, 1923),

LOS INTRONES DEL GRUPO I}

Los intrones del grupo Il también se clasifican en base a su estructura
secundaria que consta de seis hélices que se encuentran unidas a una
region circular central. Algunos de ellos continen marcos abiertos de lectura
que codifican para una proteina similar a una transcriptasa reversa.

Aunque se conocen cerca de 70 intrones del grupo il, solamente
algunos de ellos funcionan in vitro , demostrando que el ARN estructurado
puede llevar a cabo el "splicing" en ausencia de proteinas. Sin embargo
requiere de condiciones extremas que ya no son fisioldgicas: 100 mM de
MgCl, y 500 mM de (NH,),S0, a 45 °C. Bajo estas condiciones la reaccion
procede 10 veces mas lenta que la de los intrones del grupo I.

La reaccion de "splicing" de los intrones del grupo I, incluye dos
pasos de transesterificacion: primero, un grupo hidroxilo Unico en el intron
inicia el ataque en el sitio 5 del corte y forma un enlace fosfodiester
ramificado ("lariat"). £l segundo paso involucra el ataque del 3' hidroxilo
del exdn §5' que ataca en el sitio 3' del corte (FIGURA 6).

Todas los intrénes del grupo I conocidos pertenecen a organelos de
eucariotes, incluyendo a los cloroplastos y las mitocondrias de plantas vy
hongos (Cech, 1993).



LA RIBONUCLEASA P

Ei Unico ARN catalitico que actua in vivo como una enzima en el
sentido de recambio es la ribonucleasa P. A nivel celular, esta enzima
actua como una ribonucleoproteina, pero al monos en el casc de eubacterias
es la subunidad de ARN la que lleva a cabo la catélisis.

La reaccidn que lleva a cabo ia ribonucleasa P, involucra el corte de
un grupo de nucledtidos del extremo §' del precursor ARNt para dar lugar al
ARNt maduro. La ribonucleasa P corta mediante hidrdlisis generando un
5'-fosfato y un 3'-hidroxilo terminal.

La holoenzima de E. cofi consiste de un ARN de 377 nucledtidos (M1
ARN) y una proteina de 13.8-kD (C5). En condiciones de alta sal, la subunidad
de ARN funciona in vitro, cortando el pre-ARNt en el sitio correcto con
muitiple recambio. La proteina C5 permite que la reaccion se logre
eficientemente bajo condiciones idnicas fisioldgicas.

La actividad de ribonucleasa P en el nicleo y las mitocondrias de los
hongos y los vertebrados solo puede funcionar como ribonuclecproteina. Su
secuencia difiere de la de la ribonucleasa P de eubacterias. Una explicacion
es que la protelna actua estabilizando la estructura secundaria del ARN
(Cech, 1993).

OTROS ARNs CATRLITICOS

La definicion de ARN catalitico basicamente se ha restringido a los
intrones que se autoescinden, a la ribonucleasa P y a los elementos
autocataliticos del ARN infeccioso. La actividad de estas ribozimas involucra
Unicamente la transesteriticacion o hidrélisis de enlaces fosfodiester.

Actualmente existen algunas evidencias que indican que la catalisis
del ARN no solo esta restringuida a los grupos mencionados. Por ejemplo,
los fosfatos monodédsteres en el extremo 3' del ARN son también substratos
para el intrén de tipo | de Tetrahymena (Zaug y Cech, 1986). E! fosfato
substrato puede tranferirse al extremo 3' de la ribozima formando un
enlace covalente fosfo-enzima. Posteriormente se lleva hasta el extremo
3'-0O de un oligonucledtido aceptor o se puede hidrolizar en condiciones de
pH &cido.

Las ribozimas también pueden catalizar el ataque de un grupo 3'-OH
en el a-fosfato de un grupo 5'-trifosfato, formando un enlace 3', 5'-
fosfodiester liberando pirofosfato. Esta reaccién es muy interesante porque



es la forma en la que las ADN, las ARN polimerasas y las replicasas
actuales llevan a cabo la polimerizacion de la cadena de nucledtidos. Una
ribozima del grupo de intrones de tipo Il tiene esta actividad (Morl et al,,
1992).

Lo mas novedoso acerca de las ribozimas es la seleccidn in vilro de
secuencias de ARN funcionales. El método se basa en la seleccidn de acidos
nucléicos capaces de unir especificamente un ligando o de poseer una
actividad especifica, partiendo de una libreria con secuencia aleatoria. La
clave de este método es el uso de ciclos de seleccidn in vitro que enriquecen
la libreria para un ARN con las caracteristicas deseadas, seguido de la
amplificacidn de las moléculas seleccionadas. Un ciclo de seleccidn vy
amplificacion puede repertirse cuantas veces sea necesario hasta aislar
una poblacién de moléculas con las caracteristicas deseadas que se clonan
y analizan individualmente. Con este método se han seleccionado ARNs con
afinidad a colorantes organicos y otros ligandos como aminodcidos. Este
meétodo hace posible la seleccion de ARN cataliticos con afinidad por
analogos de estados de transicidn de una trasformacidn quimica, lo que
permite el aisltamiento de nuevas ribozimas (Szostack and Ellington, 1993).

Un ejemplo de una ribozima con actividad catalitica novedosa
seleccionada in vitro, es una variante de la ribozima de Tetrahymena que
puede cortar un substrato ADN cadena sencilla bajo condiciones fisiolégicas
Esta enzima corta con una eficencia cien veces mayor que la enzima nativa
(Beaudry y Joyce, 1992).

Todas las reacciones mencionadas arriba se llevan a cabo utilizando
fésforo como elemento central. Pero las ribozimas también puede catalizar
reacciones donde e! carbonc es el elemento central. Un oligonucledtido que
puede aparearse con la IGS de la ribozima de Telrahymena, y que termina
en un 3' (2') aminoacil ester se deacila 15 veces méas rapido que la reaccion
no calalizada. Esta reaccién también requiere de Mg'® y secuencias del
centro catalitico de la ribozima (Picirrili et al., 1992).

Otro ejemplo de la actividad del ARN sobre carbono involucra al ARN
ribosomal 23S. En la sintesis de proteinas la reaccién de la peptidil
transferasa parece estar mediada por la actividad de un ARN. La subunidad
50s ribosomal de E. coli y de Thermus aquaticus mantienen la actividad
de formacién del enlace peptidico después de tratamientos con proteinasa
K y SDS, y pierde la actividad después de la extraccion con fenol-cloroformo
o en presencia de EDTA. La actividad se atribuye a la peptidil trasferasa ya
que la reaccién es inactivada con cloramfenicol y carbomicina que son
antibidticos inhibidores especificos de esta enzima. Pero el punto mas
importante es que no hay aclividad después de tratar a la subunidad ribosomal



con ribonucleasa T1, 1o que suguiere que la actividad de peptidil transferasa
radica en el ARN ribosomal 23S (Noller et al., 1992).

Otro ejemplo de selsccién in vitro de una ribozima con actividad
catalitica novedosa la reportaron Prudent y colaboradores (1994) quienes
seleccionaron de una biblioteca de ARN una ribozima que tuviera la habilidad
de catalizar la isomerizacidn de un puente ditenilo. La reaccion se lleva a
cabo con recambio multiple. EI ARN seleccionado acelera la reaccion 88
veces sobre la ausencia de catdlisis y aparentemente sole 25 nucledtidos
tienen un papel estructural y catalftico en la reaccidn.

Recientemente se reporté una ribozima nueva con actividad de
polinucieotidilcinasa (Lorsch y Szostack, 1994). Se partid de una biblioteca
de ARN previamente seleccionada por su capacidad de unirse a ATP. Estos
ARNs tienen el dominio del sitio de unién a ATP flanqueade por tres
regiones con secuencia aleatoria. Parliendo de esta biblioteca se
seleccionaron varias ribozimas polinulectidiicinasas dependientes de ATP.
Algunas de ellas catalizan la transferencia intramolecular de uny-tiofosfato
del ATP-yS a su extremc 5'-hidroxilo, mientras que otras lo hacen al 2'-
hidroxilo. Una versidn modificada por ingenieria genética, del grupo 5'-
hidroxilo puede catalizar la transferencia del tiofosfato del ATP-vS a el
5'-hidroxilo de un oligoribonucledtido exdgeno, con recambio de 10
veces/hora a 23 °C.

Otro ejemplo de una ribozima que tiene actividad sobre un centro
carbono es una variante de ribozima del grupo | que cataliza el corte de un
grupo amida que forma parte de un oligodesoxinucledtido. Esta enzima es
producto de experimentos de seleccién in vitro, sin embargo es impactante
el hecho de que una ribozima sea capaz de cortar enlaces fosfodiester de
ARN y ADN al igual que enlaces amida (Dai et al., 1995).

La habilidad que tiene el ARN de adoptar una gran variedad de formas,
favorece la idea de que su actividad catalitica puede ser muy diversa en la
naturaleza. Ademas con las técnicas de evolucion y seleccion in vitro se
podran buscar ribozimas nuevas y mas activas, que ayudaran a conocer mas
acerca dei papel del ARN en la evolucidn molecular ademads de la posibilidad
de emplearlas en ta biotecnologia actual.

LAS ENZIMAS ALOSTERICAS

Las enzimas alostéricas son enzimas cuya regulacién se basa en
cambios conformacionales en su estructura terciara. La modulacion



alostérica esta acompanada, por efeclores alostéricos que son maoléculas
que pueden incrementar (efectores positives o activadores alostéricos) o
disminuir (efectores negativos ¢ inhibidores alostéricos) la velocidad de
la reaccidn enzimatica. Los efectores en general, son moléculas diferentes
al substrato que se unen reversiblemente en un sitio diferente al silioc de
unién del substrato Htamado sitic alosterico. Ademas el sitio de regulacion
alosterica y el sitio catalilico se encuentran localizados en subunidades
diferentes. Las enzimas alostéricas pueden tener varios sitios de unién de
efectares tanto positivos como negativos. Este mecanismo de regulacidn
es propio de enzimas claves de! melabolismo que les permite activarse
cataliticamente en el lugar y en el momento preciso.

La regulacion alostérica de la actividad de una enzima se atribuye a
fa transicion de la conformacidn de la proteina entre un estado activo y
otro inactivo. Los modelos propuestos para explicar la regulacion alostérica
proponen un cambio conformacional en el cual la enzima puede pasar de un
estado tenso (T) a un estado relajado (R). La afinidad del estado T por el
substrato es baja, sin embargo el estado R tiene una gran afinidad por el
substrato. La unidn de un efector positivo promueve que el equilibrio entre
el estado tenso y el estado relajado se incline hacia el estado relajado y
por el contrario la unidn de un efector negativo promueve el estado tenso
(Monod et al., 1965; Koshland et al.,, 1966). Mediante estudios
cristalograficos, se han podido identificar dos conformaciones diferentes
en varias enzirmas reguladas alostéricamente. Un ejemplo especifico de la
regulacion en base a un cambio conformacional es el descrito por Koide y
colahoradores (1992). Ellos demostaron con base en técnicas de ingenieria
de proteinas y resonancia magnética nuclear (NMR) que la regulacién
alostérica de la aclividad de la L-lactato deshidrogenasa de Thermus
caldophilus esta asociada a un cambio conformacional entre un estado de
alta afinidad (R) y otro de baja afinidad (T).

Por otro lado, con base en técnicas de mutagénesis dirigida se han
podido identificar aminoacidos implicados en la regulacion alostérica de
diversas enzimas, (Berger y Evans, 1892; Li et al.,, 1993). La identificacion
de estos aminoacidos conducen a desarollar experimentos en ios que se
puede convertir una enzima no alostérica en una enzima alostérica. Tal es
el caso de la aspartato transcarbamoilasa de Bacillus subtilis que con una
substitucion sencilla de un aminodcido, incrementa su actividad hasta un
230% mds que la enzima silvestre como respuesta a la presencia de succinato
(Stebbins y Kantrowitz 1992). La conversion de esta enzima fué
aparentemente sencilla probablemente debido a su parecido en secuencia y
estructura terciaria con la aspartato transcarbamoilasa de E. coli que si



e@s una enzima alostérica. Sin embargo, hasla la fecha no existen reportes
de enzimas alosiéricas sintéticas.

El concepto de alosterismo visto como la presencia de actividad
catalitica como consecuencia de la union reversible de un efector positive
en un sitio diferente al sitio catalitico, puede extrapolarse a los ARNs con
aclividad catalitica o ribozimas. EI ARN tiene la habilidad de adoptar una
gran variedad de estructuras y por lo tanto es posible disefiar un ARN que
pueda cambiar su conformaciéon en presencia de otra molecula diterente
que bien puede ser un polinucledtido o una proteina. Si parte de la molécula
de ARN es una ribozima, cuando ia molécula de ARN se encuentre en su
estado tenso la ribozima sera inactiva. En presencia de una molécula
efectora la conformacién del ARN cambiard a su forma relajada y la ribozima
se activara. El cambio conformacional de la ribozima alostérica inactiva a
su forma activa puede llevarse a cabo como consecuencia de un evento de
hibridacidn entre la ribozima inactiva y un oligonucledtido o efector positivo.
Desde este punto de vista, la sintesis in vitro de una ribozima alostérica,
basada en la hibridacion de 4cidos nucléicos, tedricamente es mds sencilla
que la sintesis de una enzima aldsterica.

Para llegar a una ribozima alostérica analizaremos el concepto de
"switch" molecular.

LOS "SIVITCHES" MOLECULRARES

Con el objeto de disminuir e! ruido de fondo en un ensayo de diagndstico
basado en la actividad de Q-beta replicasa, Kramer y Lizardi (1989) disefaron
sondas de ARN que tienen la capacidad de adquirir un cambio conformacional
en presencia de su blanco. Debido a la posibilidad de al menos dos diferentes
estados conformacionales: uno activo y otro inactivo, a este ARN se le
lama “"switch® molecular.

Un "switch" molecular esta formado por la secuencia de la sonda
flanqueada por dos regiones cortas con secuencia complementaria, que
pueden formar un hibrido entre si conformande un tallo. Cuando la secuencia
de la sonda hibrida con su blanco, se forma un duplex de mayor tamano y
mas resistencia a doblarse que el tallo (Shore et al.,, 1981; Haggerman,
1988), que obliga al tallo a adquirir una conformacién de cadena sencilla
(FIGURA 7). El tallo puede enmascarar alguna secuencia reconocible por
otra molécula como el sitio de union del fago R17, un templado para la
Q-beta replicasa et;. Al cambiar la conformacion del “switch", el sitio
enmascarado se expone y se adquire la conformacion activa.
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El "switch" molecular por ser un polinucledlido, permite cierta
flexibilidad de diseio de tal forma que la secuencia de una ribozima puede
formar parte del tallo. En presencia de un oligonucledtido con secuencia
complementaria a la regidn cadena sencilla del "switch", hay un cambio
conformacional que en teoria libera a la ribozima y le permite activarse
(FIGURA 8).

Los "switches" moleculares tienen un tamafio moderado por lo tanto
una ribozima pequena, resulta mas adecuada para el diseiio de una ribozima
alostérica basado en un "switch" molecular. La ribozima “"hammerhead” es
la m&s pequefa de todas las ribozimas conocidas y de la que mas informacion
se tiens, por I tanto es el mejpr modelo hasta el momento, para desarollar
una ribozima alostérica.

INMOUILNZACION DEL WBN CATRLITICO

La iinmovilizacion ds @cidos nucléicos es una metodologia ampliamente
wtilizata que permite da purificacién o identificacion de proteinas
cataltticas y no cataliticas en base a su unién especifica con el ARN
inmovllizado. Algunos ejemplos 10 constituyen la identificacién de las
proteinas ribosomales que interaccionan con el ARN 5S y 5.88 (Fanhestock
y Nomura, 1972).

Bl ARN puede inmovilizarse sobre matrices que tienen grupos amino,
miediante la oxidacién de sus grupos vecinales 2' y 3' hidroxilo, con
meta-periotato de sodio (Hermanson et al., 1992) (FIGURA 9).

Este procedimiento fué exitoso para inmovilizar ribozimas. Por
ejemplo, la subunidad catalitica de la ribonucleasa P de E.coli (M1) (ver
Ribonucleasa P en esta Introduccién), se ha inmovilizado y conservado su
actividad uniendo su extremo 3' a una matriz de agarosa. Ei ARN M1 es
activo en solucion en ausencia del componente proteinico C5 de la
ribonucleasa P, pero inmovilizado requiere dicho componente para su
actividad. Columnas hechas con e ARN M1 inmovilizado se emplean con
exito en la purificacidn en un solo paso de C5 (Vioque y Altman, 1986).
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FIGURA 9. SECUENCIA PAAR LA PREPARACION DE RAN INMOUILIZADO.
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OBJETILOS

1. Las enzimas alostéricas son activas o inactivas como consecuencia
de la unidn reversible de una molécula moduladora a un sitio diferente al
sitio catalitico. La habilidad que tiene el ARN de adoptar una gran variedad
de formas, abre la posibilidad de aplicar el concepto de alosterismo a los
ARNs con actividad catalitica, es decir una ribozima cuya actividad se
manifiesta cuando el ARN adquiere un cambio conformacional como respuesta
a la unién de una molécula de ADN o ARN, en un sitio que no es el catalitico.

En base a lo anteriormente indicado, el principal objetivo de este
trabajo fue disefiar, sintetizar y demostrar el funcionamiento de una ribozima
alosterica, esto es una molécula de ARN con actividad catalitica de corte
sobre un ARN substrato, que funciona solamente en la presencia de un
efector positivo que en este caso es un oligonucledtido.

2. La inmovilizacion de ARN con actividad catalitica, es aplicable a
la ribozima alostérica, con la ventaja de ampliar los posibles usos de este
sistema. Asi pues, el segundo objetivo de esle trabajo fue la inmovilizacién
de la ribozima alostérica,

3. El empleo de marcadores fluorescentes es una alternativa factible
para deteclar la actividad de la ribozima alostérica de una manera directa,
rapida y sin emplear radioactividad.

Como tercera parte de este trabajo se plantea un esquema experimental
que no se ha implementado pero que definitivamente abre la posibilidad de
emplear marcadores fluorescentes en ensayos que involucren la actividad
de una ribozima alostérica.
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MATERIALES ¥ METODOS

OLIGONUCLEOTIDOS

Para el SW1 se emplearon los oligonucledtido SW1-1, SW1.2,
SW1.PCR1, SW1.PCR2, el efector positivo y neutro del SW1. El
oligonucledtido SW3 es el templado para la obtencion del ARN SW3
por trancripcion.

Los oligonuciedtido SW1-1, SW1-2, SW3 se sintetizaron en
Operon Technology, el resto, se sintetizaron en la Unidad de Sintesis
del Instituto de Biotecnologia

SW1-1,
GGGCCGGAATTCTAATACGACTCACTATAGGGTCCTCACGGACTCATCAGGG-
CAGAATGGATCCTCTAGAGTCGACCTGCAG

SwWi-2,
CCGCGCGGTAGGTTCCATGTTTCGTCCTCACGGACTCATCAGGGCAGAATCGC-
CAAGCTTGCATGCCTGCAGGTCGA.

SW1.PCR-1.

GGGCCGGAATTCTAATACG

SW1.PCR-2.
CCGCGCGGTAGGTTCCATG

efector positivo-SW1.
CGCCAAGCUUGCAUGCCUGCAGGUCGACUCUAGAGGAUCC

EFECTOR NEUTRO-SWI.
CAATACATACAGACAATGGAAACAGCAATTTCACCAGTAC

SW3.
CCCTTCCATGTTTCGTCCTCACGGACTCATCAGGGCAGAATATTACGCCAAG-
CTCGCATCCCTGCAGGTGTACTCTGCCCTGATGAGTCCCTATAGTGAGTCGTA-
TTA.

La secuencia del resto de los oligonucledtidos empleados en
este trabajo se detallan en la seccidn "Oligonucleotides" en



1. APAREAMIENTO DE LA REGION COMPLEMENTARIA
ENTRE LOS OLIGONUCLEQOTIDOS SW1-1Y SW1t.2

SITIO EcoR | SW1-2 (76 BASES) | 5'

2. EXTENSION CON EL FRAGMENTO KLENOW

...-.. ..........

4. DIGESTICN CON EcoR1Y Kpn |
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5. CLONACION EN pUC19 EcoR I-Kpn i

6. PURIFICACION DEL ADN DE LA CLONA pUC19-SW1

7. LINEARIZACION Y TRANSCRIPCION in vitro CON T7 RNA polimerasa

FIGURA 18. ESQUEMA GENERAL DEL DISERD PRRR OBTENER RAN
DEL SW1.



"Experimiental protocol” del Articulo.

AAN BEL SiV1

Ei ARN del SW1 se obtuvo mediante transcripcion in vitro con
la T7 ARN polimerasa. El templado para la transcripcion (FIGURA 10)
lo obtuvimos utilizando dos oligonucledtidos denominados SW1-1 de
82 nucledtidos, con un sitio para EcoR | en el extremo §' y el SW1.2
de 76 nucledtidos, con sitio para Kpn | en el extremo §'. Estos
oligonucledtidos se complementan por 11 nucledtidos en su region 3.
Los oligonucledtidos se aparearon y se extendieron utilizando el
fragmento Kienow de la ADN polimerasa |. La doble cadena se amplificé
con Taq polimerasa, se cortaron los extremos con EcoHly Kpnly se
clond en pUC 19 EcoR I-Kpnl. Asi llegamos a la clona denominada
pUC19-SW1. E! ADN de esta clona se purificd, linearizé y transcribig.
Este procediemnto se detalla a continuacion.

1} Con T4 polinucleotido cinasa, se incarpororé un grupo fosfato
en el extremo 5, tanto a 20 pM del oligonucledtido SW1-1 como del
SW1-2.

2) Se mezclaron en un_volumen final de 20 pl de agua.

3) Incubacidn a 90 °C durante 3 min y enfriamiento lento hasta
temperatura ambiente.

4) Se extendieron las cadenas de los oligonucledtidos apareados
en un volumen final de 50 ul con 10 U de Klenow en buffer KGB.

5) Mediante PCR se amplificé la doble cadena del ADN del SW1.

6) El producto de PCR se digirio con EcoR | y Kpnlen KGB.

7) Se clond en pUC19 cortado en EcoR |-Kpn | {Scharf, 1990).

DIGESTION CON BNASH 11 DEL S

El susbstrato de la RNasa lll es ARN doble cadena (Chelladurai
and Nicholson, 1991; Krinke and Wulff, 1990). Esta enzima es de
utilidad para demostrar el cambio conformacional de un "switch"
molecular. El SW1 tiene un sitioc de reconocimento para RNasa ill, Si



la estructura secundaria del "switch" se interrumpe el sitio de corte
desaparece y se observa la integridad de la molécula de ARN.

1). En 10 pl finales de buffer Tris-HCI 50 mM  pH 8.0, MgCl,, 10
mM y NaCl 100 mM, se mezclaron 54 nM de ARN del SW1 marcado
internamente con [a**P]-CTP por transcripcion in vitro , con 54 uM
de efector positivo-SW1 o efector neutro-SWi.

2) Se preincubd durante 30 min a 37 °C.

3) Se agregaron 25 ng de RNasa lll por 10 ul de reaccion (ia
RNasa Il fue donada por el Dr. Hermann Block del Public Health
Institute of New York). A las reacciones contro! sin RNasa lll se les
agregd 1 pl de BSA a una concentracion de 25 ug / ml.

4) Se incubd durante 30 min a 37 °C.

5) Después de este tiempo, se agregaron 10 ul de glicerol al
50%, 0.25 % de azul de bromofenol 0.25 % de xilencianol en Tris-HCI
10mMpH 80y EDTA1 mM.

El resultado de la digestion por la RNasa 11l sobre la doble
cadena del ARN del SW1 se analizd mediante electroforesis en geles
no desnaturalizantes de poliacrilamida al 8 % en "buiffer” Tris-Boratos
con MgCi, 1 mM. La electroforesis se hizo a 250 volts en el cuarto
frio. Los resultados se visualizaron por autoradiografia.

REACCION EN CADENA DE LA TR( DNAR POLIMERASA (PCA)

Para las PCRs se utilizo en un Sistema GeneAmp 9600 de Perkin
Elmer. Las condiciones en las que se llevaron a cabo las reacciones
para obtener los templados para transcripcion in vitro de los ARN
empleados en este trabajo se describen a continuacion.

Para la ribozima alostérica:

DESNATURALIZACION HIBRIDACION EXTENSION CICLOS

RIMER PASO

94 °C, 30 seg 1



SEGUNDQ PASO

94 °C, 15 seg 30 °C, 30 seg con
incrementos de
0.8 °C cada ciclo

TERCER PASO

94 °C, 15 seg 41 °C, 30 seg

CUARTO PASO

72 °C, 30 seg 5

72 °(, 30 seg 25

72 °C 5 min 1

Para la ribozima control y el sustrato de las ribozimas:

DESNATURALIZACION
PRIMER PASO

HIBRIDACION

g4 °C, 30 seg

SEGUNDO PASO

94 °C, 15 seg 37 °C, 30 seg con
incrementos de
0.8 °C cada ciclo

TERCER PASO )

94 °C, 15 seg 41 °C, 30 seg

CUARTO PASO

Para el SW3;
DESNATURALIZACION HIBRIDACION .

EXTENSION CICLOS

72 °C, 30 seg 5

72 °C, 30 seg 25

72 °C 5 min 1

EXTENSION CiCLOS



PRIMER PASQ
94 °C, 30 seg | 1
SEGUNDO PASO

94 °C, 15 seg 30 °C, 30 seg con 72 °C, 30 seq 5
incrementos de
1.8 °C cada ciclo

TERCER PASO

894 °C, 15 seg 39 °C, 30 seg 72 °C, 30 seg 25

CUARTO PASO
72 °C 5 min 1
B "buffer" empleado para estas reacciones y la concentracion
de templado y “primers" se describen en la seccion "PCR reactions”
en "Experimental Protocol" del Articulo.

TRANSCRIPCION in vitro

Se describe en la seccion “RNA synthesis" en el Articuio.
La cromatografia con Sephadex-G50 se puede remplazar con membranas
de Microcon 30 (Amicon) siguiendo las instrucciones del proveedor
con la siguiente modificacién: previamente a la filtracion de ARN la
columna se lava con 0.5 ml de SDS 0.5% y con 0.5 ml de TE.

CROMATOGRAFIA EN DERE-CELULOSA DEL ARN SINTETIZADO
QUIMICAMENTE

Ver "Experimental protocols" del articulo.



MARCAJE EN EL ERTREMO 5' DEL ARN SINTETIZADO QUIMICAMENTE
Ver "Experimental protocols" del articulo.
MRRCAJE DEL EHTREMO 3' DEL ARN SINTETIZADO QUIMICAMENTE

Ver "Experimental protocols” del articulo.

GELES DE RETARDAMIENTO

La formacion de hibridos entre los "switches” 1, 2 y 3 y los
oligonucledtidos efectores positivos y neutros se analizd empleando
electroforesis en geles no desnaturalizantes de poliacrilamida.

Se mezclaron en 10 ul finales de reaccion, 0.5 uM de ARN de la
ribozima alostérica marcada internamente con [o*?P}-CTP por
transcripcién in vitro se mezclaron con 2.5 uM de efector positivo o
con 2.5 uM de cada uno de los efectores neutros. Las condiciones de la
r2accién fueron las siguientes:

1) Se preincubd a 37 °C, una hora en "buffer" Tris-Hel 50 mM pH
8, 50 mM de NaCl.

2) Se afiadié MgC!, hasta 20 mM final.

3) Se incubd a 50 °C durante 3 horas.

4) Al terminar esta incubacidn, se agrego un volumen igual de
"buffer" de carga (Ficoll 15 % 0.25 % de azul de bromofenol 0.25 % de
xilencianol en Tris-HClI 10 mM y EDTA 1 mM).

La electroforesis se hizo a 250 voltios en el cuarto frio en
geles no desnaturalizantes de poliacrilamida al 10% en "buffer" Tris-
Boratos con 1 mM de MgCl,. Los resultados se visualizaron y
cuantificaron usando el Phasphorimager.

De manera similar, se efectud otro experimento de retardamiento
en el que se combinaron 0.5 uM de ARN de la ribozima alostérica con
0.5, 25, 5y 10 pM de efector positivo en "buffer” Tris-HCl 50 mM pH
7.5. Después de la preincubacién a 37 °C durante una hora se agrego
MgCl, hasta 10 mM y se prosiguié como se describe arriba.



REACCION DE CORTE DEL SUBSTRATO POR LA RIBOZIMA EN PRESENCIA
DE 28 mM DE MgCl, 0 EN PRESENCIA DE 18 mM DE MgClI,

[La reaccion de corte en 10 m de MgCl,, se describe en la seccign
"Ribozyme cleavage reactions” en el Articulo.

La reaccion de corte en presencia de 20 mM de MgCl, se llevé a
cabo de manera similar a lo descrito en la seccidn "Ribozyme cleavage
reactions” en el Articulo pero utilizando el "buffer” Tris-HGI §0 mM
pH 8, 50 mM de NaC! y 20 mM finai de MgCl,.

ADN Y ARN AJENOS AL CORTE CATALITICO
Se describe en ia seccion "Other DNAs and RNAs" en el Articulo.

DESFOSFORILACION DE ARN

Para 200 pmolas de extremos 5' de ARN se emplean 1.8 U de CIP
(Calf Intestinal Phosphatase, Boeringher Manhaen) en un volumen final de
20 pl de "buffer” Tris-HCI 50 mM pH 8.5, EDTA 1 mM.

1) Se incuba la reaccion durante 30 min a 37 °C.

2) Para inactivar la enzima, se agregan 20 pl de "buffer" Tris-HC! 15
mM pH 7.6, EDTA 12 mM, 150 mM de NaCl, 20 ui de SDS 2% y 140 ul de agua.

3) Se incuba durante 15 min a 65 °C.

4) Se extrae con fenol-cloroformo-isoamilico.
| 5) Se agregan 15 ul de NaCl 3M (concentracion final 300 mM) y 2.5
volumenes de etanol ahsoluto.

6) El ARN precipitado, lavado se resuspende en "bufter" Tris-HCI 10
mM, 1 mM de EDTA y se procede a marcar en el extremo 5'.

INMOUILIZACION DE ARN EN UN SOPORTE ACTIUADO POR OXIBACION
CON PERIOBATO DE SODIO

Oxidacion del extremo 3' de la ribozima alostérica y la ribozima
control,



1) La oxidacidon del extremo 3' del ARN se efectué usando como
procedimiento basico el descrito para otra ribozima y ARN no cataliticos
(Hermanson et al., 1992; Fanhestock and Nomura, 1972) utilizando 1.28
nmolas de ARN y 100 pi de Affi-gel Hz Hidrazida (Biorad). Con el objetivo
de seguir el acoplamiento de! ARN al soporte, el 10 % de este materiai se
desfosforiio y marcd en el extremo 5 como se explicd antes.

2) El ARN (38 ug para la ribozima alostérica) disuelto en 100 ul de
"buffer” de acoplamiento de BIORAD (0.1M de acetato de sodio pH 5.0), se
oxidd con 4.6 mM final de mela -periodato de sodio (12 pl de una solucidn
0.1M) durante 1 h a 4 °C con agitacion rotando el tubo con agitador Nutator.

3) Para retirar el agente oxidante se agregd 1/10 del volumen de la
reaccion de acetato de sodio 3 M y 2 volumenes de etanol. Se precipitd el
ARN oxidado durante 30 min a -20 °C. Se centrifugd. Se lavo la pastilla. Se
secd y resuspendid en "bulfer" de acoplamiento.

4) Se repitid la precipitacion del ARN oxidado,

Acoplamiento del ARN oxidado a un soporte hidrazida-activado.

1) El soporte activado (100 yul) se prepard como describe el provedor
(BIORAD) y se mezclé con el ARN oxidado durante 4 h a 4 °C (Hermmanson
et al.,, 1992).

2) Se agregaron 250 ul de cloruro de sodio 2 M y se agité durante 30
min a 4 °C.

3) Se lavé el soporte con el ARN acoplado con 5 ml de "buffer" de
acoplamiento, 5 ml cloruro de sodio 2 M y 5 ml agua, consecutivamente
(Hermmanson et al., 1992). Se colectaron los lavados para determinar la
cantidad de ARN acoplado al soporte activado. Simullameamente se hizo un
control con ARN no oxidado para determinar la cantidad de pegado inespecifico
de ARN al soporte activado.
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An Allosteric Hammerhead Ribozyme

Helena Porta and Paul M. Lizardi®

Dieparument of Matecutar Becogmnos and Strucwal Badopy, Tastitut de it notogin, Univoradad Nacenad Autananit de Mevteo, Cuvceana g,
Morelos 62271, Mésk o *Corresponding suthor te-nnols lzanh& siuimae cempebt unan ma)

We have constructed an RNA molectide containing a hanunerhead rvibozyme that is under allosteric
control, Inthe inactive state, the RNA enzyme is unable to eleave a suitable substrate, The formation of the
active state of the ribozyme is triggered by a specific interaction with a DNA ofipenucleotide effector that is
complementary to a single-stranded toop in the RNA enzyme molecule, Other DNA or RNA molecules
containing unrelated nucteatide sequences do not function as allosteric effectors, This wark demonstrites
the feasibitity of designing RNA enzyines that are spectlically activiated in vesponse to an artificially
designed motecular recognition event. Such enzyines may have practical applications,

Revevved 1 Devembies 1923, acocpted 24 Oaober 1924

he role of small hammeshead nbozyme domams i
the catalysiy of RNA self-cleavage reactions was st
elucwdated by Poster and Symons' . Subsequent work
by Uhlenbeck® and Haselof and Gerlach? established
the cansersts sequtences and stniciures requited for
catadytic activity and demonstraied the feasibidity off
desipnmg hammerhead ribozymes that coutd be used
as true enzymes inntermolecular cleasvage reactions i vitro

Much reniains to be understood about the modulation of

ribozymie activity i vive or i vitro. Mitler and Sifver® have
described an alternative fertiary structure that altenuates selt-
cleavage of the ribozyme in the satelite RNA of batley yellow
dwarf virus. A tertiary structure in hepatitis delta RNA has been
claimed 1o function as a ribozyme control vlement, nunntainmg
the ribazyme o the “oft™ conformation until the time of virowd
genomie replication”.

In thinking abowt practical application of RNA cuzymes,
of interest o explore the rational design of ribozymies wheh are
activated in response W0 mofecular recognition events. Such
events nuty be designed o be highly specific and campletely
independent of substrawe RNA binding. We have construcied a
synthetic RNA molecule that incorporates o hanimerhead ribo-
zynwe whose activity iy under aflosteric control, Heie we
deseribe the simple design of this moded allosteric RNA enzymie
and desonstrate experimentally the modulation of catalytic
activity by a specitic DNA effector oligasucleatide.

Resulls

Desigi, The pbozyme used iy these expernneiis was
derived ftom one of the hamunerhead  catalytue  danans
deseribed by Haselof! and Gerlach®, The constiuction of the
allosieric RNA enzynie is based on a moejecutar switch design
first deseribed by Kramer and Lizardi’. The sequence of the -
nucleotide RNA wolecuie is shown in Figure |, panel A where
it s displayed v s anost stable folded form. The RNA B
desigiied 1o continn o stem of 20 base -paired nucteotides, a
predomunantly single-stranded doap of 28 nucleotsdes, wul 4
Yot of 22 unpand hases. OF the 39 bases that constiute
the hanunerhed phozyine and its arms, 19 should parteipate
inthe formation of the relatively stable double-stranded siein.
Hence, the vihozyiie should be mactive i long is the RNA
mntectrde rensuns folded ina contormastion that maintans the
slent structure.

The foop sequence was desigied to be complemientary o i
short DNA oligonucieotide, which acts as the allosierie effector.
When the effector DNA hybridizes to the loop, a doatde-hefo of
35 buse-pairy 1 formed, and, because a double helix resists
bemding' ", the relatively shonter and Tess stable stemy s dis-
rupted, releasing T hehic constrapys 1 aucleotides thit ate
partat the hammerhead sequence. Frguare 1 panet B, shows the

expecied vonlipusatton of the nbozy e after hybrdization of the
clicctar DNA and subsequent binding 10 the RNA substrate.
Also showitis o 12-nucteotide facitator oligonucteotide ™ which
was used rimprove catalytic etficiency: Frgute 3, panet C shows
the sttuctute of a cantral, nop-alostene pivzyme, which con-
tains the same hanmcerhead aod arm domains and was used m
the presence of the samie facthtator vhigonucieotide.

The RNAs usedd to test this experimental design were gener -
ated cither by i v transcription or by chenticad synthesis, sid
wed i eapecimensis i which we montired the cleavage of
radioactively labefed RNA substrate by gel electrophoresis.
Initial experuments wsuy hiph nraguesinn concentrations
(20 mM) were disappoimting because the evient of activation
of the allostenic ribosyme was sclatevely low Optimization of
the reaction condittons demonstrated thit lower concentitiony
of amagnesium (0 oMy improved the extent of altosterie
ribazyine acuvation.

Allosteric modulation of activity, Experimental resafts are
shows tn Fipure 20 Paned 28 1 & contral reaction demonstraning
the cleavage specificity of the Rz, 3-denvanive non-atlosteric
hanmnerhead nbuzyine. The substrate wos 4 synthete, 39-
nucteotde RNA fabeled at bh the 37 and the 5" ends. The
cleavape reactinn, which did not proceed to complesion with this
chemically synthesized RNA substrale, proshiced the expecied
fragiments of 22 and 17 nucheotides, reapectively, To st the
allosteric ribozyme we used an i werg tanserbed subsirate of
3% nucteoudes. which s cleaved mope etficicntly thast the chem-
icatly- synthesized RNA L This substride yiclda the eapected frap-
ments when cleaved with the contid phosyine, ay seen i e
2and 3 of pancl 24 There iy aosmiall difference m the refative
ensty of the bamds beeause the To-cteotide frugiment s
tabeled at fower spectfic activity than the 22-nuclentide fiag-
ment. The altosterte ribozy e expertnents are shown i patel
2A. When the allosteric nibosyine was incubated with various
unrelated DNA olipoaucieotides shere was relatively hitte cleav-
age of the substrade (454 average, on s ditlerent ged Lames). tn
the presence of the correct compleanettany etfector oliponu-
cleotide 435 of the RNA substrare was cleaved Gvenige of twa
pel fanes). The eatent of cleasapge using the contiol, non-alto-
stenie pbozyte was 08% taverape of two el Fanesy. In the
presence of an imperlect effector oligpnucleotide that was one
nucleotide shurter amd atso contsmed tooe smstatched bases the
extent of cleavage way 18% . The addition of vasckited smiple
stianded DNA from phage ML, or tRNA, showed Intle etfect
on the activity of uninduced nbozyine (5% cleavage), but activ-
ity winy incrcined over W-fold (5% cleavage) if enher of Wicse
unretated nucleic auids were nixed together wilh the curect
elfectar obigenucieatide. The activated allosteric nhozyme
assayed i Lanes 15 and 10 stuses TR of the activity ol the
capral, notvatiostene hananerhead nbazyiie A visuat com-
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FIGURE 1. Nucleatide sequence and computer-generated fald-
ing of the alloslesic ribozyme RNA, and interactions between
the ribozyme and the subsirate RNA. Panel (A) shows the maost
stable secondary structure of the allosteric ribozyme, as pre-
dicled hy the program muttatd'*‘?. The tolded molecule con-
tains {trom 3 to 5, in uppercase letters) 39 nucleotides
comprising the catalytic portion and the arms o} a hammer.
head (derived form the Rz.,,3 hammerhead') followed by an
ettector-recognition foop region {34 nucleotides in lowercase
tetters) and finaily a 15-nucleotide domain fuppercase) that is
complementary to a portion of the hammerhead sequence.
Five bases from the effector-recognition region, together with
this t5-nucteotide domain, torm a duptex with a portion of the

parisan of the extent of cleavage v lanes 15 and 16, versus fanes
13 and 34, iHustrutes clearly the cataly tic activation that oceurs
when the aliosteric nbozyme s incubated i vitr in the presence
ol its specific effecior DNA.

Discussion

The facilny with which one may design specific base -penning
interactions in polynueleotdes allwed us to design an RNA
molecule that underpoes a diserete confermatinnal change upon
hybridizatnon with a DNA oligonicientide. We have coupied
this conformetonal change wr the uamasking of 2 hummerhead
sequence. creating o funcuonal allosteric ribozyme We
explonted the bending resistance of a short double helix to tngger
the confurmational change. rather than relying entirelv on
strand displacement, which wouh) tave Timuted the possible
chorces of the effecior sequence. This molecular switch o of
gencral applcabibity, since the same design should warl, for
nther simall nibozymes The design ablows complete freedom of
chence wr the effectr sequenees,

The actnanon mcdiated by the etleatar s speaitic. There s
very hilde catadysm when unrelated sequences were 1ested for
noh-pecific effector aeivy Funhermac, the carrect ceaom
shigomicleotide avtvaied the sibezyme with saadar etficiencvin
the presence of an excess of unrelated sinple-stranded DNA or
RNA - An amperfear oligonucleotide effector sath fuur nny-
imatches displayed 3772 of the actis ity imluced By ahe perfealy
complementary effector. This sigmficant evel o nibossme aen-
satinn observed upon hybridization of the memached HNA
elfector wan not unexpected, since it e heen shesan by nthen
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hammerhead giving rise to the 20-nuclentide stem. Panet (B)
shows schematicatly the hybridization of the aliosteric ribo-
zyme with the DNA etiector. This interaction disrupts the 20-
nucleotide stem duplex shown in panel {A), and thus permits
the formation of a correctly folded hammerhead riboryme, as
well as the required base pairing to its substrate. A 12.nucleo-
tide facititator ONA hybridizes with 1he substrate, adjacent to
the 3 -end of the ribozyme. Panel (C) shows schematically the
base pairing ol the in vitro transcribed subsirale RNA with the
Rz, 3-derivative control rthozyme (38 nucleotides) and with
the 12.nucteatide lacilitatar DNA, The chemically-synthesized
RNA substrale contained an additional A residue at the 3 end,
and a U instead of a C residue at position 13,

that a fon mnsntatches canse relatively Bk bending distartion
of 2 douhle helix™ . in othier wards, the bending resistance of the
double hiehix farmed by animperfect effector DNA that containg
four mismatches is expected o be suthicientv farge o nduce a
confarmational change in the alfosteric nhazyme. Cin the basis
of this resuft, and also based on our uppublished observigions
reparding the confornutionaf properticy of swach molecules
made of DNA. we cxpect eflecton with tour ar fewer nus-
tatches towmduce sipnidicant ribog vine activation.

Inthe presence of 20mM of MpCLthe cleavage elfterency of
the control mbagyme dncrcases o 83% ., while the cleavape
cificiency of the induced aHosterie nibozyme s only 29% (data
not shown) We have observed that higher magnesiom concen-
trations stimnlate the formahion of ollostese ribozyine daners
tedata not shown) Diuner tormation of twa apen-switeh mole-
ctlen acours by ointermofeculae painmy of the 2i-base sem
sequence of ane molecule and s complementary seqgucnce,
present i the opeaed siem of another molecide. This dimerizae
ton etfecuvely constrans the harmmerhead domain of one of the
mofecutes, resuftmg an g reduchon e the mnmber of active
nbazymes. Bimer tormation o magnesam-dependent. and its
octnence s enhanced by the igh nhozvime concentration
used in the e viree sy One vauld expect that dimer formition
woukd be tess Tikely to occur moalbostene ribosyines expresed
tnside cefis, where theer refative concentration would be tower.

Amons the possible applicationr, ot alfosteric nbozymes e
the e vas deavage of an anlNA Laper e response o the
prosence of a speatfic mdueer fellector) sequence that i only
found o specific cetl type, The ise of colbapectlic etfectn

[A)
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FIGURE 2. Analysis by gel electrophoresis of the cleavage of
radiolabeled substrate RNA by allosteric and non-aliosleric
hammerhead riknzymes. Reactions were petformed as
descnbed in the Expenmental Protocot. All reactions con.
lained radioactive substrate RNA and lacilitator DNA, Lane 0,
substrate RNA alone; Lane 1, allostenc nbozyme without elfec-
tors:Lanes 2 and 3, control Rz, 3-derivative rtbozyme, lanes 4
and 5, allosteric ribozyme with carrect DHA ellector (duplicate
reactionsy; tanes G to 11, aliosteric nbhozyme with various unte.
lated DNA efectors (sequences numbered t to 6 in Experimen-
lal Pratocol): lane t2, allosteric ribozyme and DNA effeclor
with 4 mismalched bases: tane 13, allosteric ribozyme and
singte-stranded DNA froih phage M13; lane 14, allosteric ribo-
tyime and {RNA; lane 15, allosteric ribozyme, ssDNA from
phage M13, and correcl DNA effector; lane 16, allosteric ribo-

seylichives wal be eaploited 1o reduce non-specitic dewage
eventy i albier ceil typees where hatmerhead substrates exgst bult
are not desired tarpets. We also envision the construction of
allostoric tibozsmes that catidy ze redctions other than phospho-
dooswr Cleava e bor ovenple. Pradent, Uno and Schulty - faee
recentn dusaribed the tsolation of o rbozy e that cataly 2es the
aottectization ol « bodped tphenyi. Thes wark wuggiest thal in
arre diredied evoiution muay be used o create nibozyimes capable
atcatehy 2ing the faemation of colored ummescent, or Buores
cent comipounds Laing the wlostene anolecular swatch design
we nave dusented. such ribogyities could beomade 1o he oacti-
salod M by brdization o speafic DNA seqacnies Avinteneed
iy apphcstion of sudh hybndication-coupled  slosiene
Ccharmies wouid he o Bomogencous daay LG ani deay 1ol
FeGInhg sashing or separahion steps) tor the seneration of
sigaads i e pese to spealic DNA sequehces genicited iy
PCR or other wenphhication methods. Alasierie tibozyme.
snade of RNA or DNA could be casily smobilized on surfaces
wainy welable chemistny e view of these posaibilitics, ailo-
derie ooz, tnay g useul appications an dieeno e

bBuutecnmodogy,

Experimental Protocol

Oliganucientides, Tempiste, and primer, S0 PUR reaction, acre a.
Volloras Aemyglates Control tbewyme. TTEE ATOTTTOGHOUIT A
GAUECATUAGGOE AGAATCIATAGTOAGTO GIATTA L Atinter:s
fiear e A CCTTOCATGETTIOGIC CTCAU GOACTTATUAGOECAG
ANTATTIACO € AN COOATUCCTGEAGGTGTACTOTHLCCTGA
TOAGTCCOTATAGTGAGTCOTATTA . Subiitate CATTAAGOAT
TCTOLCGACATOGOGAAGCOCATCACAGAD CTATAGTGAGTOGTATTA
fop premer F72mer GUGTAATACGACTCACIATAG, Boteom primers.
Contiol tibapeme TICCATGITIOGTCUTOACT . Aibosteric niheg e
COCTICCATOTTTCGIOCTC . Substrate CATTAAMGCATICTOOCE,
Facilitater CCATCACAGAUT . Cotrect 38-pucicatude DY A eliecko:
ATTACLCOAAGCICGUATCOUTGUAGEO T GIACTOT . G noclentule

sharter effedtor with Leor o anatihed Fases TTALO
.
Lo .
sat ‘.-‘ f
i .‘"'“\'

zyme, 1ANA and correct DNA eflector; lane 17, 5 end-labeled
17-nucleotide RNA size marker. The presence of a fainl 17
nucleotide fragment in some ol the lanes can be expiained by
the presence of the so-called n + 1 ranseription product in the
gel-putified substrate RHA'Y, Panel (28) shows the cleavage of
a synthetic 39-nucleahde RNA substrale by the contral, non-
allostetic hammethead ribozyme. This chemically-synthesized
subsirate was labeled at both the 3 and the § ends, wilh equal
specific activity (see Experimental Protocol). Cleavaye is
highly specific and produces only two labeled tragments of the
expecled sizes (22 nucleotides, labeled al the 5" end, and 18
nucleolides {17 + 1), labeied with pCp at the 3° end). The mobil-
ily ol the 3-labeled fragment is anatogous to that of a 17-
nucleolide marker (not shown) due to the exlra phosphate
charge at the 3 end,

CAANGCTCGUICGO CTGOAGOTGTACTCT, Coelated 1INA 1 tfecrar
SOmer-)  GCGEGTOGUGCACTGOGTOGH . Mimee: ). COGGL
CAGUAUTTCACCCTG. Yhiner v CAATAUATACAUACAATAAGAG:
CAATTTOAMCAGTAC D 3Tmer 3 CANTACATAUAGACACAA AGAG
CAANTTTOACUAGT AL RERTE AN ATCCACATAACTGATACT.
TCOTATCOGACTTIGIGUGE A domes 60 Ca VTS VTACAGAUAAT L
GAAACAGOAATTONCTAGEAC Chemically svnthe ased *9 nuddea-
tde RNA sebstric cChyvberhy i) GGLOE GEGAUGGLUUC
CAUGH COHGOAGANTGCE UAATGA

POR reactions, DY A e pantes s o s o e pion were pener
ated waanie the ¢ oavictane chan reacr o G PCRY POR teactions von
taned 00 pAU remphate eonuientide and 00 @M oot cach pranes
MM Tes G pHoS 3005 mM et A0 mM RGO bingml
pelatin, 20008 or cact ab the ot deonanu leoside wphosphates and
DU b ponveactase cBovnnmaor Maunnenny Resctions weee per
toiruesd o GeneAmp Susteas ot cPerbap -Lner)

{ENA synthesis, Conteob and whioaene nbasyme RNAS were s, nthes
wred e T RN pedyinerise tratsonption = ol the cotrespamding PCR
prowfuct 4300 L ransctphion reastan contaened $mAL s HC pl
S MM DU S M e G071 Towen N HEL 23 mM
nociconide tphosprutes OVH SO M eaplate DINA and 240 gnis of
T7 RNA Poviicrase (LS Hioonenocaly  Trasenplion seagions were
catned ot at 37 °C Toe 16 Briies Alier transcnption, the DNA reaplates
scredipeated wath 20 units of RNGse 1ree-aNase Trom bovine pan reas
Asemchemger Manchestng at 3770 1or Wan (edlowed by phenol-Cliloro-
fathicatracbion atid tnanos precpateet Al cenlffugation, RSN ain
coiesprenefed i St T HOTBH T 6 and separated trom free nucios-
tde s Iyt G cutnee Seplinden G Stpan s alanns. Bor the eypeniient
showrien Bigary 20 panct A0 the substiate RNA waomternally labeled with
Joo CRROTO s e Gt tcmse nption reac oty coltagming S AL GAHY
anvdevenbed e Wt and ootk cavept that 4 utils TTORNA
palyoicrase acte wad gl ob seacen Trancnbed KNA way e
prutifiedyn a 20 aer e pob coctomnge T A area The 38 uddeonde
R&5A prentuct was Socabized by tadicategaphy and exasad, nving as o
referetae the Send labwicd chicancally synthewscd 3% ecdeaide RNA
The g prooce was lozen and thased ad then ciuted swice i 8ol ol
M e HO ol 760 1 M OEDEAL 300 mM NGBy overmghit
incubabion at 4 € The taa ped eluates were pocded, extraaed witly
phenol criatatorand concootrded by ethanol precipitilon RN A was
assolved an 10 g Fos HOTREE T G0 D oSEEDEA Tnar i labeling the
cherticaliy otheszad subsieate 39 ner BNA was puriticd by DEAL-
Septraden chrosatograpl, coentally oo desontand iy Bodk amd Che

rayit T The “waner BEA s 8 end lebeled with (S PEATE
BIGATECHUGUOGY WOL 1OFEBRUARC 198 163
" e !




U e wane T palviscieoeie Mines eNes Baelont Binkibs)
Fon 3 end fabeimp .t KN A sobsioan washpated g o P ppma B
b tati oy T8 RNA hpase wcondiny ta Hrece and §theabecs
Labelod matednad seac peonadicd By phenod chilmofans exthe o, preapitatind
swith vttimol, amd sessspemdend B Tos HoE pl 700 DM T
Moeron ot 8- Libeted oend 3 Sdweled RN AL were nnnwd o vield an RINA
popufaten wathadent il spouiie avtsntes abaither cad ot e aleeale

Ritsasame deasage reaetions, Keaonons seee crtped oual o vl
wtne o 1 el amd contancd 003 A nbogvme, B AT st RNA L
X8 eM frciaator abponacieotide and 15 aM efledor BNA 1 othey
eflevton DNAS, as specified abeae m M abigntigeleatsded” | Ot naclew
acids (angle-stranded phage (INA cleaved st Hactty, o £ colt IRNAY
were ised ata concenttithon of 1 pe 1 pl Sebstrne RNA was heated
AR C for 0 seends, atd cunled o lempetsiute just betae use.
The tbazyme teaction beffer oo st ot sdesenbed Be Herteb and
conmsorkery™, exeept that the mapnesm conventtation s fowernnd o
MEmAL AT reachnn reapents orcepttnagnesutm chlonde i were divsalved
ity S A Trs- O pHE? S and 80 oM NaCband premcabated 3770 (o
I towr, Reavtions were smiated By adding MpCh i dmal concentration
of BY M nd snculotion proceeded or 3 hogss ot 500U Reactions were
stapped B addeng 15 b of Y8 ormuamade o0 K mSE Yo TCEpH 20,
SOOmM EDTA, (1057 avlene ayanel btamophienol Rae Simples were
denatured by heating at 953 70 e b mot and anadvred by electaphinteas
a 16 pabaciviande gl comtanmng 7 Steca Radoactine bands were
dewecred amdanaty sed nang a phisphonmager EMsteentas Dyviamaes Ine s

Other DNAs ad ENAL Sople stranded DNA Tram au Mbmpto
cloae containg anirrelevant DNA twert won digesied woth Haeft and
ased s unrelited DINA - Transter RNA tiom £ od OMeschrwas wed s
untelated RNA
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RESULTADOS RDICIONALES.

UNAR RIBOZIMA ALOSTERICA

Una descripcién simplista de una ribozima alostérica es la siguiente:
las enzimas alostéricas tienen un sitio diferente al sitio catalitico que
puede unir de manera reversible una molécula moduladora o efector positivo.
Al estar unido, el efector positivo modifica la estructura y permite la
actividad enzimatica.

Para llegar a una ribozima alostérica utilizamos el motivo estructural
de las ribozimas tipo "hammerhead" y el concepto de "switch" molecular.

Las razones por las que seleccionamos una ribozima tipo "hammerhead"
son las siguientes: 1) es una ribozima pequena (39 nucledtidos), 2) su
estructura secundaria se conoce detalladamente, y 3) la cinética enzimatica
de la reaccion de corte se ha estudiado ampliamente.

La ribozima "hammerhead” usada en el disefio de la ribozima alostérica
es la Rz.,,3 descrita previamente (Hasseloff and Gerlach, 1988). El substrato
de la Rz.,;3 es el ARNm del gene de la cloramfenicol acetil tranferasa.
Esta ribozima tiene la ventaja de cortar eficientemente a su substrato,
ademds, la resistencia a cloramienicol es un fenotipo facilmente rastreable
en experimentos /in vivo. En este trabajo, el substrato empleado es un ARN
de 38 nucledtidos que comprende el silio de corte de Rz.,,3 (se describe en
"Experimental protocol” en el Articulo).

La construccidn de la ribozima alostérica se basa en el diseno del
"switch" molecular descrito por Kramer y Lizardi (1989). Un "switch”
molecular es una molécula de ARN o ADN (ej. un oligonucledtido) que tiene
dos caracteristicas bdasicas: 1) su esiructura secundaria conforma un asa y
un tallo, 2) la reqién cadena sencilla del "switch" puede formar un duplex
con una molécula de ARN o ADN, con secuencia complementaria llamada



efector positivo. La doble helice formada entre el asa y el efector positivo
se abre debido que es mds larga y presenta una mayor resistencia a la
torsion (Shore et al.,, 1981; Haggerman, 1988), forzando asi la separacion
del tallo que es mdas corto y relativamente menos estable (FIGURA 7). El
estado 'abierto’ del "switch” se promueve en presencia del efector positivo.

Utilizando estas cualidades del "switch" molecular disefiamos una
ribozima alostérica. El motivo "hammerhead" forma parte del tallo del
“switch". Si el "switch" molecular esta cerrado la estructura secundaria
del "hammerhead" se interrumpe y no hay actividad enzimatica.

Para que la ribozima alostérica funcione se requiere como primer
paso que el "switch" molecular se abra especificamente en presencia del
efector positivo, y como segundo paso, que en presencia de su substrato y
magnesio, la ribozima "hammerhead" se estructure y corte al substrato en
condiciones de temperatura y pH adecuados.

TRES "SUWHTCHES" MOLECULARES

En vista de obtener una ribozima alostérica disefiamos tres "switches"
moleculares diferentes denominados “"switch" uno (SW1), "switch" dos (SW2)
y "switch" 3 (SW3). E! cambio de estructura de 'cerrado’ a 'abierto’ se
analizd para cada uno de estos tres "switches". El SW1 aparentemente no
se abrié. El SW3 se abrié pero la ribozima no cortd. EI SW2 se abrid y la
ribozima cortd. Es en el SW2 en el que se basa el articulo y al que
flamamos ribozima alostérica, tanto en el articulo como en estas paginas.

La informacién adicional a la presentada en el articulo incluye: 1)
los resultados de los experimentos en los que se proho el funcionamiento
del SW1 y del SW3; 2) experimentos de retardamiento de {a ribozima
alostérica y 3) los resultados de la inmovilizacion de la misma.



DISERD DEL SW1

La FIGURA 11 muestra la estructura secundaria mas estable generada
por el programa "MulFold" (Zuker 1989; Jaeger el al., 1989). El tamafo de
aste ARN es de 108 nucledtidos. La molécula doblada contiene desde el
extremo 3', 39 nucledtidos que comprenden {a region catalitica y las
secuencias flanqueadoras del "hammerhead” complementarias al substrato.
En seguida esta la regidn que reconoce el efector positivo. Esta secuencia
es complementaria a una regién del ADN de M13mp19 que va de la base
6229 a la 6268 que incluye parcialmente el "polilinker”, El tamaho disefado
de esta region es de 40 nucledtidos de cadena sencilla, sin embargo se
encuenira predominantemente estructurada. Finalmente estd una region de
27 nucledtidos de largo complementaria parciaimente al dominio
“hammerhead”. De esltos 27 nucledtidos solo 25 conforman el tallo del SW1
cuando esta cerrado.

Para rastrear los cambios canformacionales dei SW1 en presencia
del efector positivo o de los diferentes efectores neutros analizamos la
susceptibilidad del SW1 al corte con la endonucieasa RNasa Il (Chelladurai
y Nichoisan, 1991; Krinke y Wulff, 1880). La RNasa lll corta en una regidn
ARN de cadena sencilla dentro de la estructura secundaria de un ARN. Esta
enzima reconoce la estructura secundaria de un tallo y el corte tiene lugar
entre 10 y 14 bases a partir de! extremo 3' del mismo. La secuencia
CUU/GAA localizada en la region adyacente a la region cadena sencilla
susceptible del corte favarece la eficiencia de corte pero no es indispensable.
Este ensayo es posible debido a que el SW1 en su estado 'cerrado’ incluye
un sitio de corte para la RNasa il entre los nucledtidos 68 y 59 del asa del
"switch".

Analizamos la integridad y conformacion del SW1 en presencia de
RNasa lll usando electroforesis en geles no desnaturalizantes (FIGURA 12).
Los resultados que observamos son los siguientes: en la ausencia de efector
posiivo, la RNasa Il corta al SW1 (CARRIL 2). El apareamiento entre el
SW1 y el efector positivo ocasiona un cambio conformacional que tiene
como consecuencia una pequena reduccion de la movilidad electroforética
del ARN marcado, que en este experimenio es el SW1 (CARRIL 3), lo cual
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FIGURA 11, SECUENCIA ¥ ESTRUCTURR SECUNDARIA DEL SWJY. En esta
figura se muestra la estructura secundaria mas estable generada por el
programa MulFold (Zuker, 1989; Jaeger, et al, 1989). La modlecula doblada
contiene (desde el extremo 3' hacia el 5' en maylsculas negras) 39
nucledtidos que comprenden la regién catalitica y los brazos de la
ribozima Hammerhead [derivada de la ribozima Hammerhead Rz:s13
{Haseloff y Gerlach, 1988)] seguida por la regibn que reconoce el efector
(44 nucledtidos en minhGsculas) y finalmente una region de 27
nucledtidos (mayusculas) que es complemetaria a una parte del dominio
hammerhead.




sugiriendo que el SW1 no esta abierto.



nos indica que el efector positivo reconoce su secuencia complementaria
en el "switch” y forma un hibrido. Sin embargo el SW1 unido al efector
positivo es susceptible al corte con RNasa It (CARRIL 4). Los fragmentos
resultantes del corte en presencia de efector positivo son de diferente
largo a los que encontramos sin efector positive, indicando que se conforma
un sitio diferente de corte. Los hibridos ADN-ARN no son substrato de la
RNasa il por lo que se descarta un sitio nuevo en el hibrido formado entre
el efector y el "switch". Por otro lado, las ribozimas pequefas como la
"hammerhead" solo se estructuran en presencia de su substrato (Cech
1993). En este experimenio no hay substrato, por lo que es poco probable
que se estructure el "hammerhead”. Mas aan, suponiendo que se forma el
"hammerhead” su estructura no presenta un sitio de corte probable para la
RNasa it {(Chelladurai y Nicholson, 1931).

Otra posibilidad es que el sitic de corte nuevo esteé localizado en el
tallo. Basandonos en e! retardamiento del SW1 en presencia del efector
positivo (Carril 3) podemos decir que en efecto, se forma un hibrido especifico
entre el "switch" y el efector positivo. Sin embargo cabe la posibilidad de
que el tallo no se separe lotalmente y se forme un sitio para la RNasa il
Esta regién si contiene una de {as secuencias descritas como sitio de
reconacimiento para RNasa (Il partiendo del nucleétido 87 (ccgu/ggca)
(Chelladurai y Nichoison, 1891).

Tratando de discernir la formacién de un nuevo sitio de reconocimiento
y corte de la RNasa lil, analizamos las estructuras secundarias suboptimas
resultantes del doblado del SW1 junto con el efector positivo. Para obtener
las estructuras secundarias oOptima y subdptimas del SW1 empleamos el
programa "MulFold" {Zucker, 1989; Jaeger, et al., 1989). El programa "MulFold"
permite doblar una sola molécula de ARN a la vez. Asi que para analizar la
interaccidn del SW1 con el efector la secuencia del “switch" se unié a su
efector positivo mediante 8 bases no especificas marcadas como N dentro
de la secuencia. Las primeras 9 estructuras mas estables muestran que el
100% de las bases del efector estan apareadas con el asa del "switch” y se
conforma el "hammerhead" y no hay un sitio de reconocimento para RNasa
I, Sin embargo en la décima estructura mas estable, 8 nucledtidos del
extramo 3' del efector no estadn hibridando con el asa del "switch" lo que
permite que el extremo 5' del “switch" se estructure. Esta region conforma



un tallo y un asa que contiene una de las secuencias descritas como sitio
de reconocimento de la RNasa Il en la posicién 33 en el asa del "switch"
(uccu/agga) (Chelladurai y Nichoison, 1991) (FIGURA 13). La ribozima se
localiza en e! extremo 3' y su esiructura se mantiene. Las estructuras
secundarias obtenidas usando "MulFold" para otras moléculas de ARN de las
que se conoce su estructura secundaria por metodos enzimaticos o quimicos,
indican que la posibilidad de encontrar estructuras subdptimas que
concuerden con los datos experimentales, se encuentra entre 5 y 10 % de
incremento en la energia. La estructura suboptima en la que encontramos
el sitio de corte para RNasa Il presenta un incremento en energia arriba
del 11% con respecto a la estructura optima. Por consiguiente, la creacién
de este sitio nuevo implica que el SW1 en sclucién, se estructure
preferentemente como una molécula que tedricamente no es la mas estable.
Para aclarar el funcionamiento del SW1, se puede medir la actividad
catalitica de la ribozima, sin embargo este experimento no se ha hecho.

La reduccidn en la movilidad electroforética depende de {a presencia
del efector positivo, puesto que no se observa cuando se substituye por un
efector neutro, esto es, con un oligonucledtido no relacionado (CARRIL 5).

DISEf0 DEL SiU2 (RIBOZIMA RLOSTERICA) ¥ DEL SW3

l.a estabilidad del talio del SW1, nos condujo al diseio de dos nuevos
"switches". Con estos nuevos disefios pretendemos favorecer el estado
‘abierto' de la molécula como consecuencia de su apareamiento con el
efector positivo. A diferencia del SW1, el SW2 y el SW3 son mas cortos,
por lo tanto se emplea solo un oligonucledtido que contiene el promotor de
T7 ARN polimerasa y mediante extension y amplificacion se obtiene templado
para transcribir directamente sin necesidad de clonar. Un resumen de ias
caracteristicas de cada uno de los 3 "switches" se muestra en la TABLA 2.

La secuencia y estructura secundaria del SW2 se encuentra detallada
en la FIGURA 1 del Articulo.

La FIGURA 14 PANEL A, muesira la estructura secundaria mas estable



oligonucledtidos

largo total

largo asa largo talic ribozima
y tamaiio (bases) (bases) {bases) (bases) (bases) ARN
swi-2 82 clonacién y
St swil-2 76 108 44 23 RzcaT3 (39) transcripcién
SW2 sw2 108 91 34 20 RzeaT3 (39) PCRy
transcripcion
SW3 sw3 108 91 34 20

apareamiento "wobble”

entre la U10 y la G62

RzpaT3 (41)
un par C-G (G70 y C793)

PCRy
transcripcion

TABLA 2. RESUMEN DE LAS CARACTERISTICAS DE LOS TRES SWITCHES MOLECULARES EMPLEADOS EN ESTE

TRABAJO.
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FIGURA 13. ESTRUCTURA SECUNDRARIA DEL SiUY DOBLADA | GG nﬁn c
EN PRESENCIR DE SU EFECTQR POSITIVO. El panel A muestra HRG il
la estructura mas estable, en 13 cual la ribozima "hammerhead" G U

(en mayusculas azules) se estructura correctamente. El efector
positivo hibrida completamente con el asa del SW1 (subrayado en

rosa). El panel B muestra la décima estructura subéptima, en la cual se forma un
sitio probable de reconocimiento de la RNAasa {ii (maytlsculas enmarcadas).



g 9 par G-C en el "hammerhead"

agc'g.cguaa 60 * * 80
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FIGURA 14, SECUENCIAR ¥ ESTRUCTURR SECUNDARIA DEL SW3 €
INTERACCION ENTRE LA RIBOZIMA ¥ SU SUBSTRATO. En en panel A se
muestra la estructura secundaria mas estable generada por el programa
MulFold (Zuker, 1989; Jaeger, et al., 1989). La molécula doblada contiene

(desde el extremo 3' hacia el 5' en maydsculas negras) 41 nucledtidos
que comprenden la region catalitica més un par G-C y los brazos de la

ribozima hammerhead [derivada de la ribozima Hammerhead Rzpp3

(Haseloff y Gerlach, 1988)] seguida por la regién que reconoce el efector
(34 nucle6tidos en minasculas) vy finalmente una region de 14
nucledtidos (maydsculas) que es complemetaria a una parte del dominio
"hammerhead". En esta region, la C, o nucledtido numero 10 del SW2, se
substituye por una U en el SW3 ocasionando un apareamiento de tipo
"wobble", Ei panel B muestra esquematicamente la hibridacion del SW3,
con el efector positivo. Esta interaccion abre el SW3 y permite Ia
estructuracion de la ribozima "hammerhead" y el apareamiento con el
substrato.




generada por el programa "MulFold", para el SW3. El tamafno de esle ARN es
de 91 nucledtidos. La molécula doblada contiene desde el extremo 3', 41
nucledtidos que comprenden la regidn catalitica y las secuencias
flanqueadoras del "hammerhead" complementarias al substrato. Esta
diferencia de largo entre el motivo "hammerhead" descrito en la literatura
(Hasselof y Gerlach, 1988) y el usado en este "swilch" se debe a un
aumento de un par G-C en la estructura conservada del "hammerhead” (G 70
y C 75). Este cambio lo sugirié el Dr. Haseloff con la idea de incrementar
la actividad de corte de la ribozima. En seguida estd una regién de 34
nucledtidos que reconoce el efector positivo y que se estructura
predominantemente como cadena sencilla. Esta secuencia es idéntica en el
SW2 y SW3. Finalmente estd una region de 15 nucledtidos de largo que es
complementaria al dominio "hammerhead". Estos 15 nucleétidos mas 5
bases de la regién que reconoce el efector, conforman el tallo del SW3
cuando éste esta cerrado.

MEDICION DE LA ACTIVIDAD CATALITICA DE CORTE DE LA RIBOZIMA
ALOSTERICA

Para la medicion de la aclividad catalitica de corle de la ribozima
alostérica, inicialmente, seguimos las condiciones descrilas para la
ribozima Rzg3, esto es Tris-HCI 50 mM, pH 8.0, MgCi, 20 mM, con Ia
siguiente modificacién: NaCl 50 mM para estabilizar el hibrido entre la
ribozima alostérica y el efector positivo. También empleamos un
oligonucledtido descrito en la literatura como ‘facilitador' (Goodchild 1992).
La funcién de! facilitador es favorecer el acceso de la ribozima a su
substrato, sin afeclar la velocidad de recambio de !a reaccion. La secuencia
del facilitador que usamos en este trabajo incluye los 12 nucledtidos
previos adyacentes al 3' de la ribozima con secuencia complementaria al
substrato (FIGURA 14 PANEL A y "Experimental protocol” en el Articulo).

E! substrato de la ribozima alostérica es un ARN de 38 nucleotidos
(mARN de CAT) de largo obtenido por transcripcidn in vitro incorporando
[@¥?P])-CTP. (Ver "RNA synthesis" en "Experimental protocol" del Articulo.



Como resultado de la actividad catalitica de corte de fa ribozima alostérica
sobre el substrato tenemos un fragmento de 22 y otro de 16 nucledtidos de
largo. La diferencia que observamos en la intensidad de las bandas se debe
a la menor actividad especifica del fragmento de 16 nucleotidos con respecto
al fragmento de 22 nucledtidos. El porciento de actividad lo definimos
como:

% Actividad = [1 - (C;substrato - F / Csubstrato - F)]100,

donde C, es la concentracidon tinal de substrato en presencia de Mg' vy
efector positivo, C, es la concentracion inicial de substralo en ausencia de
Mg** o elector positivo y F es el ruido de fondo detectado .

Los resultados de la actividad catalitica de corte de la ribozima
alostérica en presencia de 20 mM de Mg'*, se muestran en la FIGURA 156
Bajo estas condiciones la actividad de la ribozima no alostérica empleada
como control positivo, es de 83%. (FIGURA 15, Carriles 1 y 2) y de la
ribozima alostérica es de un 29% (Carriles 3 y 4). En presencia de varios
efectores neutros, esto es ADN no relacionado la actividad de la ribozima
alostérica es relativamente menor comparada con el efector positivo (entre
1.0 y 3%, carriles 6 a 11). Utilizando un efector imperfecto, esto es que
tiene 4 nucledtidos no complementarios a partir del nucledtido 15 y que es
un nucledtido mas corto, la actividad catalitica es de un 4%. Agregando
ADN cadena sencilla de!l fago M13mp19 cortado con Hae !ll, o ARNt, vemos
que la actividad de la ribozima alostérica se incrementa hasta 54 y 1.2%
respectivamenie. Sin embargo esta actividad aumenta considerabiemente
hasta 27.3 y 28.7% si cualquiera de estos dos acidos nucléicos no relacionadaos
se mezcla con el efector positivo. Comparando los carriles 14 y 15 con el
12 y 13 , observamos claramente que la activacion de la ribozima alostérica
depende de la presencia del efector positivo. Hasta aqui podemos decir que
la ribozima alostérica funciona especificamente aunque con menor actividad
que la ribozima no alostérica. Es notable la presencia de dos fragmentos
pequenos en lugar de uno de 16. Durante la transcripcion in vitro es comun
obtener productos que son mds pequefos o mas grandes que el
oligoribonucledtido deseado (Milligan et al., 1987) La aparicion de esta
banda extra puede ser la consecuencia de una copurilicacidn del los ARNs
38 y 39, que después del corte resultan en fragmentos de 16 y 17 nucleotidos
de largo.
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FIGURA 15 ELECTROFORESIS EN GELES DE POLIACRILAMIDA PARA ANALIZAR
EL CORTE DEL SUBSTRATO RADIOACTIVO POR LAS RIBOZIMAS "HAMMERHEAD"
NO ALOSTERICA Y ALOSTERICA EN PRESENCIA DE 20 mM DE MgClz. Todas las
reacciones contienen 2 pM de substrato radicactivo y 3 uM de facilitador. La
concentracion inicial de ribozimas control y alostérica es de 1 uM y la de efector es

de 5 pM. Carril 0, ribozima alostérica sin efector positive, Carriles 1y 2, ribozima
control. Carriles 3 y 4, ribozima alostérica con elector positivo. Carriles 5 a 10, ribozima
alostérica con diterentes electores no relacionados. Carril 11, ribozima alostérica y
efector positivo con 4 bases no complementarias. Carril 12, ribozima alosterica y ADN
cadena sencilla del fago M13. Carril 13, ribozima alostérica y ARNt. Carril 14, ribozima
alostérica, ADN cadena sencilla det fago M13 y efector positivo. Carrit 13, ribozima
alostérica, ARNt y elector positivo,
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Las condiciones de reaccidn empleadas en el experimento descrito
antes, si bien muestran una aclividad catalitica de corte de la ribozima na
alosterica comparable con el 71% reportado para Rz, 3 (Hasseloft y Gerlach,
1988) no favorecen a la ribozima alostérica. Esta baja actividad puede
deberse a la formacion de muitimeros entre dos o mas moléculas de ribozima
alostérica abiertas (FIGURA 16). El extremo 5 de una ribozima alostérica
abierta es complementario al extremo 3' de otra molécula similar, por lo
que una posibilidad es que se estructuren multimeros de dos a mas moléculas
abiertas quedando constrefida una de las ribozimas. El resultado de esta
estructuracidon es una menor actividad catalitica de corte de la ribozima
alostérica. Ya que los caliones divalentes como el Mg'* son muy efectivos
estabilizando ia doble hélice de ARN (Pan et al., 1993) cabe ia posibilidad
que durante la reaccion de corte que depende de Mg*', la ribozima alostérica
torme muitimeros no activos. Por lo tanto, analizamos la formacion de
multimeros en presencia de 20 mM de Mg'*, empleando electrofaresis en
geles no desnaturalizantes.

EHPERIMENTOS DE RETARDAMIENTO

La formacion de hibridos entre dos a mas moléculas de ARN se puede
analizar empleando electroforesis en geles no desnaturalizantes de
poliacrilamida. En estos geles se emplea 1 mM de magnesio para mantener
los hibridos durante ia electroforesis. En ausencia de hibridos, la molécula
analizada presenta una migracion caracteristica. Sin embargo la formacidn
de hibridos entre dos moléculas iguales o una diferente se observa como
un retardamiento en la migracion.

En los experimentos que se describen a continuacién se analizan por
un lado, la formaciéon de hibridos entre los "swilches" y su efector positivo
(mondmerg), ademas de la formacion de multimeros entre dos o mas
“switches" abiertos. .

La formacidn de mondmeros y multimeros del SW2 en presencia de 20 mM
de Mg'' la analizamas en la FIGURA 17. El apareamiento entre la ribozima
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FIGURA 16. FORMACION OF DIMERDS. La formacién de dimeros entre dos
switches moleculares abiertos, restringe el dominio de la nibozima
hammerhead de una de las dos moléculas. Esta estructuracion resulta en
una reduccion del numero de ribozimas activo.
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FIGURA 17. FORMACION DE MULTIMEROS ENTRE EL SW2 Y EL EFECTOR
POSITIVO EN PRESENCIA DE 20 mM DE MgCil2. E!l gel de relardamiento
muestra que la ribozima alostérica forma multimeros de mayor peso molecular
cuando se aparea especiticamente con el efector positivo en presencia de 20 mM
de MgClz. E! 52 % de la concentracion de ribozima alostérica inicial, forma una
estructura monomeérica. Carril 1, 0.5 uM de ribozima alostérica. Carril 2, 0.5 pM
de ribozima alostérica en presencia de 2.5 uM de efector positivo. Carril 3 a 5,
0.5 uM de ribozima alostérica en presencia de 2.5 uM de 3 diferentes efectores
neutros (ADN no relacionados), respectivamente.



alostérica y el efeclor positivo (CARRIL 2), ocasiona un cambio
conformacional que tiene como consecuencia una pequena reduccion de la
movilidad electroforética de! SW2 marcado radioctivamente. En presencia
del efector positivo, el 52% de la concentracién inicial de ribozima alostérica
se encuentra en forma de mondmero, el resto se encuentra formando varios
multimeros. Las formas de mayor pesc molecular (trimeros y telrameros),
dependen de la presencia del efector positivo.

Por otro lado, en ausencia del efector positivo, se observa en todos
los carriles, la formacién de una estructura con un pesc molecular mayor
que el monomero. La formacién de esta estructura (que podria ser un
dimero), puede ser una consecuencia del equilibrio dindmico que existe
entre el estado de cerrado y abierto del "switch” molecular en solucién, lo
que permite que una proporcién de moléculas de "switch" se encuentre
abierta y pueden estructurarse en ausencia de efector positivo.

La reduccion en la movilidad eleciroforética del mondmero depends
de la presencia del efector positivo, puesto que no se observa cuando éste
se sustituye por diferentes efectores neutros (CARRILLES 3 a 5).

La concentracién de Mg'* usada para permitir la actividad catalitica
de corte de la ribozima alostérica, favorece la estructuracién de multimeros
pudiendo ser esta la causa de la menor actividad de la ribozima alostérica
comparada con la ribozima no alostérica.

Una de las maneras de contender con estructuras diferentes al
mondmero, es hacer menos estable el tallo de! "switch".

Con esta idea en mente, substituimos un enlace de tipo Watson y
Crick en la posicion 9 (FIGURA 14 PANEL A), de la ribozima alostérica, por
un apareamiento mas debil tipo "wobble". Es a esta molécula a la que
llamamos SW3.

La conformacion del SW3 en presencia de 20 mM de Mg'* la analizamos
usando electroforesis en geles no desnaturalizantes (FIGURA 18). El
apareamiento enire el SW3 y el efector positivo (CARRIL 2) ocasiona un
cambio conformacional que tiene como consecuencia una pequena reduccion
de la movilidad electroforética del SW3. El 81% de la concentracion inicial
de SW3 se encuentra formando una estructura monomeérica. Asi pues, como
consecuencia de la formacion de una doble hélice mas débil en el tallo del
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FIGURA 18. FORMACION DE MULTIMEROS ENTRE EL SW3 Y EL EFECTOR
POSITIVO EN PRESENCIA DE 20 mM de MgClz. EI 80 % de la concentracion
de ribozima alostérica inicial forma na estructura monomeérica. Carril 1, 0.5 uM
de ribozima alostérica. C arr|f2, uM de ribozima alostérica en presenma de
2.5 uM de efeclor positivo. barrrl 3 a5, 05 uM de ribozima alostérica en
presenma de 2.5 UM de 3 diferentes efectores neutros (ADN no relacionados),

respectivamente.



SW3, la concentraciéon de mondomeros es mayor. A menor constriccian, la
actividad de la ribozima presente en el SW3 debe ser mayor comparandoia
con ribozima alostérica. Desafortunadamente, la ribozima "hammerhead"
contenida en el SW3 no tuvo actividad catalitica. La presencia del par
G,/ C;s en la secuencia conservada del "hammerhead” (FIGURA 14, PANEL
B), aparentemente, inhibié su actividad de corte.

Otra manera de contender con la estructuracidn no deseada de la
ribozima alostérica es disminuir [a concentracidn de Mg*'* durante la reaccion
de corle.

Concentraciones de Mg'* de 10 mM se emplean exitosamente para
probar la actividad catalitica de corte de ribozimas tipo "hammerhead”,
por lo tanto cambiamos el "buffer” descrito para la Rz.,3 por uno que
contiene Tris-HClI 50 mM pH 7.5 y Mg'* 10 mM (Hertel et al., 1994).

Los resultados de un experimento de retardamiento similar al descrito
anteriormente pero ahora usando 10 mM de Mg'* se muestran en la FIGURA
19. El apareamiento entre la ribozima alostérica y del efector positivo en
concentraciones crecientes (CARRILES 2 a 5), ocasiona un cambio
conformacional que reduce un poco la movilidad electroforética de la
ribozima alostérica marcada radioctivamente. El 90% de la ribozima
alostérica se encuentra en forma de mondmero. Observamos en este
experimento que basta incrementar la concentracion del efector positivo 5
veces para que el "switch" molecular se abra.

ACTIVIDAD CATALITICA CONMg*' 18 mM

La actividad de la ribozima alostérica se monitored, empleando el
"buffer” con 10 mM de Mg'". Estos resultados se describen en la FIGURA 2,
del ARTICULOC.
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FIGURA 19. Experimento de retardamiento de la ribozima alostérica con

10 mM de MgCl2 Los geles de retardamiento muestiran que el 90 % de la ribozima
alostérica migra como una estructura monomérica cuando se encuentra apareada
especificamente con el efector positivo en presencia de 10 mM de MgCla. Carril 1,
0.5 uM de ribozima alosterica. Carril 2 a 5, 0.5 uM de ribozima alostérica con 0.5,
2.5,5 y 10 uM de efector positivo. La ausencia de dimero en estas condiciones
contrasta con los resultados obtenidos con 20 mM de MgCl2



INMOUILIZACION DE LA RIBOZIMA ALOSTERICA

La inmovilizacién de la ribozima alostérica tiene como objetivo el
evitar la formacién de estructuras diferentes al mondmero, ademas
demostrar que una ribozima alostérica inmovilizada conserva su actividad.

Se inmovilizaron tanto ia ribozima no alostérica como la alostérica
sobre una matriz que tienen grupos amino, mediante fa oxidacion, de sus
grupos 2' y 3' hidroxilo vecinales con meta -periodato de sodio como se
describe en Materiales y Métodos. Al estar fijo uno de los extremos de la
ribozima alostérica, se descarta la posibilidad de que se estructure con
otra molécula abierta (FIGURA 20).

La actividad de las ribozimas control y alostérica inmovilizadas la
analizamos en la FIGURA 2t. Las condiciones para medir la actividad
catalitica de corte de las ribozimas son las mismas descritas en el Articulo
en la seccion "Ribozyme cleavage reactions". EL substrato esta marcado de
la manera descrita en los experimentos anteriores.

En los carriles 1 al 5 mostramos los resultados de la actividad
catalitica de corte de las ribozimas no alostérica y alostérica en solucién:

En e! carril 1, hay ribozima alostérica sin efector positivo, como control
negativo. En el carril 2, la ribozima no alostérica en presencia de magnesio
tiene una actividad de un 22%. En el carril 3 se muestra la actividad de la
ribozima alostérica de la misma preparacién que se empleé en {odos los
experimentos descritos previamente (preparacion A). En los carril 4 y 5 se
muestra la actividad de la ribozima alostérica de la preparacion que
empleamos para inmovilizar (preparacion B), sin y con efector positivo,
respectivamente.

La actividad que presentan las preparaciones Ay B, es de 13 y 14%
respectivamente. Esta comparacion la hacemos ya que se requiere una
cantidad considerable de ARN (alrededor de 50 ug) para inmovilizar por lo
que preparamos mas ribozima alostérica y segun vemos, la actividad de
las preparaciones A y B son comparables entre si.

La actividad de la ribozima no alostérica y alostérica observada en
este experimento comparada con la de otros experimentos, (FIGURA 2 en el
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FIGURA 28. LA RIBOZIMA ALOSTERICA INMOUILIZADA NO FORMA DIMEROS.
1) La ribozima alostérica se encuentra unida por el extremo 3' a una matriz.
2) Se agrega el efector positivo para activar a la ribozima alostérica. 3) Al
estar fijo el extremo 3' de la ribozima alostérica, se descarta la posibilidad
de que se forme un dimero con otra molécula abierta.
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FIGURA 21. ACTIVIDAD DE CORTE DE LAS RIBOZIMAS NO ALOSTERICA Y
ALOSTERICA EN SOLUCION E INMMOVILIZADAS. La actividad de las ribozimas
control y alostérica inmovilizadas en Alfigel-Hidrazida se compara con la actividad
de corte mostrada en solucion. El buffer usado es Tris-HC!l 50 mM pH 7.5, NaCl 50
mM y MgClz 10 mM. La concentracion inicial de substrato es 1 uM. La relacidn

molar entre la ribozima alostérica y el efector positivo es de 1:5. Carril 1 al 5, 0.5

uM de ribozimas en solucion: 1) ribozima alostérica (preparacion A) sin efector
positivo; 2) ribozima no alosterica; 3) ribozima alostérica (preparacion A) con efector
positivo; 4) ribozima alostérica (preparacion B) sin efector positivo; 5) ribozima
alostérica (preparacion B) con elector positive. Carriles 6 al 8, ribozimas
inmovilizadas: 6 ) 0.5 uM de ribozima no alostérica, 7) 0.5 uM de ribozima alostérica
(preparacion B) sin etector positivo; 8) 0.5 uM de ribozima alostérica {preparacion B)
con elector positivo. RnA: ribhozima no alostérica, RA: ribozima alostérica.



Articulo), es menor. La diferencia radica en que e! substrato usado en cada
uno de estos experimentos proviene de una preparacion distinta y aunque
en ambos casos se emplea la misma metodologia, los ARNS que se obtienen
en cada ocasion no se cortan con la misma eficiencia. Este comportamiento
puede ser una consecuencia de la purificacion a partir de geles
desnaturalizantes de poliacrilamida, ya que mediante este procedimiento
el ARN puede adquirir conformaciones no funcionales (Walstrum y Ulhenbeck,
1990).

Del carril 6 al 8 mostramos la actividad de las ribozimas no alostérica
y alostérica inmovilizadas. La actividad de la ribozima no alostérica es de
35% (CARRIL 6). Comparando esta actividad con el 22% de actividad catalitica
de corte de la ribozima no alostérica en solucién (CARRIL 2), la enzima
inmovilizada es aparentemente 35% mas activa. En los carrit 7 y 8 se
muestra la actividad de la ribozima alostérica (preparacion B) sin y con
efector positivo, E! corte del substrato por la ribozima alostérica
inmovilizada es de 11%. Esta actividad es un tanlo menor a la que presenta
la ribozima alostérica no inmovilizada (CARRIL 5).

La actividad catalilica de corte de la ribozima alostérica depende de
dos hibridaciones: la primera entre la ribozima y el efector positivo y la
segunda entre la ribozima estructurada y su substrato. Una baja actividad
de la ribozima inmovilizada puede deberse a una cinética de hibridacion
mas lenta. Por otro lado, es posible que parte del substrato o fragmentos
del mismo después del corte se queden unidos inespecificamenie a la
matriz. Un pegado inespecifico del substrato nos llevaria a una subestimacion
de la actividad catalitica de corle de las ribozimas inmovilizadas.

Lo mas relevante en este experimento es la demostracidon de tener
ribozimas inmovilizadas funcionales. Un manejo adecuado de la medicion
de la actividad dependerd del disefo experimental de futuras aplicaciones
de ribozimas inmovilizadas.



"MULFOLD" COMO HRERRAMIENTR DE PREDICCION

De manera tedrica se analizg la capacidad de reconocimiento del asa
del "switch” por el efector positivo utilizando el programa "MulFold" (Zucker,
1989; Jaeger, et al., 1989).

El programa "MulFold" permite doblar una soia molécula de ARN a Ia
vez. Asi que para analizar la interaccion del "switch" con el efector la
secuencia de cada uno de los "swilches” se unid a la secuencia de su
efector positivo mediante 8 nucledtidos no especificos marcadas como N -
dentro de la secuencia. Cada uno de estos ARN se doblaron en estructuras
con la minima energia (se ejemplifica para el SW1 en la figura 13).

Tambien calculamos la energia minima de la estructura secundaria
del efector positivo para cada uno de los "switches" y del efector imperfecto
para el SW2. La energia minima que presenta el efector antes de hibridar
al "switch”, se debe considerar sumada a la energia minima del "switch”
cerrado, puesto que tanto la estructura del "switch" camo la del efector se
interrumpen en el momento de la hibridacion.

De los resultados de estos doblados podemos sefalar !o siguientes
puntos (TABLA 2): 1). El resultado de la diferencia de! valor de AG del
"swilch" abierto menos la suma de la AG de!l "swilch" cerrado mas la AG
del efector antes de hibridar [A(AG)], nos muestra una estabilidad mayor
que coincide con un mayor numero de estructuras positivas es decir
estructuras secundarias en ias que se encuentra totalmente hibridade el
efector a su regién complementaria en el "switch". 2) Un mayor valor de A
(AG) correlaciona con el mejor funcionamiento de! estado 'abierto' o ‘cerrado’
monitoreado experimentalmente para cada uno de los "switches". La A (AG)
mas estable es la del SW3. El 81% del SW3 se encuentra en forma de
moénomero, comparada con el 52% del SW2 siendo su valor de A (AG) menos
estable. La actividad de la ribozima alostérica en presencia del efector
positivo es de 43% (A (AG) mas estable) contra un 18% en presencia de el
efector imperfecto (A (AG) menos estable). Analizando la A (AG) para el
SW1 podemos esperar que el "switch" se abra en presencia del efector
positivo, puesto que su valor es similar al que presenta el SW2. Ademas el
namero de estructuras positivas es igual al del SW3. L.a medicion de la



A(AG)
SUMA DE LA ABIERTO-

SWITCH SGCERRADO A GEFECTOR 3CGABERTO G CERRADO* 4 GEFECTOR (CERRADO +EFECTOR) No  funcD T
MOLECULAR {kcal/mol) (kcalmol) (8)  (kcal/mol) (1) (xcatmol) ECTOR (kcatmo 2) UNCIONAMENTO
Sw3 -33.7 -7.8 -72.7 -41.5 -31.2 10 St (3)
Sw2 -36.5 -7.8 -72.6 -44.3 -28.5 9 St (4)
sw2/ei5) -36.5 -8.7 -60.7 -45.2 -15.5 7 PARCIAL (6}
SW1 -55.5 -6.9 -89.7 -62.4 -27.3 10 NO (7)

TABLA 3. Valores de AG para el SW1, SW2, SW3 en presencia o en ausencia de efectores.

1.Cada uno de los switches moleculares y su correspondiente molécula efaectora en cis  se doblaron usando el
programa MulFold ( Zuker, 1989; Jaeger, et al., 1989).

2.El numero (No.) de estructuras secundarias que mostraron la hibridacién correcta entre el asa del switch molecular
y el efector.

3. El funcionamiento del SW3 sa presenta en base a experimenics de retardamiento.

4. El funcionamiento de! SW2 se presenta en base experimentos de retardamiento y a ia actividad de corte de ia
ribozima “Hammerhead™ estructurada el abrirse et switch.

5. Se refiere a la interaccién entre el SW2 y el efector imperfecto (El).

6. El funcionamiento de! SW2 en presencia de El se presenta con base en la actividad de conte de la ribozima
“Hammerhead” estructurada el abrirse el switch.

7.El funcionamiento del SW1 se presenta en base a la actividad de la RNasa tli sobre el ARN doble cadena.No se
mudio la actividad de la ribozima.

8. La AG del efector antes de aparear con el SW.



actividad de la ribozima de este "switch” aclarararia si el SW1 funciona
correctamente.

Este no es un estudio sistematico, puesio que no es uno de los
objetivos de este trabajo definir el poder de prediccion del "MuiFold", sin
embargo A (AG) pudiera ser indicativo del funcionamiento de un "switch”
molecuiar. Un estudio mas a fondo dei valor de "MulFold" para predecir la
aclividad de ARNs cataliticos pequefios se reportd recientemente (Denman,
1993).

USO DE MARCADORES FLUBRESCENTES EN ENSAYOS QUE INUOLUCRAN
ACIDOS NUCLEICOS

Uno de los intereses de estudio, en el laboratorio del Dr. Lizardi es la
creacidn de nuevos métodos para diagndstico basados en ensayos de
hibridacién de acidos nucléicos en que la deteccion se lleva a cabo empleando
compuestos fluorescentes. Este concepto puede ser aplicable para medir la
actividad de una ribozima, por o que a continuacién se plantea un esquema
que no se ha implementado pero que definitivamente abre la posibilidad de
emplear marcadores fluorescentes en ensayos que involucren la actividad
de una ribozima alosterica.

La gran mayoria de los ensayos basados en hibridacion de acidos
nucleicos son de tipo heterogéneo, es decir el oligonucledtido detector
esta unido a un soporte insoluble. El material que no hibrida puede ser
lavado exaustivamente de tal forma que soélamente los hibridos entre la
sonda y el blanco son detectados. Por otro lado, en los ensayos de tipo
homogéneo la hibridacién procede en solucion y se caracterizan porque la
sefial detectada inicialmente se ve alterada como una consecuencia de la
hibridacion. Los ensayos homogénecs aunque menos sensibles tienen la
ventaja de no requerir un soporte insoluble, lo que reduce la manipulacion
durante el ensayo y elimina el problema que genera el pegado inespecifico
del detector al soporte (Morrison et al., 1989).

El ensayo con marcadores fluorescentes emplea dos sondas de ADN



FIGURA 22. FORMRATC NO COMPETITIU0O PARA UN ENSRYO HOMOGENED.
Este ensayo emplea dos sondas complementarias a regiones contiguas
al blanco. Una de los sondas complementarias esta marcada con un
compuesto fluorescente (F) que puede ser excitado por absorcion

de luz produciendo fluorescencia. L.a otra sonda esta marcado con un
compuesto (Q) que puede interactuar con F mediante su hibridacién al
blanco, disminuyendo la eficiencia de emision de F o emitiendo luz con
diferente longitud de onda.



complementarias a regiones contiguas del blanco (FIGURA 22). Uno de los
detectores esta marcado con un compuesto fluorescente (F) que puede ser
excitado por absorcion de luz produciendo fluorescencia. La otra sonda
esta marcado con un compuesto (Q) que puede interactuar con F alterando
su emisidén de tuz, resultando en una disminucion de la eficiencia de emisidn
de F. A este fendmeno se le llama "quenching”. La eficiencia del "quenching”
depende de la distancia entre F y Q. En general, en un ensayo los detectores
en solucion se encuentran en baja concentracion y tan alejados uno del
otro que no se encubre la fluorescencia. Sin embargo, cuando 'as sondas
hibridan en regiones contiguas de! blanco las marcas estan lo
suficientemente juntas para interactuar. La disminucion de la sefal
fluorescente es entonces una medida de la hibridacién de la sonda al
blanco (Morrison, 1989).

El ensayo homogéneo descrito por Morrison y colaboradores, es una
alternativa factible para detectar la actividad de la ribozima alostérica
de una manera directa, rapida y sin emplear radioactividad.

DISEND EXPERIMENTAL DE LA MEDICION DE LA ACTIVIDAD DE CORTE
OE LA RIBOZIMA RLOSTERICA MEDIANTE EL USO DE FLUORESCENCIA

Basandonos en un sistema homoégeneo no competitivo, disefiamos un
ensayo para medir la actividad catalitica de corte de la ribozima alostérica
midiendo el cambio en la sefal fluorescente como consecuencia de una
hibridacion entre oligonucledtidos fluorescentes y el substrato de la
ribozima. Este ensayo usa dos sondas contiguas con secuencia
complementaria al substrato de la ribozima. Uno de los oligonucledtidos
contiene en el extremo 3' un dabcilo (Q). El otro oligonucledtido contiene
en el extremo 5' una cumarina (F). La marca F puede ser excitada por la luz
y producir fluorescencia mientras que la marca Q puede interactuar con F
disminuyendo su eliciencia de emisién de luz. Cuando l0s dos oligonucledtidos
hibridan con el substrato los fluordtoros se acercan de tal forma que la
fluorescencia emitida por F se encubre por Q y no hay senal fluorescente.
Como resultado de la actividad catalitica de la ribozima, el substrato se
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FIGURA 23. SECUENCIA PARA LA DETECCION DE LA ACTIVIDAD CATALITICA DE CORTE DE LA RIBOZIMA
EN BASE A UN FORMATO NO COMPETITIVO CON OLIGONUCLEOTIDOS FLUDRESCENTES. 1} Se lleva a cabo
la reaccién de corte de la ribozima . 2} Se afaden los oligonucledtidos fluorescentes. 3) Los oligonucleatidos hibridan
tanto con los fragmentos como con el substrato sin cortar. La fluorescencia detectada es propotcional a la fraccion

de subsltralo cortada.



corta justo en la posicion que separa a F de Q. La senal fluorescente
emitida serd indicativa de la actividad de corte de la ribozima. El ensayo
homogéneo de hibridacidn con marca fluorescente funciona bien en un
intervalo de 10 nM y 1 nM de concentracion de sondas y en relaciones 1:1
de FyQ.

El disefio de los pasos para esta deteccion se muestran en la FIGURA
23. Se lleva a cabo la reaccién de corte enzimatico por ia ribozima de la
manera ya eslablecida. A los 10 ul de la reacciéon de corte se le agrega
EDTA para quelar el Mg'' y asi evitar que fragmentos del substrato o
substrato sin cortar queden unidos a la ribozima. La hibridacién no
competitiva se haria de forma similar a como lo describe Morrison para un
ensayo competitivo(1989), utilizando los oligonucledtidos F y Q en relacién
de 1.1 con respecto al substrato, desnaturalizando las muestras a 85 °C
durante un minuto y permiliendo enfriar hasta ia temperatura de hibridacion
y tranferir a una placa tipo ELISA. En ausencia de corte los oligonucledtido
marcados hibridan al substrato, adyacentes uno al otro, bloqueandose, asi,
la sefal fluorescente. Si el substrato se cortd, la sefnal fluorescente
detectada dependera de la hibridacidn entre el fragmento 5' del substrato
y oligonucledtido marcado con la fluoresceina y sera representaliva de la
actividad catalitica de corte de !a ribozima. La concentracién de fluordioro
empleado en este ensayo, tedricamente permite su deteccidon utilizando un
espectrofluorimetro para leer una placa con formato tipo ELISA. Ei tiempo
que consumiria este ensayo después de la reacion de corte podria ser de
aproximadamente 1 hora. Uno de los posibles problemas de este ensayo
seria un efecto de "quenching” debido a una alta concentracioén de fluorédforos
en solucidn en ausencia de muestra. En este caso la reaccion de corte, se
puede diluir hasta una concentracion que use menos oligonucledtidos
marcados sin salirse del intervalo de detecciéon minima del
espectrofiuorimetro.
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DISCUSION

La facilidad que tiene el ARN de aparearse consigo mismo o con
moléculas de ADN nos permitié crear una ribozima alostérica. Hasta el
momento ninguna ribozima alostérica se habia descrito en la literatura.

El diseno de la ribozima alosterica esta basado en una estructura de
ARN denominada “switch" molecuiar, que cambia de conformacidn al hibridar
con una molécula de ADN con secuencia complementaria.

lLa region catalitica de una ribozima tipo "hammerhead”, forma parte
del "switch" molecular de tal forma que no se permite su estructuracion.
Cuando el "switch" molecular forma un duplex con un palinucledtido con
secuencia complementaria al que llamamos efector positivo, sufre un cambio
conformacional que libera a la ribozima "hammerhead" de su constrefimiento.

Este es un sistema basado en el disenfo de apareamientos especificos
entre una molécula de ARN y un oligodesoxinucledtido, que lienen la gran
ventaja de permitir cambiar por un lado, la secuencia de la region
complementaria con el efector positivo, y por el otro, la secuencia de la
ribozima.

Para llegar a una ribozima alostérica funcional se requirid del disefio
de tres “"switches" malecuiares en los cuales se modificaron los tamafnos vy
las secuencias tanto del asa como del tallo. Para el disefio de estos
"switches" nos apoyamos en el programa de doblado del ARN "MuliFold".

Estudios para determinar la hibridacion entre ADN antisentido y un
blanco de ARN, indican que a mayor estructuracion menor es la afinidad del
oligonucledtido antisentido por su blanco (Lima et al.. 1992). Este concepto
se puede aplicar al diseno de "switchas” moleculares, de tal forma que una
nula o minima estructuracion en el asa del "switch” molecular es deseable
para gue la hibridacidn entre el efector positivo y el "switch® molecular
sea eficiente. De los tres “swilches" moleculares analizados, el asa del
SW1 presenta mayor estructuracion que el SW2 y el SW3. Sin embargo, en
base a las AG de ias estructuras con la minima energia, de los "switches"
abiertos, ("switch" molecular més efector), la estructura formada entre o



SW1 y su efector es mas estable que las correspondientes estructuras
para el SW2 y el SW3. Por otro lado, el valor arbitrario de A{AG), nos
muestra una estabilidad mayor que coincide con un mayor numero de
estructuras positivas. A mayor numero de estructuras positivas y un valor
de A(AG) mas estable, el funcionamiento de los switches es mejor. Los
valores de A(AG) para el SW1 indican la posibili‘dad de que el "switch" se
abra. Los datos experimentales muestiran que si hay un retardamiento del
SW1 en presencia de su efector, sin embargo, esta estructura es substrato
de la RNasa lll, por lo que es probable que el tallo no se encuentre totalmente
separado. Sin embargo, el experimento con RNasa il no es definitivo.
Midiendo la actividad de la ribozima de este "switch" se definiria si el
SW1 esta totalmente abierto, por lo tanto la digestidn con RNasa il no
debe emplearse como unico crilerio para definir la conformacion de un
"switch" molecular. ‘

Asi pues, el valor A(AG) puede ser usado como un indicador del
funcionamiento correcto de un “"switch" molecular. El programa "MuiFold"
no es predictivo, pero si nos proporciona informacion Gtil para el disefio de
ribozimas alostéricas activas.

La baja actividad de la ribozima alostérica en presencia de 20 mM de
Mg'‘, bien podria deberse a la formacion de estructuras no monomericas
inactivas. El uso de apareamientos tipo "wobble”, secuencias ricas en A y U
0 mas cortas, deben considerarse para el disefio de tallos menos estables
que faciliten el cambio conformacional del "switch" en presencia de!l efector
de manera especifica. En el caso de este trabajo, el cambio de un par G/C
en el SW2 por un par G/U en el SW3, incrementd la presencia de estructuras
monoméricas de un 52% hasta un 80 %. La estabilizacion de estructuras
secundarias de ARN se favorece con la presencia de cationes divalentes.
Una menor concentracion de Mg'* en la reaccion de corte resultd en una
mayor actividad de la ribozima alostérica, probablemente debido a la
disminucién de estructuras inactivas. Sin embargo, en el caso particular
de la ribozima Rz.,,3, parece ser menos activa en presencia de 10 mM de
Mg'*. El uso de Mn'' u otros cationes divalentes, en lugar de Mg'*, podria
incrementar la actividad de la ribozima alostérica ya sea con base en una
menor formacién de estructuras inactivas o mejorando la actividad del
motive "hammerhead” per se

La diferencia en ta actividad de corte de un experimento a otro



empleando las mismas preparaciones de ribozimas, radica en el uso de
preparaciones de substrato diferentes. Para contender con este problema
el substrato obtenido por transcripcion y purificacion en geles
desnaturalizantes de poliacrilamida, se ha substituido por practicamente
la misma molécula obtenida por sintesis quimica. Este substrato sin purificar
no se cortd, por lo que se puritico por HPLC, geles desnaturalizantes de
poliacritamida e intercambio ionico. Sclo en el caso de intercambio iGnico
y en una ocasién se obtuvo un susbtrato que pudo ser cortado por la
ribozima. EI ARN sintético probablemente estd contaminado con un
componente quimico que inhibe la reaccién y los metodos de purificacion
empleados no lo separaron del substrato.

Una aplicacion practica de un ARN obtenido por sintesis quimica
puede ser el uso de un substrato para una ribozima que incluya un fluordforo
y su par que interrumpa la senal fluorescente, flanquendo el sitio de corte
lo cual facilitaria la medicién de la actividad, ya que la sedal fluorescente
apareceria como un efeclo directo de la actividad de corte en un ensayo de
tipo competitivo (Morrison et al. 1989).

La posibilidad de inmovilizar ribczimas y que éstas conserven su
actividad, abre la posibilidad de usarlas en un sistema de diagndéstico en el
cual la ribozima alostérica se encuentre inmavilizada. La idea general es
que la ribozima alostérica sea activada por un blanco especifico presente
en una muestra bioldgica. Para este tipo de ensayo se puede emplear una
ribozima alostérica quimera de ADN/ARN, ya que son resistentes a la
degradacion por nucleasas (Yang et al. 1990). Para detectar la senal se
puede usar un substrato, que también puede ser una quimera de ARN/ADN,
con marcadores fluorescentes. Dado que la ribozima alostérica es un sistama
versatil, el motivo catalitico se podria substituir por una ribozima obtenida
por seleccidn in vitro capaz de catalizar la formacion de un compuesto
colorido o fluorescente.

La utilidad de la ribozima alostérica se puede extender practicamente
a todos los usos que actualmente tienen las ribozimas. Como ejemplo se
puede mencionar 1a inactivacion de mensajeros en sistemas in vivo. Una de
las estrategias mas prometedora implica la sintesis in vitro de ribozimas
quimeras de ARN y ADN para ser posteriormente iptroducidas en las células.
Estas ribozimas pueden cortar un blanco de ARN mediante el dominio ARN
de la ribozima, ademas de que los hibridos ARN/ADN formadaos entre el



blanco y Ia ribozima, son substrato para la ARNasa H. El uso de una ribozima
hibrida se estudia actualmente para el tratamiento de leucemia mieldgena
cronica (Rossi, 1994). La otra estrategia, es crear un gen que codifique
para una ribozima, el cual se introduce a las células y es la misma ceélula
la que sintetiza a la ribozima (Rossi y Sarver, 1990a y 1990b; Cotten,
1990; Edgington, 1992). En vista de que la ribozima alostérica se activa
especificamente en presencia de ADN y ARN ajenos, es posible que una
ribozima alostérica corte un ARN substrato en un medio intracelular
complejo, como respuesia a la presencia de una molécula efectora espacifica.

Una ribozima aldterica seria de utilidad in vivo para estudiar la
expresidon genética a nivel celular. Por ejemplo, se infiere que el producto
del gene c-fos estd implicado en muchos procesos celulares dentro de los
que se incluye la sintesis de ADN, la transduccion de senales y la resistencia
a agentes antineoplasicos (Kashani-Sabet, et al., 1991). La destruccion del
ARNm de cualquiera de los genes implicados en algunas de esas vias como
consecuencia de la actividad de una ribozima alostérica aclivada por el
ARNm de c-fos, podria aportar mas informacién acerca de la modulacién
genética de las vias metabdlicas relacionadas con c-fos. Una ribozima
alostérica también puede ser util para el estudio de la expresidn diferencial
de familias de genes. Tal es el caso de la glutamino sintetasa de frijol.
Esta enzima esta codificada en el nucleo, por cuatro genes muy relacionados
denominados glna, ginp glny presentes en el citosol y gind que se encuentra
en citosol como un polpéptlido precursor que posteriormente se localiza en
cloroplastos (Cullimore y Bennet, 1992). Para estudiar si la expresion del
gen glndesta relacionado con la folosintesis, se puede emplear una ribozima
alosterica activada por un ARNm expresado durante fotosintesis como el
ARNm de la subunidad pequefia de la ribulosa bifosfatocarboxilasa (Rubisco),
también presente en citosol. La destruccion dei ARNm de glind como
consecuencia de la actividad de una ribozima alosterica activada por el
ARNm de !a subunidad pequeia de Rubisco, podria aportar mas informacion
acerca de la regulacion de esta familia de genes. Cualquiera de las estrategias
que actualmente se utilizan para el uso de ribozimas in vivo puede aplicarse
para la ribozima alostérica.

Por el momento la activacién de ia ribozima alostérica esta limitada
a su unién a un acido nucléico. Sin embargo, con la metodologia de seleccion
in vitro, se puede ampliar la variedad de efectores positivos. Hasta el



momento, se han desarollado varios experimentos para seleccionar acidos
nucléicos que se unen a ligandos y los resultados indican que hay pocas
limitaciones en cuanto a lo que un &cido nucléico puede reconocer. A estos
acidos nucléicos se les conoce como aptameros. Dentro de los aptameros
mdas estudiados estan algunos ARN seleccionados para reconocer
especificamente colorantes organicos, esto es un ARN que se une a un
colorante y que no puede unirse a otro aun siendo su estructura similar
(Ellington y Szostack 1990). Un ARN también puede unir D-triptofano
especificamente de entre una mezcla de D- y L-riptofano (Famulok vy
Szostack, 1992). También se han podido selecionar ARN que pueden formar
estructura de triple hélice al unirse a un ADN doble cadena (Pei et al,
1991). Extrapolando la metodologia de seleccién in vitro a la ribozima
alostérica, las posibilidades de seleccionar una ribozima alostérica que
presente una superficie que interactue especificamente con un compuesto
dado, es factible. Esto es, si partimos de una biblioteca de ARN en la cual
la regidn que reconoce el efector es una secuencia aleatoria se podria
seleccionar una ribozima alostérica que se activa como consecuencia de su
unién a un aminodcido, a ligandos especificos 0 a ADN doble cadena.

Los "switches" moleculares tienen un tamano moderado por lo tanto
una ribozima pequefa, resulta mas adecuada para el disefio de una ribozima
alostérica. Esto podria ser una limitante si se piensa en ribozimas de
mayor tamafo. Actualmente los ARNs con actividad catalitica novedosa 0
los aptameros son moléculas de alrededor de 200 bases de largo, sin
embargo, e! sitio de unién a un ligando o el sitio catalitico parece estar
limitado a unas cuantas bases. La regién critica para el reconocimenio de
colorantes organicos es de 20 a 30 bases (Elington y Szostack 1980). El
aptamero minimo que reconoce ATP comprende una estructura de 35
nucledtidos (Lorsch y Szostack 1994). En el caso del ARN con actividad de
isomerasa (Prudent et al. 1994) 25 nucledlidos parecen importantes en la
estructuracion y en la catélisis. Este es un campo de investigacion muy
novedoso y productivo y cabe la posibilidad de tener en un futuro cercano
una variedad de ribozimas pequenas. La ribozima alostérica es un sistema
basado en el disefic de apareamientos especificos de un ARN y por lo
mismo, tiene la gran ventaja de permitir cambiar la secuencia de la regidn
catalitica, lo que permitirda en un futuro ei' disefio de nuevas ribozimas
alostéricas.
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