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RESUMEN 

Una descripción simplista de una ribozima alostérica es la siguiente: 

las enzimas alostéricas tienen un sitio diferente al sitio catalítico que 

puede unir de manera reversible una molécula moduladora o elector positivo. 

El elector positivo se une a la proteína y modifica la estructura permitiendo 

la actividad enzimática. 

En este trabajo diseñamos y demostramos el funcionamiento de una 

molécula de ARN que contiene una ribozima tipo "hammerhead" bajo control 

alostérico. Esto es una ribozima que en su estado inactivo no tiene actividad 

catalítica. La formación del estado activo es mediada por una interacción 

específica de la molécula alostérica con un oligonucleótido o efector positivo 

que es complementario a una región cadena sencilla de la molécula alostérica. 

Hasta el momento ninguna ribozima alostérica se ha descrito en la 

literatura. 

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 catalítica en ausencia de 

proteínas. La ribozima "hammerhead" usada en el diseño de la ribozima 

alostérica es la Rzcm3 descrita previamente (Hasseloff and Gerlach, 1988). 

El substrato empleado es un ARN de 38 nucleótidos que comprende el sitio 

de corte de Rze,10.3. 

El "switch" molecular es una molécula de ARN que tienen básicamente 

dos características: 1) su estructura secundaria forma un asa y un tallo, y 

2) la región cadena sencilla del "switch" puede formar un duplex con una 

molécula de ADN, llamado efector positivo. La doble hélice formada entre 

el elector y el asa es más resistente a la torsión forzando asi a la 

separación del tallo que es más corto y relativamente menos estable, de 

tal modo que la apertura del "switch" puede potenciarse en presencia del 

elector. 



La ribozima alostérica es un "switch" molecular en el cual el motivo 

"hammerhead"RzcAT3,  forma parte del tallo del "switch". Si el "switch" 

molecular está cerrado la estructura secundaria del "hammerhead" se 

interrumpe y no hay actividad. El "switch" se abre en presencia del elector 

positivo y la ribozima corta especificamente. Otros ARNs o ADNs con 

secuencia no relacionada no funcionan como efectores alostéricos positivos. 

La actividad catalítica de corte de la ribozima alostérica, también 

se manifiesta cuando se encuentra inmovilizada sobre un soporte sólido. 

Con este trabajo se demuestra la posibilidad de crear ribozimas que 

se activan específicamente en respuesta a un evento de reconocimiento de 

una molécula diseñada artificialmente. Estas enzimas en solución e 

inmovilizadas pueden tener aplicaciones prácticas. 
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INTRODUCCION 

LOS RRNs CIITALITICOS O RIBOZIMOS 

Una ribozima es un ARN que tiene actividad catalítica. Esta es una 

definición limitada y que básicamente agrupa a los ARNs que tienen actividad 

catalítica en presencia de cationes divalentes como el magnesio que favorece 

la estructuración del ARN, o la espermina que puede substituir a las 

proteínas celulares. Bajo este criterio los ARN catalíticos 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 tamaño son consideradas ribozimas pequeñas, 

5. los intrones del grupo I, 

6. los intrones del grupo 2, 

7. el componente ARN de la ribonucleasa P, 

a estos tres últimos grupos se les considera las ribozimas grandes (Cech, 

1993). 

Además de la diferencia de tamaño entre estos dos grupos hay dos 

características más que las distinguen: primero, las ribozimas grandes 

pueden mantener su estructura, mientras que las ribozimas pequeñas solo 

se estructuran en presencia de su substrato, y segundo, las ribozimas 

grandes cortan el ARN dando como resultado un 31-hidroxilo terminal que 

las distingue de las ribozimas pequeñas que cortan el ARN resultando un 

extremo 21,3'-fosfato cíclico. 

Los ARNs con actividad catalítica, son de gran interés puesto que su 

descubrimiento apoya la posibilidad de un mundo primitivo basado 

únicamente en ARN y conforme más se conoce de ellos más se abre la 

posibilidad de usarlos exitosamente como agentes terapéuticos antivirales 

en humanos, animales y en plantas y corno una herramienta para inhibir 

selectívamente la expresión de genes a nivel celular. 
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FIGURA 1. ARNs CATALITICOS. 



LAS RIBOZIMIIS PEQUEñAS 

Las ribozimas pequeñas comparten la característica de cortar ARN 

en un sitio especifico corno resultado del ataque de un grupo 2-hidroxilo 

vecino. Este corte genera un fragmento con un extremo 2',3'-fosfato cíclico 

y un extremo 5'-hidroxilo. Estas reacciones son parte del mecanismo de 

replicación de ARNs patógenos. A continuación se describen generalidades 

de los miembros de este grupo. 

LA RIBOZIMA "1-111MMERHEFID" 

La observación de que algunas moléculas de ARN tienen la capacidad 

de cortarse rápidamente 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 este corte resulta un enlace 2',3'-fosfato 

cíclico y un extremo 5'-hidroxilo. Esta reacción la describieron inicialmente 

Bruening y colaboradores (Prody, et al., 1986) quienes observaron que 

dímeros de ARN del satélite del virus "ringspot" de tabaco (satellite ringspot 

virus, sTobRV) se cortan espontáneamente en monómeros de ARN con idéntico 

largo (359 nucleótidos) y secuencia. La transcripción in vitro con SP6 ARN 

polimerasa de donas 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 proteínas accesorias. La reacción es reversible 

puesto que incubando en condiciones favorables los fragmentos 2',3'-fosfato 

cíclico y 5'-hidroxilo se ligan formando un dímero (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 

M„ 1982) (FIGURA 2). La cadena (+) del ARN se replica dando lugar a la 

cadena (-) concatenada. El monómero se obtiene como resultado de una 

autoruptura catalítica. Este mecanismo de autoescisión se ha observado in 

vitro en otros 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 Gail, 1978). La reacción requiere pH 

de neutro a básico y un catión divalente que generalmente es Mg" pero 

también funciona con Mn" 

Cuando se compararon las secuencias del ARN de sTobRV, del ARN 

genómico del viroide "sunblotch" del aguacate (avocado sunblotch viroid, 

ASBV), del virus de la lucerna (lucerne transient streak virus, LSTV) y de 



o CADENA 
MAS 

0111~~1~10111 

1 
2 

CADENA 
MENOS 

INIVIII~11•11~111 

ROLLING CIRCLE 

FIGURA 2. MODELO DE REPLICACION DE ORN CIRCULAR DE UIROIDES, 
UIROSOIDES Y MILITES DE HAN. 1) La cadena circular (+) se copia 
par -ormar una cadena (-) concatenada, 2) que se corta para producir 
el monómero. 3) El monómeru se liga por la ARN ligasa del huesped. 
4) La cadena circular (-) se copia por la ARN polimerasa del huesped, 
para producir la cadena (+). 5) La cadena (+) se corta para producir 
monómeros circulares. 



otros ARNs patógenos de plantas se encontró una estructura secundaria 

común que se forma en la vecindad del sitio de corte. Esta estructura 

conforma el "hammerhead" y consta de un sitio de corte, tres hélices de 

secuencia variable que rodean al sitio de corte y una región central con 

secuencia conservada (FIGURA 3). Usando ARNs truncados se demostró que 

el motivo "hammerhead" es suficiente para cortar en presencia de Mg" 

(Busayan et al., 1986b). 

La estructura y función de los motivos de ARN autocatalítico se han 

analizado separándolos en dos moléculas de ARN. Estos dos fragmentos de 

ARN bajo las condiciones apropiadas de reacción se asocian y el corte 

ocurre. La region del ARN que contiene el enlace fosfodiester que se corta, 

se le llama substrato. A la región de ARN que no cambia durante la reacción 

se le llama ribozima. 

El distinguir la región catalítica del substrato convirtió una reacción 

intramolecular en una reacción intermolecular de uso extensivo que puede 

actuar en ciclos múltiples de asociación y disociación entre el substrato y 

la región catalítica. 

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 básicamente. Sin embargo 

no hay corte después de GUG. Se observa menor actividad con CUC y aún 

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 región y la base 

A25 del "hammerhead" (TABLA 1 panel A). Además, nueve bases cadena 

sencilla con secuencia conservada en la parte central del "hammerhead" 

son indispensables para la actividad (C3, U4, G5, A6, G8, A9, G22, A23, y 

A25) (TABLA 1) (Ruffner et al., 1990; Heidenreich et al., 1994; Paollela et 

al., 1992). 

Una vez definido cuales ribonucleótidos deben permanecer sin cambios, 

varios grupos han analizado el efecto en la actividad y la resistencia a 

nucleasas de ribozimas y substratos con ribonucleótidos modificados (TABLA 

1). El uso de ribonucleótidos modificados, en general ha corroborado los 

resultados obtenidos con mutaciones. Las substituciones en ribonucleótidos 

que no están directamente involucrados en el corte no solo aumentan la 

resistencia a la degradación por ARNasas, sino también su actividad 

(Goodchild, 1992; Heidenreich, et al., 1994; Grasbí et al., 1993). 

Las construciones de quimeras de ribozima, es decir parte ADN y 

• 



FIGURO 3. MODELO PRIIR EL DISEñO DE RIBOZIMRS TIPO "HOMMERHEFID". 
Se muestran los tres dominios estructurales que componen una ribozima: 
A) Secuencia conservada adyacente al sitio de corte, siendo N= A, C ó U. 
B) Secuencia conservada que conforma a la ribozima. 
C) Secuencias apareadas entre la ribozima y el substrato 
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141131.9 1. Efecto de mutaciones y uso de ribonucleólidos substituidos en la actiuidad del 
"bammerbead* En esta tabla se resume la información de varios estudios. Las substituciones de 
nucleótidos con supraíndices 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). c y e) Ribonucleótidos con 
substituciones que mejoran la actividad y la resistencia a la degradación por nucteasas (Nokia, et al, 

1992). d) Bases probablemente relacionadas con la unión de Mg++(Heidenreich, et al., 1994). f y g) 
Con respecto a la ribozima sin modificar. SFB: Suero bovino fetal; CC: Cultivo celular. 



parte ARN es otro de los enfoques explorados para obtener resistencia a 

nucleasas. Grupos 2'-OH en la región U4-G8 y un grupo 21 -hidroxilo adyacente 

al sitio de corte no pueden ser substituidos por ADN (Yang et al., 1990). 
Mediciones de parámetros cinéticos en presencia de varios cationes 
divalentes revelan que (Sawata et al., 1993): 1) si los brazos de la ribozima 

son ADN se incrementa la actividad de la reacción química del corte en 
presencia de varios cationes divalentes siendo más activa en la presencia 
de Mn", 2) la interacción 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 más favorable de los grupos críticos 

involucrados en la catálisis. 
En cuanto a lo que al substrato se refiere, una substitución 2'-0-rnetil-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 aún más de solo la C como ribonucleótido 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 reacción en la que participan dos fragmentos, al menos requiere 

de tres pasos: 1) unión de la ribozima y el substrato, 2) ruptura química y 

3) liberación de los productos cortados. En estos tres pasos está involucrada 
la formación de una hélice doble estándar de ARN. Mediciones de la velocidad 
de disociación del substrato, indican que el largo de las dos hélices que 

forman el complejo intermolecular afectan en gran medida la velocidad 

general de la reacción. En una reacción de recambio múltiple, a 

concentraciones de saturación del substrato, si las hélices son cortas, la 
reacción química de corte se vuelve el paso limitante. Las regiones ricas 

en A y U son más eficientes (Fedor et al., 1993) y el largo óptimo va de 11 

a 15 bases en total (Herchslag, 1991). 

Conforme las hélices se hacen más largas la liberación del producto 
es más lenta. Existe un tamaño específico y crítico en el que la liberación 
del producto es más lenta que la reacción química, in vitro. En este caso la 
liberación del producto se convierte en el paso limitante (Herchsalag, 

1991). Cuando la secuencia de reconocimiento entre el substrato y la 

ribozima se extiende más allá del límite funcional no solo disminuye la 

velocidad de recambio sino que pueden tolerarse bases no complementarias, 

perdiendose especificidad. Sin embargo, la presencia de proteínas corno la 

proteína p7 de la nucleocápside de VIH (p7 NC) (Tsuchihashi et al., 1993)o 

la proteína Al de la partícula ribonucleoprotéica heterogenea nuclear (HNRP 

Al) (Rossi, 1994), pueden mejorar la eficiencia catalítica 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 complementarios. La 

p7 NC tiene la capacidad de unirse a ADN de cadena sencilla más fuertemente 

que a una cadena doble y además tiene la habilidad de acelerar la asociación 

y disociación de oligonucleótidos. Asi que el mejoramiento de la actividad 

catalítica 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 catalítica de corte de la 

ribozima es el empleo de 'facilitadores'. Los facilitadores son 

oligonucleótidos que se pueden unir al substrato de manera contigua al 

extremo 3' de la ribozima. La combinación de facilitadores y ribonucleótidos 

2'-O-metilados en la región 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 explicación del porqué de este aumento 

en la actividad es la siguiente: el apareamiento entre el facilitador y el 

substrato favorecen la unión de la ribozima en el sitio correcto en el 

substrato, incrementando la velocidad de asociación entre la ribozima y el 

substrato, sin aumentar la velocidad de disociación. Otra alternativa es 

que el facilitador puede afectar la conformación del substrato inhibiendo 

las interacciones que no permiten el corte, interacciones que pueden ser 

de tipo secundario y terciario no específicas entre dos moléculas de substrato 

o el substrato con la ribozima (Goodchild, 1992) 

La ruptura del enlace fosfodiester es una característica que comparten 

las ribozimas naturales. El corte químico no catalítico del enlace 

fosfodiester debido a un ataque nucleofílico débil como el del hidroxilo de 

la ribosa o el agua, es menor a 10-7  min -1  (Ulhenbeck, 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 ácido que protone el 

grupo saliente. Un complejo entre el catión divalente y los hidroxilos del 

medio básico pueden conformar el nucléofilo atacante. La posición del 

nucléofilo atacante con respecto al fosfato y la estabilización del estado 

de transición, contribuyen al aumento de la velocidad y se piensa que se 

crea un microambiente que favorece la protonación. Como resultado del 

corte se obtiene un enlace fosfato cíclico entre las posiciones 2' y 3' y un 

extremo 5' hidroxilo (Pan, et al., 1993)(FIGURA 4). 

Los cationes divalentes que están involucrados en la reacción de 

corte no solo favorecen el doblado de la estructura del "hammerhead", sino 

también participan en el corte del substrato, ya que cuando el Mg" se 

substituye por cationes de tamaño similar o por espermidina que favorece 
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la estructuración del ARN, si se conforma la ribozima pero no se observa 

el corte. Este mismo efecto se observa en presencia de NaCi 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 participación de un catión 

divatente en el mecanismo de corte emplea un "hammerhead" que tiene un 

fosforotioato en el sitio de corte. Cuando un grupo oxígeno pro-Rp se 

remplaza por un azufre, el "hammerhead" no corta en 10 mM de MgCI, sin 

embargo si tiene actividad con 10 mM de MnCl2. Esto es posible ya que el 

Mn" es más tiofílico que el Mg" (Jaffe y Cohn, 1979). Este cambio en 

especificidad por el metal divalente es consistente con la coordinación del 

ion metálico hacia el pro-oxígeno en el sitio de corte. 

La actividad catalítica de corte de la ribozima "hammerhead" depende 

del pH. Datos experimentales indican que la velocidad de la reacción se 

incrementa conforme aumenta el pH de 5.5 a 8.5. Esta es una característica 

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 concentración de ión hidroxido no es 

el paso limitante de la reacción puesto que cuando se incrementa hasta 

100 veces, esto es entre pH 7 y pH 9, la velocidad de reaccción aumenta 

sótamente 4 veces (Hassetoff y Gerlach, 1988). 

De manera, general podemos decir que las ribozimas "hammerhead" 

son ARNs de alrededor de 39 nucleótidos incluyendo la región flanqueadora 

del "hammerhead". Pueden ser diseñadas para cortar específicamente 

cualquier substrato potencial. De estos 39 nucleótidos solamente nueve 

son indispensables como ribonucleótidos, siendo posible substituir el resto 

ya sea por desoxinucleótidos o por ribonucleótidos modificados. Ambos 

tipos de substituciones confieren mayor actividad y protección contra 

nucleasas ampliandose asi su rango de utilidad. 

LA RIBOZNI11-1111RPIN" 

El dominio catalítico llamado "hairpin" es parte de la secuencia de la 

cadena negativa del ARN satélite del virus "ringspot" (sTobRV) (Hampel et 

al., 1990). El complejo catalítico está compuesto de 50 nucleótidos 

correspondientes a la región catalítica y 14 nucleótidos que comprenden el 



substrato que juntos se doblan en una estructura tipo "hairpin". La región 

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 hélices tres y cuatro conforman el "hairpin". Este modelo se 

ha probado mediante experimentos de mutagénesis (Anderson et al., 1994). 

La secuencia requerida para fa formación de las hélices 1 y 2 entre el 

"hairpin" y el substrato se presentan en la FIGURA 5. Tres nucleótidos de 

esta región adyacentes al sitio de corte (GUC) no pueden ser cambiados. La 

actividad catalítica se conserva cuando las bases de estas hélices se 

cambian pero se conservan apareadas, de tal manera que se pueden diseñar 

ribozimas "hairpin" para catalizar el corte de ARN heterólogo. Las hélices 

3 y 4 requieren cuatro y tres nucleótidos respectivamente, sin embargo la 

hélice 4 puede extenderse sin que se pierda la actividad. La ribozima 

"hairpin" presenta una actividad óptima 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 kilobases. Fragmentos de este ARN circular poseen actividad 

autocatalítica de corte. El tamaño mínimo activo es de 84 nucleótidos 

(Perrota y Been, 1990). 

Este ARN tiene la habilidad de autocortarse completamente en 15 

minutos o menos, a 37 °C empleando requerimientos menores de Mg" que 

las otras ribozimas. El autocorte requiere de 500 tIM de Mg" o Ca". En 

presencia de EDTA la actividad se inhibe, implicando que el Mg" se requiere 

para la actividad catalítica. La ribozima delta es activa en un rango de pH 

que va de 5 a 9.1 (Wu et al., 1989), 

La actividad catalítica de la ribozima delta aumenta en presencia de 

50% de formamida (Rosenstein y Been, 1990). 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 

más activa. Una deleción 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 más de una estructura activa (Gottlieb, 1994). 
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LA 111130ZIMIA DE LA MITOCONDRIR DE NEUROSPORR 

El genoma de la mitocondria de Neurospora codifica un ARN denominado 

VSRNA de aproximadamente 881 nucleótidos de cadena sencilla. El VSRNA 

sintetizado in vitro tiene actividad autocatalítica de corte que genera un 

fragmento con un extremo 21 ,3'-fosfato cíclico y un extremo 5'-hidroxilo. 

Esta reacción puede estar involucrada en el proceso natural de formación 

de multímeros de VSRNA in vivo. El VSRNA no tiene estructuras similares 

al "hammerhead" o a cualquier otro ARN autocatalítico conocido, lo que 

sugiere que la estructura de ARN involucrada en este corte es novedosa 

(Saville y Collins, 1990). 

LAS R1BOZIMRS GRANDES 

Los genes de organismos eucariotes, particularmente, más no 

exclusivamente, tienen sus regiónes codificadoras o exones, interrumpidas 

por regiones no codificadoras o intrones. Ei ARN transcrito de estos genes 

contiene los intrones, los cuales se remueven por un proceso de edición 

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 I y los intrones del grupo 

II, se autocortan. 

LOS 1NTRONES DE GRUPO 1 

Los intrones de grupo 1 (250 o más nucleótidos) pueden ser reconocidos 

en base a su estructura secundaria la cual presenta una región central 

corren que se conforma en base a varias regiones apareadas. Los nucleótidos 

conservados siempre se encuentran en la misma posición. El sitio 5' del 

corte del exón se aparea con lo que se denomina la secuencia guía interna 

en el intrón (IGS). En algunos casos también el sitio de corte 3' del exón se 

encuentra apareado a la secuencia guía lo. que acerca a los extremos de los 

exones facilitando su ligación. La otra característica que los distingue es 

el mecanismo de "splicing" (FIGURA 6): el corte se lleva a cabo mediante 

dos reaciones de esterificación que emplean a una guanosina como el grupo 

atacante (nucléofilo) para el primer paso. Luego el extremo 3'-OH del exón 

5' ataca el fosfato del extremo 3' del intrón, separando al intrón del exón 
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3'. Más de una docena de intrones del grupo 1 son autocatalíticos in vitro, 

lo que quiere decir que pueden cortar y ligar específicamente en ausencia 

de proteínas. Actualmente se conocen alrededor de un ciento de otras 

secuencias homólogas (Ulhenbeck, 1991; Cech, 1993). 

En algunos casos de "splicing" in vivo de intrones del grupo 1, se 

requiere de proteínas, corno madurasas para el pre-ARNm del citocromo b 

de mitocondria de levadura, y la tirosil-ARNt sintetasa de N. crassa . Estas 

proteínas se unen directamente al sitio catalítico del intrón llevandose 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 unión de la 

guanosina. Este sistema muestra que las proteínas pueden facilitar una 

reacción catalizada por ARN. Encontramos intrónes del grupo 1 en genes de 

ARNm, ARNr y ARNt, en mitocondrias, cloroplastos y núcleos de muchas 

especies eucariotas pero no en vertebrados. También se encuentra presente 

en el bacterifago T4 y en eubacterias (Cech, 1993), 

LOS INTRONES DEL GRUPO 11 

Los intrones del grupo II también se clasifican en base a su estructura 

secundaria que consta de seis hélices que se encuentran unidas a una 

región circular central. Algunos de ellos continen marcos abiertos de lectura 

que codifican para una proteína similar a una transcriptasa reversa. 

Aunque se conocen cerca de 70 intrones del grupo Ii, solamente 

algunos de ellos funcionan in vitro , demostrando que el ARN estructurado 

puede llevar a cabo el "splicing" en ausencia de proteínas. Sin embargo 

requiere de condiciones extremas que ya no son fisiológicas: 100 mM de 

MgCl2  y 500 mM de (NH4 )2 9D4  a 45 °C. Bajo estas condiciones la reacción 

procede 10 veces más lenta que la de los intrones del grupo 1. 

La reacción de "splicing" de los intrones del grupo 11, incluye dos 

pasos de transesterificación: primero, un grupo hidroxilo único en el intrón 

inicia el ataque en el sitio 5' del corte y forma un enlace fosfodiester 

ramificado Darían, El segundo paso involucra el ataque del 3' hidroxilo 

del exón 5' que ataca en el sitio 3' del corte (FIGURA 6). 

Todos los intrónes del grupo II conocidos pertenecen a organelos de 

eucariotes, incluyendo a los cioroplastos y las mitocondrias de plantas y 

hongos (Cech, 1993). 



LH RIBONUCLERSO P 

El único ARN catalítico que actua in vivo como una enzima en el 

sentido de recambio es la ribonucleasa P. A nivel celular, esta enzima 

actúa como una ribonucleoproteína, pero al monos en el caso de eubacterias 

es la subunidad de ARN la que lleva a cabo la catálisis. 
La reacción que lleva a cabo la ribonucleasa P, involucra el corte de 

un grupo de nucleótidos del extremo 5' del precursor ARNt para dar lugar al 

ARNt maduro. La ribonucleasa P corta mediante hidrólisis generando un 
5'-fosfato y un 3'-hidroxito terminal. 

La holoenzima de E. coli consiste de un ARN de 377 nucleótidos (A41 

ARN) y una proteína 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 

múltiple recambio. La proteína C5 permite que la reacción se logre 

eficientemente bajo condiciones iónicas fisiológicas. 

La actividad de ribonucleasa P en el núcleo y las mitocondrias de los 
hongos y los vertebrados solo puede funcionar como ribonucleoproteína. Su 
secuencia difiere de la de la ribonucleasa P de eubacterias. Una explicación 

es que la proteína actua estabilizando la estructura secundaria del ARN 
(Cech, 1993). 

OTROS IIRNs CRITILITICOS 

La definición de ARN catalítico básicamente se ha restringido a los 
intrones que se autoescinden, a la ribonucleasa P y a los elementos 

autocatalíticos del ARN infeccioso. La actividad de estas ribozimas involucra 

únicamente la transesterificación o hidrólisis de enlaces fosfodiester. 

Actualmente existen algunas evidencias que indican que la catálisis 

del ARN no solo está restringuida a los grupos mencionados. Por ejemplo, 
los fosfatos monoésteres en el extremo 3' del ARN son también substratos 

para el intrón de tipo 1 de Tetrahymena (Zaug y Cech, 1986). El fosfato 

substrato puede tranferirse al extremo 3' de la ribozima formando un 

enlace covalente fosfo-enzima. Posteriormente se lleva hasta el extremo 

3'-O de un oligonucleótido aceptor o se puede hidrolizar en condiciones de 
pH ácido. 

Las ribozimas también pueden catalizar el ataque de un grupo 3'-0H 

en el a-fosfato de un grupo 5'-trifosfato, formando un enlace 3', 5'-

fosfodiester liberando pirofosfato. Esta reacción 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 nucleótidos. Una 
ribozima del grupo de intrones de tipo 11 tiene esta actividad (Morí et al., 

1992). 

Lo más novedoso acerca de las ribozimas es la selección in vitro de 

secuencias de ARN funcionales. El método se basa en la selección de ácidos 

nucléicos capaces de unir específicamente un ligando o de poseer una 
actividad específica, partiendo de una librería con secuencia aleatoria. La 

clavo de este método es el uso de ciclos de selección in vitro que enriquecen 

la librería para un ARN con las características deseadas, seguido de la 

amplificación de las moléculas seleccionadas. Un ciclo de selección y 

amplificación puede repertirse cuantas veces sea necesario hasta aislar 

una población de moléculas con las características deseadas que se donan 
y analizan individualmente. Con este método se han seleccionado ARNs con 

afinidad a colorantes orgánicos y otros ligandos como aminoácidos. Este 

método hace posible la selección de ARN catalíticos con afinidad por 

análogos de estados de transición de una trasformación química, lo que 
permite el aislamiento de nuevas ribozimas (Szostack and Ellington, 1993). 

Un ejemplo de una ribozima con actividad catalítica novedosa 

seleccionada in vitro, es una variante de la ribozima de Tetrahymena que 
puede cortar un substrato ADN cadena sencilla bajo condiciones fisiológicas 

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 

fósforo como elemento central. Pero las ribozimas también puede catalizar 

reacciones donde el carbono es el elemento central. Un oligonucleótido que 

puede aparearse con la IGS de la ribozima de Tetrahymena, y que termina 
en un 3' (2') aminoacil ester se deacila 15 veces más rápido que la reacción 

no catalizada. Esta reacción también requiere de Mg" y secuencias del 

centro catalítico de la ribozima (Picirrili et al., 1992). 

Otro ejemplo de la actividad del ARN sobre carbono involucra al ARN 
ribosomal 23S. En la síntesis de proteínas la reacción de la peptidil 

transferasa parece estar mediada por la actividad de un ARN. La subunidad 

50s ribosomal de E. col?' y de Thermus aquaticus mantienen la actividad 
de formación del enlace peptídico después de tratamientos con proteinasa 
K y SDS, y pierde la actividad después de la extracción con fenol-cloroformo 

o en presencia de EDTA. La actividad se atribuye a la peptidil trasferasa ya 

que la reacción es inactivada con cloramfenicol y carbomicina que son 

antibióticos inhibidores específicos de esta enzima. Pero el punto más 

importante es que no hay actividad después de tratar a la subunidad ribosomal 



con ribonucleasa T1, lo que suguiere que la actividad de peptidil transferasa 

radica en el ARN ribosomal 23S (Noller et al,, 1992), 

Otro ejemplo de selección in vitro de una ribozima con actividad 

catalítica novedosa la reportaron Prudent y colaboradores (1994) quienes 

seleccionaron de una biblioteca de ARN una ribozima que tuviera la habilidad 

de catalizar la isomerización de un puente difenilo. La reacción se lleva a 

cabo con recambio múltiple. El ARN seleccionado acelera la reacción 88 

veces sobre la ausencia de catálisis y aparentemente solo 25 nucleótidos 

tienen un papel estructural y catalítico en la reacción. 

Recientemente se reportó una ribozima nueva con actividad de 

polinucleotidilcinasa (Lorsch y Szostack, 1994). Se partió de una biblioteca 

de ARN previamente seleccionada por su capacidad de unirse a ATP. Estos 

ARNs tienen el dominio del sitio de unión a ATP flanqueado por tres 

regiones con secuencia aleatoria. Partiendo de esta biblioteca se 

seleccionaron varias ribozimas polinuleotidilcinasas dependientes de ATP. 

Algunas de ellas catalizan la transferencia intramolecular de un y-ti o f os f ato 

del ATP-yS a su extremo 5'-hidroxilo, mientras que otras lo hacen al 2'-

hidroxilo. Una versión modificada por ingeniería genética, del grupo 5'. 

hidroxilo puede catalizar la transferencia del tiofosfato del ATP-yS a el 

5'-hidroxilo de un oligoribonucleótido exógeno, 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 1 que cataliza el corte de un 

grupo amida que forma parte de un oligodesoxinucleótido. Esta enzima es 

producto de experimentos de selección 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 catalítica puede ser muy diversa en la 

naturaleza. Además con las técnicas de evolución y selección in vitro se 

podrán buscar ribozimas nuevas y más activas, que ayudarán a conocer más 

acerca del papel del ARN en la evolución molecular además de la posibilidad 

de emplearlas en la biotecnología actual, 

LAS ENZIMAS ALOSTERICAS 

Las enzimas alostéricas son enzimas cuya regulación se basa en 

cambios conformacionales en su estructura terciara. La modulación 



alostérica está acompañada, por efectores alostéricos que son moléculas 

que pueden incrementar (efectores positivos o activadores alostéricos) o 

disminuir (efectores negativos o inhibidores alostéricos) la velocidad de 

la reacción enzirnática. Los efectores en general, son moléculas diferentes 

al substrato que se unen reversiblemente en un sitio diferente al sitio de 

unión del substrato llamado sitio alostérico, Además el sitio de regulación 

alostérica y el sitio catalítico se encuentran localizados en subunidades 

diferentes. Las enzimas alostéricas pueden tener varios sitios de unión de 

efectores tanto positivos corno negativos. Este mecanismo de regulación 

es propio de enzimas claves del metabolismo que les permite activarse 

catalíticamente en el lugar y en el momento preciso. 

La regulación alostérica de la actividad de una enzima se atribuye a 

la transición de la conformación de la proteína entre un estado activo y 

otro inactivo. Los modelos propuestos para explicar la regulación 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 unión 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 unión de un efector negativo promueve el estado tenso 

(Monod et al., 1965; Koshland et al., 1966). Mediante estudios 

cristalográficos, se han podido identificar dos conformaciones diferentes 

en varias enzimas reguladas alostéricamente. Un ejemplo específico de la 

regulación en base a un cambio conformacional es el descrito por Koide y 

colaboradores (1992). Ellos demostaron con base en técnicas de ingeniería 

de proteínas y resonancia magnética nuclear (NMR) que la regulación 

alostérica de la actividad de la L-lactato deshidrogenasa de Thermus 

caldophilus está 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 aminoácidos implicados en la regulación alostérica de 

diversas enzimas, (Berger y Evans, 1992; Li et al., 1993). La identificación 

de estos aminoácidos conducen a desarollar experimentos en los que se 

puede convertir una enzima no alostérica en una enzima alostérica. Tal es 

el caso de la aspartato transcarbamoilasa de Bacillus sublilis que con una 

substitución sencilla de un aminoácido, incrementa su actividad hasta un 

230% más que la enzima silvestre como respuesta a la presencia de succinato 

(Stebbins y Kantrowitz 1992). La conversión de esta enzima fué 

aparentemente sencilla probablemente debido a su parecido en secuencia y 

estructura terciaria con la aspartato transcarbamoilasa de E. ccli que si 



es una enzima alostérica. Sin embargo, hasta la' fecha no existen reportes 

de enzimas alostéricas sintéticas, 

El concepto de alosterismo visto como la presencia de actividad 

catalitica como consecuencia de la unión reversible de un efector positivo 

en un sitio diferente al sitio catalítico, puede extrapolarse a los ARNs con 

actividad catalítica o ribozimas. El ARN tiene la habilidad de adoptar una 

gran variedad de estructuras y por lo tanto es posible diseñar un ARN que 

pueda cambiar su conformación en presencia de otra molécula diferente 

que bien puede ser un polinucleótido o una proteína. Si parte de la molécula 

de ARN es una ribozima, cuando la molécula de ARN se encuentre en su 

estado tenso la ribozima será inactiva. En presencia de una molécula 

efectora la conformación del ARN cambiará a su forma relajada y la ribozima 

se activará. El cambio conformacional de la ribozima alostérica inactiva a 

su forma activa puede llevarse a cabo como consecuencia de un evento de 

hibridación entre la ribozima inactiva y un oligonucleótido o efector positivo. 

Desde este punto de vista, la síntesis in vitro de una ribozima alostérica, 

basada en la hibridación de ácidos nucléicos, teóricamente es más sencilla 

que la síntesis de una enzima alósterica. 

Para llegar a una ribozima alostérica analizaremos el concepto de 

"switch" molecular. 

LOS "SIBITCHES" MOLECULARES 

Con el objeto de disminuir el ruido de fondo en un ensayo de diagnóstico 

basado en la actividad de Q-beta replicasa, Kramer y Lizardi (1989) diseñaron 

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 

llama "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 híbrido entre si conformando un tallo, Cuando la secuencia 

de la sonda hibrida con su blanco, se forma un duplex de mayor tamaño y 

más resistencia a doblarse que el tallo (Shore et al., 1981; Haggerman, 

1988), que obliga al tallo a adquirir una conformación de cadena sencilla 

(FIGURA 7). El tallo puede enmascarar alguna secuencia reconocible por 

otra molécula como el sitio de unión del fago R17, un templado para la 

Q-beta replicasa etc. Al cambiar la conformación del "switch", el sitio 

enmascarado se expone y se adquire la conformación activa. 
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FIGURA 7. "Switch" molecular. 
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FIGURR 8. Modelo de ribozima alostérica basado en un "switch" molecular. 



El "switch" molecular por ser un polinucleótido, permite cierta 
flexibilidad de diseño de tal forma que la secuencia de una ribozima puede 
formar parte del tallo. En presencia de un oligonucleótido con secuencia 
complementaria a la región cadena sencilla del "switch", hay un cambio 
conformacional que en teoría libera a la ribozima y le permite activarse 
(FIGURA 8). 

Los "machos" moleculares donen un tamaño moderado por lo tanto 
una ribozima pequeña, resulta más adecuada para el diseño de una ribozima 
alostérica basado en un "switch" molecular. La ribozima "hammerhead" es 
la más pequeña de todas las riboa►,mas conocidas y de la que más información 
se tiene, por lu tanto es el mejor modelo hasta el momento, para desarollar 
uno ribozima alostérica. 

IIINMOIMIZACION DEL elIN CfilleLITICO 

iinmovilizacion de ¡ácidos nudléicos es una metodología ampliamente 
tutilizada que permite Ita purificación o identificación de proteínas 
catalitticas y no catalíticas en base a su unión específica con el ARN 
!inmovilizado. Algunos ejemplos lo constituyen la identificación de las 
protdinas ribosomales que interaccionan con el ARN 5S y 5.8S (Fanhestock 
y Nmmura, 1972). 

DEI ARN puede inmovilizarse sobre matrices que tienen grupos amino, 
mediante la oxidación de sus grupos vecinales 2' y 3' hidroxilo, con 
rrieta-periodato de sodio (Hermanson et al., 1992)(FIGURA 9). 

Este iprocedimiento fué exitoso para inmovilizar ribozimas. Por 
ejemplo, la subunidad catalítica de la ribonucleasa P de E.coli (M1) (ver 
Ribonucleasa P en esta Introducción), se ha inmovilizado y conservado su 
actividad uniendo su extremo 3' a una matriz de agarosa. El ARN MI es 
activo en solución en ausencia del componente proteínico C5 de la 
ribonucleasa P, pero inmovilizado requiere dicho componente para su 
actividad. Columnas hechas con e ARN MI inmovilizado se emplean con 
éxito en la purificación en un solo paso de C5 (Vioque y Altman, 1986). 
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OBJETIVOS 

1. Las enzimas alostéricas son activas o inactivas como consecuencia 

de la unión reversible de una molécula moduladora a un sitio diferente al 

sitio catalítico. 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 catalítica, es decir una ribozima cuya actividad se 

manifiesta cuando el ARN adquiere un cambio conformacional como respuesta 

a la unión de una molécula de ADN o ARN, en un sitio que no es el catalítico. 

En base a lo anteriormente indicado, el principal objetivo de este 

trabajo fue diseñar, sintetizar y demostrar el funcionamiento de una ribozima 

atostérica, esto es una molécula de ARN con actividad catalítica de corte 

sobre un ARN substrato, que funciona solamente en la presencia de un 

efector positivo que en este caso es un oligonucteótido. 

2, La inmovilización de ARN con actividad catalítica, es aplicable a 

la ribozima atostérica, con la ventaja de ampliar los posibles usos de este 

sistema. Así pues, el segundo objetivo de este trabajo fue la inmovilización 

de la ribozima alostérica, 

3. El empleo de marcadores fluorescentes es una alternativa factible 

para detectar la actividad de la ribozima alostérica de una manera directa, 

rápida 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 Y METODOS 

011GONUCLEOTIBOS 

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

por trancripción. 
Los oligonucleótido SW1-1, SW1-2, SW3 se sintetizaron en 

Operon Technology, el resto, se sintetizaron en la Unidad de Síntesis 
del Instituto de Biotecnología 

S W 1 -1. 
GGGCCGGAATTCTAATACGACTCACTATAGGGTCCTCACGGACTCATCAGGG-
CAGAATGGATCCTCTAGAGTCGACCTGCAG 

S W1 -2. 
CCGCGCGGTAGGTTCCATGMCGTCCTCACGGACTCATCAGGGCAGAATCGC-
CAAGCTTGCATGCCTGCAGGTCGA. 

SW1.PCR-1. 
GGGCCGGAATTCTAATACG 

SW1.PCR-2. 
CCGCGCGGTAGGTTCCATG 

efector positivo-SW1. 
CGCCAAGCUUGCAUGCCUGCAGGUCGACUCUAGAGGAUCC 

EFECTOR NEUTRO-SW1. 
CAATACATACAGACAATGGAAACAGCAATTTCACCAGTAC 

SW3. 
CCCTTCCATGMCGTCCTCACGGACTCATCAGGGCAGAATATTACGCCAAG-
CTCGCATCCCTGCAGGTGTACTCTGCCCTGATGAGTCCCTATAGTGAGTCGTA-
TTA. 

La secuencia del resto de los oligonucleótidos empleados en 

este trabajo se detallan en la sección "Oligonucleotides" en 
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1. APAREAMIENTO DE LA REGION COMPLEMENTARIA 
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4. DIGESTION CON EcoR 1 Y Kpn I 
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5. CLONACION EN pUC19 EcoR 1-Kpn 1 

6. PURIFICACION DEL ADN DE LA CLONA pUC19-SW1 

7. LINEARIZACION Y TRANSCRIPCION in vitro CON T7 RNA polimerasa 

FIGURA 10. ESIIIIEMR GENERAL DEL LIISEñO PARA OBTENER DAN 
DEL SW1. 



"Experimental protocol" del Artículo. 

RON DEL SW I 

El ARN del SW1 se obtuvo mediante transcripción in vitro con 

la T7 ARN polimerasa, El templado para la transcripción (FIGURA 10) 

lo obtuvimos utilizando dos oligonucleótidos denominados SW1-1 de 

82 nucleótidos, con un sitio para EcoR 1 en el extremo 5' y el SW1-2 

de 76 nucleótidos, con sitio para Kpn 1 en el extremo 5'. Estos 

oligonucleótidos se complementan por 11 nucleótidos en su región 3'. 

Los oligonucleótidos se aparearon y se extendieron utilizando el 

fragmento Klenow de la ADN polimerasa I. La doble cadena se amplificó 

con Taq polimerasa, se cortaron los extremos con EcoR I y Kpn I y se 

donó en pUC 19 EcoR I-Kpn I. Asi llegamos a la clona denominada 

pUC19-SW1. El ADN de esta dona se purificó, linearizó y transcribió. 

Este procediemnto se detalla a continuación. 

1) Con T4 polinucleótido cinasa, se incorpororó un grupo fosfato 

en el extremo 5', tanto a 20 pM del oligonucleótido SW1-1 como del 

SW1-2. 

2) Se mezclaron en un, volumen final de 20 III de agua, 

3) Incubación a 90 °C durante 3 min y enfriamiento lento hasta 

temperatura ambiente. 

4) Se extendieron las cadenas de los oligonucleótidos apareados 

en un volumen final de 50 vil con 10 U de Klenow en buffer KGB. 

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

6) El producto de PCR se digirió con EcoR I y Kpn I en KGB. 

7) Se donó en pUC19 cortado en EcoR I-Kpn 1 (Scharf, 1990). 

D1GESTION CON RNIISII i I I DEL SUJ I 

El susbstrato de la RNasa 111 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 sitio de reconocimento para RNasa III. 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 pi finales de buffer Tris-HCI 50 mM pH 8.0, MgCl2 , 10 

mM y NaCI 100 mM, se mezclaron 5.4 nM de ARN del SW1 marcado 

internamente con (ce 2P1-CTP por transcripción in vitro , con 5.4 pM 

de efector positivo-SW1 o efector neutro-SW1. 

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

3) Se agregaron 25 ng de RNasa III por 10 µI de reacción (la 

RNasa III fue donada por el Dr. Hermann Block del Public Health 

Instituto of New York). A las reacciones control sin RNasa III se les 

agregó 1 pl de BSA a una concentración de 25 pg / ml. 

4) Se incubó durante 30 min a 37 °C. 

5) Después de este tiempo, se agregaron 10 µI de glicerol al 

50%, 0.25 % de azul de bromofenol 0.25 % de xilencianol en Tris-HCI 

10 mM pH 8.0 y EDTA 1 mM. 

El resultado de la digestión por la RNasa 111 sobre la doble 

cadena del ARN del SW1 se analizó mediante electroforesis en geles 

no desnaturalizantes de poliacrilamida al 8 % en "buffer" Tris-Boratos 

con MgCl2  1 mM. La electroforesis se hizo a 250 volts en el cuarto 

frío. Los resultados se visualizaron por autoradiografía. 

BERCION EN CADENA DE LA TF1A DNA POLIMERASII (PCA) 

Para las PCRs se utilizó en un Sistema GeneAmp 9600 de Perkin 

Elmer. Las condiciones en las que se llevaron a cabo las reacciones 

para obtener los templados para transcripción in vitro de los ARN 

empleados en este trabajo se describen a continuación. 

Para la ribozima alostérica: 

DESNATURALIZACION HIBRIDACION 	EXTENSION 	CICLOS 

PRIMER PASO 

94 °C, 30 seg 	 1 



SEGUNDO PASO) 

94 °C, 15 seg 
	

30 °C, 30 seg con 
	

72 °C, 30 seg 	5 
incrementos de 
0.8 °C cada ciclo 

TERCER PASO 

94 °C, 15 seg 	41 °C, 30 seg 	72 °C, 30 seg 	25 

CUARTO PASO 

72 °C 5 min 	1 

Para la ribozima control y el sustrato de las ribozimas: 

DESNATURALIZACION 

PRIMER PASO 

94 °C, 30 seg 

SEGUNDO PASO 

HIBRIDACION EXTENSION CICLOS 

1 

94 °C, 15 seg 37 °C, 30 seg con 
incrementos de 

72 °C, 30 seg 5 

0.8 °C cada ciclo 
TERCER PASO 

94 °C, 15 seg 41 °C, 30 seg 72 °C, 30 seg 25 

CUARTO PASO 

72 °C 5 min 1 

Para el SW3: 

DESNATURALIZACION HIBRIDACION 
	

EXTENSION 	CICLOS 



PRIMER PASO 

94 °C, 30 seg 

SEGUNDO PASO 

1 

94 °C, 15 seg 30 °C, 30 seg con 

incrementos de 

72 °C, 30 seg 5 

1,8 °C cada ciclo 

TERCER PASO 

94 °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 concentración 

de templado y "primers" se describen en la seccion "PCR reactions" 

en "Experimental Protocol" del Artículo. 

TIIIINSCRIPCION in ultra 

Se describe en la seccion "RNA synthesís" en el Artículo. 

La cromatografia con Sephadex-G50 se puede remplazar con membranas 

de Microcon 30 (Amicon) siguiendo las instrucciones del proveedor 

con la siguiente modificación: previamente a la filtración de ARN la 

columna se lava con 0.5 mi de SDS 0.5% y con 0.5 ml de TE. 

CHOMATOGRAFIA EN DERE-CELULOSA DEL MIN SINTETIZADO 

QUIMICIIMENTE 

Ver "Experimental protocols" del articulo. 



MARCAJE EN EL ENTUMO 5' DEL AUN SINTETIZADO QUIMICAMENTE 

Ver "Experimental protocols" del artículo. 

MARCAJE DEL ENTUMO 3' DEL AUN SINTETIZADO DUIMICAMENTE 

Ver "Experimental protocols" del artículo. 

GELES DE RETARDAMIENTO 

La formacion de híbridos entre los "switches" 1, 2 y 3 y los 

oligonucleótidos electores positivos y neutros se analizó empleando 

electroforesis en geles no desnaturalizantes de poliacrilamida. 

Se mezclaron en 10 ptt_ finales de reacción, 0.5 1.1M de ARN de la 

ribozima alostérica marcada internamente con [(132P)-CTP por 

transcripción in vitro se mezclaron con 2.5 µM de elector positivo o 

con 2.5 1.1M de cada uno de los electores neutros. Las condiciones de la 

reacción fueron las siguientes: 

1) Se preincubó a 37 °C, una hora en "buffer" Tris-Hci 50 mM pH 

8, 50 mM de NaCI. 

2) Se añadió MgC12  hasta 20 mM final. 

3) Se incubó a 50 °C durante 3 horas. 

4) Al terminar esta incubación, se agregó un volumen igual de 

"buffers" de carga (Fícoll 15 % 0.25 °/0 de azul de bromofenol 0.25 % de 

xilencianol en Tris-HCI 10 mM y EDTA 1 mM). 

La electroforesis se hizo a 250 voltios en el cuarto fria en 

geles no desnaturalizantes de poliacrilamida al 10% en "buffer" Tris-

Boratos con 1 mM de MgC12. Los resultados se visualizaron y 

cuantificaron usando el Phosphorlmager. 

De manera similar, se efectuó otro experimento de retardamiento 

en el que se combinaron 0.5 µM de ARN de la ribozima alostérica con 

0.5, 2.5, 5 y 10 1.tM de elector positivo en "buffer" Tris-HCI 50 mM pH 

7.5. Después de la preincubación a 37 °C durante una hora se agregó 

MgC12  hasta 10 mM y se prosiguió como se describe arriba. 



REF1CCION DE CORTE DEL SUBSTRATO POR Lí1 RIDOZIM11 EN PRESENCIO 
DE 20 mM DE MgC1 O EN PRESENCIA DE 10 mM DE MgCl2  

La reacción de corte en 10 m de MgCl2 , se describe en la sección 
"Ribozyme cleavage reactions" en el Articulo. 

La reacción de corte en presencia de 20 mM de MgCl2  se llevó a 
cabo de manera similar a lo descrito en la sección "Ribozyme cleavage 
reactions" en el Artículo pero utilizando el "buffer" Tris-HCI 50 mM 
pH 8, 50 mM de NaCI y 20 mM final de MgCl2 . 

ADN Y RRN AJENOS RL CORTE CRTIILITICO 

Se describe en la sección "Other DNAs and RNAs" en el Artículo. 

DESFOSFORIIRCION DE FUN 

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 III de "buffer" Tris-HCI 50 mM pH 8.5, EDTA 1 mM. 

1) Se incuba la reacción durante 30 min a 37 °C, 
2) Para inactivar la enzima, se agregan 20 µI de "buffer" Tris-HCI 15 

mM pH 7.6, EDTA 12 mM, 150 mM de NaCI, 20 µI de SDS 2% y 140 µI de agua. 
3) Se incuba durante 15 min a 65 °C. 
4) Se extrae con fenol-cloroformo-isoamílico. 
5) Se agregan 15 µ1 de NaCI 3M (concentracion final 300 mM) y 2.5 

volumenes de etanol absoluto. 
6) El ARN precipitado, lavado se resuspende en "buffer" Trís-HCI 10 

mM, 1 mM de EDTA y se procede a marcar en el extremo 5'. 

INMOVILIZACION DE ARN EN UN SOPORTE ACTIVADO POR 01-11WICION 
CON PERI OMITO BE SODIO 

Oxidación del extremo 3' de la ribozima alostérica y la ribozima 
control. 



1) La oxidación del extremo 3' del ARN se efectuó usando como 

procedimiento básico el descrito para otra ribozima y ARN no catalíticos 

(Hermanson et al., 1992; Fanhestock and Nornura, 1972) utilizando 1.28 

nmolas de ARN y 100 ill de Affi-gel Hz Hidrazida (Biorad). Con el objetivo 

de seguir el acoplamiento del ARN al soporte, el 10 % de este material se 

desfosforiló y marcó en el extremo 5' como se explicó antes. 

2) El ARN (38 Itg para la ribozima alostérica) disuelto en 100 µI de 

"buffer" de acoplamiento de BIORAD (0.1M de acetato de sodio pH 5.0), se 

oxidó con 4.6 mM final de meta -periodato de sodio (12 111 de una solución 

0.1M) durante 1 h a 4 °C con agitación rotando el tubo con agitador Nutator. 

3) Para retirar el agente oxidante se agregó 1/10 del volumen de la 

reacción de acetato de sodio 3 M y 2 volumenes de etanol. Se precipitó el 

ARN oxidado durante 30 min a -20 °C. Se centrifugó. Se lavó la pastilla. Se 

secó y resuspendió en "buffer" de acoplamiento. 

4) Se repitió la precipitación del ARN oxidado, 

Acoplamiento del ARN oxidado a un soporte hidrazida-activado. 

1) El soporte activado (100 pr.1) se preparó corno describe el provedor 

(BIORAD) y se mezcló con el ARN oxidado durante 4 h a 4 °C (Hermmanson 

et al., 1992). 

2) Se agregaron 250 jil de cloruro de sodio 2 M y se agitó durante 30 

min a 4 'C. 

3) Se lavó 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. Simultameamente se hizo un 

control con ARN no oxidado para determinar la cantidad de pegado inespecífico 

de ARN al soporte activado. 



RESULTADOS 
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An Allosteric Hammcrhead Ribozyme 
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\Ve have construeted an ItNA inoleente containing a hanunerhead rihozyine that is ander allosterie 
control. lo the inaetive state, the RNA enzynte is ((milite to eleave suitahle suIrstrate. The formation of the 
active state of the ribozynte is triggered hy a speeilie interart ion Svith a DNA oligonueleot ide effeetor that is 
enntpleinentary to a single-stranded loop in the ItNA enzyine inoleenle, Other UNA or RNA moleenles 
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T
he rete of small harnmerheati ribniynme domamos in 
the catalysis of RNA self-cleavage reactions was til NI 
elueidated by Foster-  and Symons". Subsequent vt‘mrk 
by Ultienbeck' and liaseloff and Gerlach' established 
the consenstis sequenees and Structures required for 
eatalytie activiiy ,ind densonstrated the leasihility uf 
designing hammeritead ribozymes that could be tosed 

as (rue enzynies in intermolecular eleavage reactions in mitni. 
Mut:1m reniiiitms to be understood ablumr the: nuxiulation oí 

ribozyme activity in lin./ or in vitro. Nliller and Silver' have 
describe(' an allernative teriiary structure that aitentlate.s se!! - 
cleavage of the ribozyme in the sateIlite RNA of barley ) ellow 
dwarf virus. A temar y structure in hepatitis delta RNA has beca 
claimed lo function as a rilxvyme control elemeni, maintaintrig 
the riboiyine in the -oll'' eontormation unid the time uf viroid 
genome replication4. 

In thinking about practical application of RNA enzymes, O is 
uf interesa tu explore time rabonal design of ribotymes wincit ame 
activated in response tu molecular recognition events. Suelen 
eNellis ¡pay he designed tu be highly specific and completely 
independent ol.  substrato RNA brnding, We have construeted a 
synthetie RNA moiceule that incorporates a hanuneritead ribo-
zyme whose activity is under allostertc control, 'fele we 
describe the simple design of this mode' aliosteric RNA entyme 
and demonstrate exparmentally time modulaban] of catalytic 
activity by a specilic I)NA effector oligonueleotide. 

Results 
De.sign, The rrabozynte used mii Mese experimenta was 

derived from cine of the haummerhead eatalytic domains 
described by Ilaseloff and Cierlach`. The construction ot the 
allosteric RNA enzynie is hascil un a molecular switch design 
first describe(' by Kramer and Lizardi". The sequence oí the 91-
nueleotide RNA molecule is shown in Figure I, panel A, where 
it is displayed in Rs ittOst stable folde(.I tono. The RNA is 
designe() lo colaina a stem uf 20 base paired nueleotides, 
predominantly single-stranded b lp 01 28 micicondes, and a 
3.-taii uf 22 unpancd bases. (.)f the 34_) bases that consbune 
the imantmerhead rihotyine and its arios, t9 should partIcipate 
in the fonnation uf the relatisely stable dutible-stranded sten 
['cace, the. ribo/yute \tunal(' be n'active as long as the RNA 
molecule rentatims tolde(' in a conlOrmation that mitiniamns the 
stern structure. 

The loop sequence was designe(' lo 	complementary tu a 
short I)NA oligonueleotide, \sine') atas as time ¡m'Instare elfector. 
When the effeetor DNA hybrnii/es tu time loop, a dotible-helia, uf 
35 base-pairs 	formed, and, because a anuble iteirx resists 
bending` ", the relattvely shoiter and fess !nal* stern is ths-
rupted, releasing frian belical constraints 1')Durlelutitles that are 
pan 4 rat time Itamniertmead se<nrence. Figure 1. panel 	shows the  

expeeted configura anon uf the ribuly me atter hybridization ot the 
colector 1)NA and subsequent Binding tu the RNA NuhNtrate. 
Also showh is a 12 -imucleot ido facilrtator 	 which 
was used to iinprove eatalytic etheiency. Figure I, panel C shows 
the stinctine uf a control, 11011-allostelic rrfxrrynmc. which con-
tains the sante baimmincrhead and atm thomains and was used in 
the presence of tite sante faerlmtator olragonucleotide. 

The RNAs used to test Chis experimental design vt.ere gener-
al[' either by in vino transo- ipt ion or hy chenáal sy mimesis, and 
used in experimems tia WhICh 	11101111tired the cicavage of 
ratituaetively labeled RNA substratc hy gel eleitrophorems. 
!nitral experiments ustng high magnesium concentran+ mns 
(20 timis,1) were disappointing bet..ause the ement of ticosanon 
uf time allosieric riboiyine 	relatrasely low t)ptituratation uf 
time teadion ctindart los deinonstrated that 10v,er coneentratmons 
of inagnesium t 10 ruNI) in-Tunea the teten' of allosteric 
rmbozyme ;milano/t. 

Allosteric 	 Experiincntal rcsults are 
shown in Figure 2. Panel 2B is a contri)! reataron demonstraling  
the CLIVage 	 of the 11/, ,„3.,Ierivative aten-allosteric 
imanimerheati ribo/y me. The substrato \vas a syntitetie, 3r7- 

nucfeotldc RNA labeled itt both the 3' and time 5' cutis, Int: 
eleavage react mon , which did not proceetito cnmplctitin with Ibis 
ehemically synthesited RNA subsirale, produce(' the expecte(' 
fragranents of 22 dril.' 17 nitcleolides, reNpeclively. 'lb mesa the 
Atraerle ribuiy.ne we used rimen in van., transcribe(' substmate of 

immicicoudes, which rs cleaved more e lliciently timan the cialu-
ically-syrithesized RNA. 'Dais substrate y relds the expeded trag-
nmenis 

 
1111C11eleaVC(1 with the ctlfitrid 111)111y1111', ami, seco ni hines 

2 and 3 ot panel 2.1, There is a sumad (hil:menee in the relativo 
intensity oh time bands Imecause the Itrinieletnitle fragment is 
'ahelea in lusscr speeitic activity timan the 22-nueleolide 11 ag-
¡tient. The ailosterie tillOtynte eXperimentN are shown in panel 
2A. When time allosterie rrabim/yine asas incithilted with variolis 
unrelated DNA oliginuideolitles Mete was reiatívely hule eleav- 
age uf tan' substrae 	average, omm sil difieren! gel tantas). in 
the presence ()I time cortet. t complementar :1- etlectin ollgonti- 
cleotide 	id the RNA subst Vale wats cleit ved (average ul t v.r(i 

gel lunes). 'Che esteta of eleasage using the control, nora-alio- 
melte riboiyine was 	(average 1)1 Isui gel hines). In the 
presence ot an imperlect eUtitir olimiliteleolide that 1,111›, une 
nucleoude shorter and aml.tr cutuaured ti rar IIIISIIIMetiCd bases time 
extent uf cleavage 1V:IN 18%, The atitlititni of u:mídale(' single • 
stiatmdcd I)NA how phag,e Ni 13, or tlINA • showed titile ef Feel 
un time activity of uninthreed ribuzyme (5'1 cleavage), hui activ-
ity was ineteased over 10-told 5.11 cleasager tí either uf Mese 
unrelated nttCICie acids were inixed together with the corred 
elfetror oligunticicontle_ The activated allosterie ritum/yine 
iiNNayeti 111 bines 15 and 16 shows 78 W. of the activity of the 
control, tina ,illosteoc baininerhead rmixiryine A visual comn- 
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FIGURE 1. Nucleotide sequence and computer-generated !cid-
ing of the allosteric ribozyme RNA, and intoractions between 
the ribozyme and the substrato RNA. Panel (A) shows the mos( 
stable secondary structure of the allosteric ribozyme, as pre-
dicled by the program mutfold".17. The tolded molecule con-
tains (from 3' to 5 , in uppercase Letters) 39 nucleotides 
comprising the catalytic pardon and the arms of a hammer-
head (derived lorm the Rzco3 hammerhead,) followed hy an 
effector-recognition loop region (34 nucleotides in lowercase 
letters) and finaily a 15-nucleolide domain (uppercase) that ís 
compiernentary lo a portion ol the hammerhead sequence. 
Five bases from the effector-recognition reglan, logether with 
Ibis 15-nucleotide domain, forra a duplex with a portion of the 

prriuin of the extent of cleavare in lanes 15 and lry. versus limes 
13 and 14, illustrates elearly the catal> tic activation that iiCCUrS 
when Ihe altosterie rihozyme is inenhated irr tirroi11the pro...,..C11{7e 
nf it. spccitic efrechlr DNA. 

Discussion 
Ihe tzicility 	Inch one may design spei. tic has, -pairing 

inwrdclitIns 111  HYnueleutute, 	 "n 1NA  
Illokellte that undergoes a diserete 	 changue opon 
hyhriditattlyn with a DNA olir ontkler ale. \Ve have coupiett 

(bis conformat tonal change lo the unrnasking uf a haminetheatt 
sequence, creating a functional allosterw ribozyme 
e' plotted the i endino reststani.e of a short di roble helix ro trigger 
the cr,ntormational Gyarire. tather atan telyinv, entuctv 
strand citsplaci:ment, whu ly M,uIdl have linuted the pinssilyle 
Jyoices of the ellecaor sequence. This inoleculat swikh is 
general zrpplicahility, since the same design 	irl. for 
iither %man rihiwyrnek The desirn allows complete freedritu of 
chance in the ellector sequerax",. 

zyclavat ion mediato! hy the et1eLti is %Nube. There 9. 

ven-  hule eatalysis when unrelated sequence' werc teste(' liar 
rion-specific ellector aun ny Furthermore, the corre( t 
oltronucleotide activated the 01)0;1;11e with sir calar ellkiervy in 
the presence of an excess of unrelated sinrle-stranded DNA or 
kNA Ah unperfect oligonudeotide elfector .sith tour mis- 
matches displayed 37 of the aele.Ity miluted 	the petleoly 
unnplementary elfer_tryr. This sivoliti:ant levet ti! r 	yr.yrne ;vit- 
.:anon ohserved upqn hyhridliation trt the munan:11M 1)NA 
eilettor was flor unexpeited, sinci it tia heert \homo hy others  

hammerhead giving tase lo the 20-nucleotide stern. Panel (13) 
shows schernaticatly the hybridization of the allosteric ribo-
zyme with the DNA effector. This inleraction disrupts the 28-
nucleotide stern duplex shown in panel (A), and thus permits 
the formaban of a correctiy foided hammerhead ribozyme, as 
well as the requirod base pairing te its substrato. A 12-nuctco• 
lide facilitalor DNA hybridizes with the substrato, adlacent to 
the 3 -end of the ribozyme. Panel (C) shows schematícally the 
base pairing el the in vitro transcribed substrato RNA with the 
Rz033-derivative control ribozyme (38 nucleotides) and with 
the 12.nucteatide facilitator DNA, The chemically-synthesized 
RNA substrato contained an additional A residuo at the 3' end, 
and a ti instead of a C residuo at position 13. 

that a 1:'.l !instilan:hes cause relatively !Ude hending distortion 
of a douhle 	(alter van-11s, the hending resistance of the 
douhle helit formed b ara imperfeet elector DNA that contains 
futir mismatches is extxTted to il sulliciently large to induce a 
coryformational chance in the allosteric rtholyme. Do the hasis 
of die; resuit, and also hased on tour unpublishey1 ohservations 
reraRling the eimformational properties t1f switch mole( ole\ 
mude oí DNA . we expeet encelen\ with tOor 4yr res er tuil- 
ttuitehes tul 01(1111e signare:int nholyine activatinn 

h  the ¡nese hit 	2.1) ittNt 11f MgCl.. the cleavare eirtcletii:y tlf 
the caintri11 tIN-m.)01e Mercases lo 113rA while the cleavape 
eilactenly nf Ole ittllurctl allosterie rihovytue is only 29% (data 
rant shosvt) \Ve have ohserved that higher magnesium concen-
tramos  y.ahhulate the iorthat tim nf iilt,%terlC ribo/vale duoaIS 

(data nin showa) D1S1ler 1011411111011 +l1 1 5S13 4 1110:11-sW114.41 41113b»- 

Ctiin 	 intennolevular pairmr of the 21)-base stern 
sequence id une rnolecule and its compteinentary 
presera in the opened stern id another mi decide, This dimeri/a,  
tiran ettecti vely ct InstrallIS the hammerhead rlrrmain 01 one of the 

decules, resuiturr rn a reduction in the munher 	atuve 
ribuzyme,,, f „taller riirmation 	i13apne,a1l01.4.tependerd. and 1i,, 
I Keliftelli.c 15 erthanced by the 	rit)(41V111e CtiflectIttath111 

used in 	su tuso assay Otre 	expect that ilimet birolidir in 
wiluld he less tikcll ti, necur in allosteric ribo/yutes elpressed 
Upado cctls, whew t'yen' relative cuinccntratirrn wnuld be lower. 

A trayre,i the pi Ksthle 	11V, 4 41 	 rityozy mes are 
the 11% 11111  deavale nf ara ti k 	hirret rrf resiwitise tia the 
presence oí a spertfic 	letlectort sequence that is Andy 
finita! rit a sor cilio contype, The use of (-11 specific effeclo1 

162 Ir,r11.9-49-)trirt 	/1.itRubur 
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FIGURE 2, Analysis by gel efectrophoresis of the cleavage of 
radiolabeled substrato RNA by allosteric and non•allosleric 
hammethead ribozymes. Reactions were performed as 
deschbed in the Experimental Protocot. All teactions con. 
tained radioaclive substrate RNA and facilitator DNA, Lane O, 
substrate RNA afane Lane 1, allosteric ribozyrne without fec-
tors; Lames 2 and 3, control Rz,113.derivative ribozyme; ianes 4 
and 5, allosteric ribozyme with corred DNA effector (duplicate 
reactionsj; lanes 6 to 11, allosteric hbozyrne with various unce. 
rated DNA elfectors (sequences numbered 1 to 6 in Experimen-
tal Protocol): lane 12, allosteric ribozyme and DNA effeclor 
with 4 misrnatched bases; Ione 13, allosteric ribozyrne and 
singre• stranded DNA from phage M13; lane 14, allosteric ribo-
zyme and tRNA; lane 15, allosteric ribozyme, ssDNA from 
phage M13, and corred DNA effector; lane 16, allostertc ribo. 

sequen,. e., 	tn lx expi)ited su reduce ncn-pecill,„; il ,nate 
eL,enh in 	1y 	herr hatiltnerbead mihstrate.e\t,t bul 
Me 1101 

	

	 SVe also envislim Ihe consiructbm of 
ri1).),,_.ytnc, Inda cat.1:1ze P:al.tti/rhother :han 

n.istip1c. Pruclent, 1. fi,f 	S1.111111/ 
LiesLribcd the huiallim 1- )1. 	1'.1)/'. 1 :e cilat 1-,11;11}.'e",  thr 

ivdt.,:nianoil 1.1 .T 1..rd-t ek1 hipheny 1. • vkurk 	111,t1 lir 

dIrt:(.h.:....1 	 may 	uNed toctuatc rihoiyinLsidp.tVe 
/iny._ /he 	 ir 

itera ...)11,pound, f ,;n12. the :011,1s.h....m: tni4ecLihrr sv,ildi 
rilmy 

11:. 	 :po..1k.:11..r.'N'A seq.1{.1.1„e,, 
..111p1IL 	 hy 

11C 	1-..rnopencot.t., 	 n.)I 
P.:quin:4! ....ustuty 	 tur the :.._4w'ratiori 

rx.Tse tu, ,p121...11-ic DNA ,,cquericc.s .ijvticiated Ir?  
PC)‹ ur .ith¿r 	 welhuds Allosterte tibor... me 
:nade if J  ,••;A ot-  DNA (,:ould Ik casily 	 sin tak_k% 

mr.1 	 in 	 i»s1,11)tline,. 
uNeft.il 	 ih 	;ft. 

Experimental Protocol 
Dulp:dre dnd prither t.t.r l>1 1‹ rvd, 

1.,1•;11. /0/91/Ilait .  C,011'11.1.,1 r,1,17}int 	ria1rif.1,114-1" 
(.:1C'11:.11( 	\r,A1C1 vrkrít 	1 f (iTts 1 	. 	A 1.,,,,ter 

fr( A" ;f -r`1( (;1( 	111+:14":11 
AriAr..9 	Crd'AlC(1.1r4 Mi1i1CiTA(11.11,4":1'1.1 CIA 

fi:Vil( 	 (Al 1A/11,1—Al 
1(.711")CCGA('AI(JGA.A.G(Y.'AICACACJAt CIMA( tiAGIC(ilAnA 
/opprrnwr T7. 2imer• ()CETA ATACGAef c'S'ACIATAG, 11,91twn protiers. 
c•irltri.1 	rtr:CATGVI-icraccr•1('(i.   A 	 the 

:(.,TECA:AiGTVIC(IJC471(.. Sub,trdlc (A1 1t  
itadilihihir 	1.:"CA1C.ACACiALC. Correo 35-tti..,..:dt.ititile 	eflitt. 1.1, 7 
ATTAl:(,(( A,Afirl 'fiCA1C1" 	trif:ACtql15:,'%e'ref . 	ruido ruic 
slvatet 	ef!ech,t 	odltit 	j,r 	dit,at.iied 	hdiNes  

zyme, IRNA and correct DNA effector; lane 17, 5' end-labeled 
17.nucleolide RNA size marker. The presence of a fainl 17-
nucleotide fragment in some of Ihe lanes can be ex plained by 
the presence of the so.called n 4 1 transcriptron product in Ihe 
gel•porified substrale RNA,t. Panel (20) shows !he cleavage of 
a synthetic 3 9.nucleoticle RNA substrale by the control, non-
allosteric hammerhead ribozyrne. This chemically-synthesized 
substrate was labeled at both the 3' and the 5 ends, with equal 
specific activity (see Experimental Protocol). Cleavage is 
hrghly specific and produces only two labeled fragments of Ihe 
expected sizes (22 nucleotides, labeled al the 5' end, and 113 
nucleolides (17 1. 11, labeled with pCp at Ihe 3' end), The mobil-
ity al the I-labeled fragnient is anafogous to that of a 17-
nucleolide marker (not showit) due lo the extra phosphate 
charge al the 3' end. 
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RESULTADOS ADICIONALES. 

UNA RIBOZIMA ALOSTERICR 

Una descripción simplista de una ribozima alostérica es la siguiente: 

las enzimas alostéricas tienen un sitio diferente al sitio catalítico 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 enzimática. 

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 pequeña (39 nucieótidos), 2) su 

estructura secundaria se conoce detalladamente, y 3) la cinética enzimática 

de la reacción de corte se ha estudiado ampliamente. 

La ribozima "hammerhead" usada en el diseño de la ribozima alostérica 

es la RzcAT3 descrita previamente (Hasseloff and Gerlach, 1988). El substrato 

de la Rzem3 es el ARNm del gene de la cloramfenicol acetil tranferasa. 

Esta ribozima tiene la ventaja de cortar eficientemente a su substrato, 

además, la resistencia a cloramfenicol es un fenotipo facilmente rastreable 

en experimentos in vivo. En este trabajo, el substrato empleado es un ARN 

de 38 nucleótidos que comprende el sitio de corte de RzcAT3 (se describe en 

"Experimental protocol" en el Articulo). 

La construcción de la ribozima alostérica se basa en el diseño del 

"switch" molecular descrito por Kramer y Lizardi (1989). Un "switch" 

molecular es una molécula de ARN o ADN (ej. un oligonucleótido) que tiene 

dos características básicas: 1) su estructura secundaria conforma un asa y 

un tallo, 2) la región cadena sencilla del "switch" puede formar un duplex 

con una molécula de ARN o ADN, con secuencia complementaria llamada 

43 



efector positivo. La doble hélice formada entre el asa y el efector positivo 

se abre debido que es más larga y presenta una mayor resistencia a la 

torsión (Share et al., 1981; Haggerman, 1988), forzando asi la separación 

del tallo que es más 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 diseñamos 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 enzimática. 

Para que la ribozima alostérica funcione se requiere como primer 

paso que el "switch" molecular se abra específicamente 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 "SWITCHES" MOLECULARES 

En vista de obtener una ribozima alostérica diseñamos tres "switches" 

moleculares diferentes denominados "switch" uno (SW1), "switch" dos (SW2) 

y "switch" 3 (SW3). El cambio de estructura de 'cerrado' a 'abierto' se 

analizó para cada uno de estos tres "switches". El SW1 aparentemente no 

se abrió. El SW3 se abrió pero la ribozima no cortó. El SW2 se abrió y la 

ribozima cortó. Es en el SW2 en el que se basa el artículo y al que 

llamamos ribozima alostérica, tanto en el artículo como en estas páginas. 

La información adicional a la presentada en el artículo incluye: 1) 

los resultados de los experimentos en los que se probó el funcionamiento 

del SW1 y del SW3; 2) experimentos de retardamiento de la ribozima 

alostérica y 3) los resultados de la inmovilización de la misma. 
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La FIGURA 11 muestra la estructura secundaria más estable generada 

por el programa "MulFold" (Zuker 1989; Jaeger et al., 1989). El tamaño de 

este ARN es de 108 nucleótidos. La molécula doblada contiene desde el 

extremo 3', 39 nucleótidos que comprenden la región catalítica y las 

secuencias flanqueadoras del "hammerhead" complementarias al substrato. 

En seguida está la región que reconoce el elector positivo. Esta secuencia 

es complementaria a una región del ADN de M13mp19 que va de la base 

6229 a la 6268 que incluye parcialmente el "polilinker", El tamaño diseñado 

de esta región es de 40 nucleótidos de cadena sencilla, sin embargo se 

encuentra predominantemente estructurada. Finalmente está una región de 

27 nucleótidos de largo complementaria parcialmente al dominio 

"hammerhead". De estos 27 nucleótidos solo 25 conforman el tallo del SW1 

cuando está cerrado. 

Para rastrear los cambios conformacionales del SW1 en presencia 

del erector positivo o de los diferentes erectores neutros analizamos la 

susceptibilidad del SW1 al corte con la endonucleasa RNasa III (Chelladurai 

y Nicholson, 1991; Krinke y Wulff, 1990). La RNasa Iii corta en una región 

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 del extremo 3' del mismo. La secuencia 

CUU/GAA localizada en la región adyacente a la región cadena sencilla 

susceptible del corte favorece 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 III entre los nucleótidos 58 y 59 del asa del 

"switch". 

Analizamos la integridad y conformación del SW1 en presencia de 

RNasa III usando eiectroforesis en geles no desnaturalizantes (FIGURA 12). 

Los resultados que observamos son los siguientes: en la ausencia de efector 

positivo, la RNasa III corta al SW1 (CARRIL 2). El apareamiento entre el 

SW1 y el erector positivo ocasiona un cambio conformacional que tiene 

como consecuencia una pequeña reducción de la movilidad electroforética 

del ARN marcado, que en este experimento es el SW1 (CARRIL 3), lo cual 



1(X) 
60 
1 

e a a 	
fin fi Cn 

9 
9 	

G 
u 

	

	
6 

a /c e •• u 	
6  o c 	6 

y • u 
9,/ g 	

fi 

- 	/ g 	 8? 	_ o u c  c qu, 61 FI '.. ',-, 'u ‘c; 	n 
G 

e / c 	 .. 6 06 	\ I ‘ e,. AC IJC  - 	y 

9u c i g n  
a 9 / 11 	reeu  t ‘ \ \e:  CAG-C 	9 

c /•U 	UG L" \ 	
/ 	1 

u • 	U , \ 1 BAC 	U 	 r. 	3' 

a
9 	‘ \ ' CG G  AGA 

	
..) 

20 
9 a- u A 

40/,. 

g 
9 a g 
l'...-  

a 
e u 

FIGURA 11. SECUENCIA Y ESTRUCTURA SECUNDARIA DEL SWf. En esta 
figura se muestra la estructura secundaria más estable generada por el 
programa MulFold (Zuker, 1989; Jaeger, et al., 1989). La mólecula doblada 
contiene (desde el extremo 3' hacia el 5' en mayúsculas negras) 39 
nucleótidos que comprenden la región catalítica y los brazos de la 
ribozima Hammerhead [derivada de la ribozima Hammerhead RzcAT-3 

(Haseloff y Gerlach, 1988)] seguida por la región que reconoce el elector 
(44 nucleótidos en minúsculas) y finalmente una región de 27 
nucleótidos (mayúsculas) que es complemetaria a una parte del dominio 
ha mmerhead. 
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FIGURA 12. AUTORADIOGRAFIA DE UN GEL NATIVO DE P 
MgCl2 1mM PARA ANALIZAR EL ESTADO DE ABIERTO O 

C
OLIACRILAMIDA
ERRADO DEL SW1. 

CON 
El ARN del SW1 se marcó durante transcripción 

in vitro 
con [u 32P j-GTP. La apertura del SW1 en presencia del elector positivo se monitoreó en base a la actividad de la 

RNAsa 111 de cortar ARN doble cadena. La concentración de SW1 es de 5.4 nM y la de 
elector es de 5.4 mM. Carril 1, SW1, Carril 2, SW1 con RNAsa 111. Carril 3, SW1 con 
elector positivo. Carril 4, SW1, elector positivo y RNAsa III. Carril 5, SW1 y elector 
neutro. La RNAsa 111 muestra actividad sobre ARN doble cadena del SW1 a pesar de 
que éste hibride con el elector positivo como lo indica el retardamiento de la molécula, 
sugiriendo que el SW1 no esta abierto. 



nos indica que el elector positivo reconoce su secuencia complementaria 

en el "switch" y forma un híbrido. Sin embargo el SW1 unido al elector 

positivo es susceptible al corte con RNasa 	(CARRIL 4). Los fragmentos 

resultantes del corte en presencia de efector positivo son de diferente 

largo a los que encontramos sin elector positivo, indicando que se conformó 

un sitio diferente de corte. Los híbridos ADN-ARN no son substrato de la 

RNasa III por lo que se descarta un sitio nuevo en el híbrido formado entre 

el efector y el "switch". Por otro lado, las ribozimas pequeñas como la 

"hammerhead" solo se estructuran en presencia de su substrato (Cech 

1993). En este experimento no hay substrato, por lo que es poco probable 

que se estructure el "hammerhead". Más aún, suponiendo que se forma el 

"hammerhead" su estructura no presenta un sitio de corte probable para la 

RNasa !II (Chelladurai y Nicholson, 1991). 

Otra posibilidad es que el sitio de corte nuevo esté localizado en el 

tallo. Basándonos en el retardamiento del SW1 en presencia del efector 

positivo (Carril 3) podemos decir que en efecto, se forma un híbrido específico 

entre el "switch" y el efector positivo. Sin embargo cabe la posibilidad de 

que el tallo no se separe totalmente y se forme un sitio para la RNasa III. 

Esta región sí contiene una de las secuencias descritas como sitio de 

reconocimiento para RNasa ifl partiendo del nucleótido 87 (ccgu/ggca) 

(Chelladurai y Nicholson, 1991). 

Tratando de discernir la formación de un nuevo sitio de reconocimiento 

y corte de la RNasa III, analizamos las estructuras secundarias subóptimas 

resultantes del doblado del SW1 junto con el efector positivo. Para obtener 

las estructuras secundarias óptima y subóptimas 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 

interacción del SW1 con el elector la secuencia del "switch" se unió a su 

elector positivo mediante 8 bases no específicas marcadas como N dentro 

de la secuencia. Las primeras 9 estructuras más estables muestran que el 

100% de las bases del elector estan apareadas con el asa del "switch" y se 

conforma el "hammerhead" y no hay un sitio de reconocimento para RNasa 

III, Sin embargo en la décima estructura más estable, 8 nucleótidos del 

extremo 3' del elector no están hibridando con el asa del "switch" lo que 

permite que el extremo 5' del "switch" se estructure. Esta región conforma 



un tallo y un asa que contiene una de las secuencias descritas corno sitio 

de reconocimento de la RNasa III en la posición 33 en el asa del "switch" 

(uccu/agga) (Chelladurai y Nicholson, 1991) (FIGURA 13). La ribozima se 

localiza en el extremo 3' y su estructura se mantiene, Las estructuras 

secundarias obtenidas usando "MulFold" para otras moléculas de ARN de las 

que se conoce su estructura secundaria por métodos enzimáticos o químicos, 

indican que la posibilidad de encontrar estructuras subóptimas que 

concuerden con los datos experimentales, se encuentra entro 5 y 10 % de 

incremento en la energía. La estructura subóptima en la que encontramos 

el sitio de corte para RNasa III presenta un incremento en energía arriba 

del 11% con respecto a la estructura óptima. Por consiguiente, la creación 

de este sitio nuevo implica que el SW1 en solución, se estructure 

preferentemente como una molécula que teóricamente no es la más estable. 

Para aclarar el funcionamiento del SW1, se puede medir la actividad 

catalítica de la ribozima, sin embargo este experimento no se ha hecho. 

La reducción en la movilidad electroforética depende de la presencia 

del efector positivo, puesto que no se observa cuando se substituye por un 

efector neutro, esto es, con un oligonucleótido no relacionado (CARRIL 5). 

DISECA DEL SW2 (RIBOZIMR fILOSTÉB1CD) Y DEL SW3 

La estabilidad del tallo del SW1, nos condujo al diseño de dos nuevos 

"switches". Con estos nuevos diseños 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 más cortos, 

por lo tanto se emplea solo un oligonucleótido que contiene el promotor de 

T7 ARN polimerasa y mediante extensión y amplificación se obtiene templado 

para transcribir directamente sin necesidad de donar. Un resumen de las 

características 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 Artículo. 

La FIGURA 14 PANEL A, muestra la estructura secundaria más estable 



oligonucleátidos largo total largo asa 	largo tallo 	 ribozima 
g tamaño (bases) 	(bases) 	(bases) 	(bases) 	 (bases) 

	 HAN 

SW I 
sw1-2 82 
sw1-2 76 108 	44 	 25 	 RzCAT3  (39) 

donación y 
transcripción 

SW2 	sw2 108 	91 	34 	 20 	 RzCAT3  (39) PCR y 
transcripción 

SW3 	sw3 108 	 91 	34 	 20 	 RzCAT3  (41) 	PCR y 
apareamiento "wobble" 
entre la U10 y la G62 

un par C-G (G70 y C75) transcripción 

TABLA 2. RESUMEN DE LAS CRRRCTERISTICRS DE LOS TRES SWITCHES MOLECULARES EMPLEADOS EN ESTE 
TRABAJO. 
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FIGURA 13. ESTRUCTURA SECUNDARIA DEL 51111 DOBLADA 
EN PRESENCIA DE SU EFECTOR POSITIVO. El panel A muestra 
la estructura más estable, en la cual la ribozima "hammerhead" 	 G U 
(en mayúsculas azules) se estructura correctamente. El efector 
positivo hibrida completamente con el asa del SW1 (subrayado en 
rosa). El panel B muestra la décima estructura subóptima, en la cual se forma un 
sitio probable de reconocimiento de la RNAasa III (mayúsculas enmarcadas). 
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FIGURR 14. SECUENCIR Y ESTRUCTUR11 SECUNDRR111 DEI SW3 E 
INTEROCC1ON ENTRE IR 111130Z11111 Y SU SUUSTRIITO. En en panel A se 
muestra la estructura secundaria más estable generada por el programa 
MulFold (Zuker, 1989; Jaeger, et al., 1989). La molécula doblada contiene 
(desde el extremo 3' hacia el 5' en mayúsculas negras) 41 nucleótidos 
que comprenden la región catalítica más un par G-C y los brazos de la 

ribozima hammerhead [derivada de la ribozima Hammerhead RZCAT3 

(Haseloff y Gerlach, 1988)] seguida por la región que reconoce el afectar 
(34 nucleótidos en minúsculas) y finalmente una región de 14 
nucleótidos (mayúsculas) que es complemetaria .a una parte del dominio 
"hammerhead". En esta región, la C, o nucleótido número 10 del SW2, se 
substituye por una U en el SW3 ocasionando un apareamiento de tipo 
"wobble". El panel B muestra esquematicamente la hibridación del SW3, 
con el efector positivo. Esta interacción abre el SW3 y permite la 
estructuración de la ribozima "hammerhear y el apareamiento con el 
substrato. 



generada por el programa "MulFold", para el SW3. El tamaño de este ARN es 

de 91 nucleótidos. La molécula doblada contiene desde el extremo 3', 41 

nucleótidos que comprenden la región catalítica y las secuencias 

flanqueadoras del "hammerhead" complementarias al substrato. Esta 

diferencia de largo entre el motivo "hamrnerhead" descrito en la literatura 

(Hasselof y Gerlach, 1988) y el usado en este "switch" se debe a un 

aumento de un par G-C en la estructura conservada del "hammerhead" (G 70 

y C 75). Este cambio lo sugirió el Dr. Haseloff con la idea de incrementar 

la actividad de corte de la ribozirna. En seguida está una región de 34 

nucleótidos que reconoce el elector positivo y que se estructura 

predominantemente como cadena sencilla. Esta secuencia es idéntica en el 

SW2 y SW3. Finalmente está una región de 15 nucleótidos de largo que es 

complementaria al dominio "hammerhead". Estos 15 nucleótidos más 5 

bases de la región que reconoce el elector, conforman el tallo del SW3 

cuando éste está cerrado. 

MEDICION DE IR ACTIVIDAD CRTRLIT1CR DE CORTE DE LR R1BDZ1MR 
RLOSTERICR 

Para la medición de la actividad catalítica de corte de la ribozima 

alostérica, inicialmente, seguimos las condiciones descritas para la 

ribozima RzcAT3, esto es Tris-HCI 50 mM, pH 8.0, MgCl2  20 mM, con la 

siguiente modificación: NaCI 50 mM para estabilizar el híbrido entre la 

ribozima alostérica y el efector positivo. También empleamos un 

oligonueleótido descrito en la literatura como 'facilitador' (Goodchild 1992). 

La función del facilitador es favorecer el acceso de la ribozima a su 

substrato, sin afectar la velocidad de recambio de la reacción. La secuencia 

del facilitador que usamos en este trabajo incluye los 12 nucleótidos 

previos adyacentes al 3' de la ribozima con secuencia complementaria al 

substrato (FIGURA 14 PANEL A y "Experimental protocol" en el Artículo). 

El substrato de la ribozima alostérica es un ARN de 38 nucleótidos 

(mARN de CAT) de largo obtenido por transcripción in vitro incorporando 

[& 2P]-CTP. (Ver "RNA synthesis" en "Experimental protocol" del Artículo. 



Como resultado de la actividad catalítica de corte de la ribozima alostérica 

sobre el substrato tenemos un fragmento de 22 y otro de 16 nucleótidos de 

largo. La diferencia que observamos en la intensidad de las bandas se debe 

a la menor actividad específica del fragmento de 16 nucleótidos con respecto 

al fragmento de 22 nucleótidos. El porciento de actividad lo definimos 

como: 

% Actividad = [1 - (Co substrato - F / C,substrato 	F))100, 

donde C, es la concentración final de substrato en presencia de Mg" Y 

efector positivo, C, es la concentración inicial de substrato en ausencia de 

Mg —  o efector positivo y F es el ruido de fondo detectado . 

Los resultados de la actividad catalítica de corte de la ribozima 

alostérica en presencia de 20 mM de Mg**, se muestran en la FIGURA 15 

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 

electores 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 nucleótidos no complementarios a partir del nucleótido 15 y que es 

un nucleótido más corto, la actividad catalítica es de un 4%. Agregando 

ADN cadena sencilla del Pago M13mp19 cortado con Hae III, o ARNt, vemos 

que la actividad de la ribozima alostérica se incrementa hasta 5.4 y 1.2% 

respectivamente. Sin embargo esta actividad aumenta considerablemente 

hasta 27.3 y 29.7% si cualquiera de estos dos ácidos nucléicos no relacionados 

se mezcla con el efector positivo. Comparando los carriles 14 y 15 con el 

12 y 13 , observamos claramente que la activación de la ribozima alostérica 

depende de la presencia del efector positivo. Hasta aquí podemos decir que 

la ribozima alostérica funciona específicamente aunque con menor actividad 

que la ribozima no alostérica. Es notable la presencia de dos fragmentos 

pequeños en lugar de uno de 16. Durante la transcripción in vitro es común 

obtener productos que son más pequeños o más grandes que el 

oligoribonucleótido deseado (Milligan et al., 1987) La aparición de esta 

banda extra puede ser la consecuencia de una copurificación del los ARNs 

38 y 39, que después del corte resultan en fragmentos de 16 y 17 nucleótidos 

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 MgC12. Todas las 
reacciones contienen 2 pM de substrato radioactivo y 3 piM de facilitador. La 
concentración inicial de ribozimas control y alostérica es de 1 piM y la de efector es 
de 5 p1M. Carril O, ribozima alostérica sin elector positivo. Carriles 1 y 2, ribozima 
control. Carriles 3 y 4, ribozima alostérica con elector positivo. Carriles 5 a 10, ribozima 
alostérica con diferentes electores no relacionados. Carril 11, ribozima alostérica y 
efector positivo con 4 bases no complementarias. Carril 12, ribozima alostérica y ADN 
cadena sencilla del lago M13. Carril 13, ribozima alostérica y ARNt, Carril 14, ribozima 
alostérica, ADN cadena sencilla del lago M13 y elector positivo. Carril 13, ribozima 
alostérica, ARNt y elector positivo. 
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Las condiciones de reacción empleadas en el experimento descrito 

antes, si bien muestran una actividad catalítica de corte de la ribozima no 

alostérica comparable con el 71% reportado para Rzej,T3 (I-lasseloff y Gerlach, 

1988) no favorecen a la ribozima alostérica. Esta baja actividad puede 

deberse a la formación de multímeros entre dos o más 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 multímeros de dos a más moléculas 

abiertas quedando constreñida una de las ribozimas. El resultado de esta 

estructuración es una menor actividad catalítica de corte de la ribozima 

alostérica. Ya que los cationes divalentos como el Mg" son muy efectivos 

estabilizando la doble hélice de ARN (Pan et al., 1993) cabe la posibilidad 

que durante la reacción de corte que depende de Mg", la ribozima alostérica 

forme multímeros no activos. Por lo tanto, analizamos la formación de 

multímeros en presencia de 20 mM de Mg—, empleando electroforesis en 

geles no desnaturalizantes. 

ERPERIMENTOS DE RETARDAMIENTO 

La formacion de híbridos entre dos a más 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 híbridos durante la electroforesis. En ausencia de híbridos, la molécula 

analizada presenta una migración característica. Sin embargo la formación 

de híbridos entre dos moléculas iguales o una diferente se observa como 

un retardamiento en la migración. 

En los experimentos que se describen a continuación se analizan por 

un lado, la formación de híbridos entre los "switches" y su efector positivo 

(monómero), además de la formación de multímeros entre dos o más 

"switches" abiertos. 

La formación de monómeros y multímeros del SW2 en _presencia de 20 mM 

de Mg" la analizamos en la FIGURA 17. El apareamiento entre la ribozima 
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FIG111111 16. FORO OC1ON UE DIME1105. La formación de dimeros entre dos 
switches moleculares abiertos, restringe el dominio de la ribozima 
hammerhead de una de las dos moléculas, Esta estructuración resulta en 
una reducción del número 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 MgC12. El gel de retardamiento 
muestra que la ribozima alostérica forma multímeros de mayor peso molecular 
cuando se aparea específicamente con el elector positivo en presencia de 20 mM 
de MgCl2. El 52 % de la concentración de ribozima alostérica inicial, forma una 
estructura monomérica. Carril 1, 0.5 plvi de ribozima alostérica. Carril 2, 0.5 pM 
de ribozima alostérica en presencia de 2.5 pM de elector positivo. Carril 3 a 5, 
0.5 pM de ribozima alostérica en presencia de 2.5 pM de 3 diferentes electores 
neutros (ADN no relacionados), respectivamente. 



alostérica y el efector positivo (CARRIL 2), ocasiona un cambio 

conformacional que tiene como consecuencia una pequeña reducción de la 

movilidad electroforética del SW2 marcado radioctivarnente. En presencia 

del efector positivo, el 52% de la concentración inicial de ribozima alostérica 

se encuentra en forma de monómero, el resto se encuentra formando varios 

multímeros. Las formas de mayor peso molecular (trímeros y tetrámeros), 

dependen de la presencia del efector positivo. 

Por otro lado, en ausencia del efector positivo, se observa en todos 

los carriles, la formación de una estructura con un peso molecular mayor 

que el monómero. La formación de esta estructura (que podría ser un 

dímero), puede ser una consecuencia del equilibrio dinámico que existe 

entre el estado de cerrado y abierto del "switch" molecular en solución, lo 

que permite que una proporción de moléculas de "switch" se encuentre 

abierta y pueden estructurarse en ausencia de efector positivo. 

La reducción en la movilidad electroforética del monómero depende 

de la presencia del efector positivo, puesto que no se observa cuando éste 

se sustituye por diferentes efectores neutros (CARRILLES 3 a 5). 

La concentración de Mg** usada para permitir la actividad catalítica 

de corte de la ribozima alostérica, favorece la estructuración de multímeros 

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 

monómero, es hacer menos estable el tallo del "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 más débil tipo "wobble". Es a esta molécula a la que 
llamamos SW3. 

La conformación del SW3 en presencia de 20 mM de Mg** la analizamos 

usando electroforesis en geles no desnaturalizantes (FIGURA 18). El 

apareamiento entre el SW3 y el efector positivo (CARRIL 2) ocasiona un 

cambio conformacional que tiene como consecuencia una pequeña reducción 

de la movilidad electroforética del SW3. El 81% de la concentración inicial 

de SW3 se encuentra formando una estructura monomérica. Asi pues, como 

consecuencia de la formacion de una doble hélice más 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 MgC12. El 80 % de la concentración 
de ribozima alostérica inicial, forma una estructura monomérica. Carril 1, 0.5 uM 
de ribozima alostérica. Carril 2, 0.5 uM de ribozima alostérica en presencia de 
2.5 µM de efector positivo. Carril 3 a 5, 0.5 gM de ribozima alostérica en 
presencia de 2.5 vitv1 de 3 diferentes electores neutros (ADN no relacionados), 
respectivamente. 



SW3, la concentración de monómeros es mayor. A menor constricción, la 
actividad de la ribozima presente en el SW3 debe ser mayor comparandola 
con ribozima alostérica. Desafortunadamente, la ribozima "hammerhead" 
contenida en el SW3 no tuvo actividad catalítica. La presencia del par 
G,c/C75  en la secuencia conservada del "hammerhead" (FIGURA 14, PANEL 
B), aparentemente, inhibió su actividad de corte. 

Otra manera de contender con la estructuración no deseada de la 
ribozima alostérica es disminuir la concentración de Mg** durante la reacción 
de corte. 

Concentraciones de Mg" de 10 mM se emplean exitosamente para 
probar la actividad catalítica de corte de ribozimas tipo "hammerhead", 
por lo tanto cambiamos el "buffer" descrito para la RzcAr3 por uno que 
contiene Tris-HCI 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 monómero. Observamos en este 
experimento que basta incrementar la concentración del efector positivo 5 
veces para que el "switch" molecular se abra. 

ACTIVIDAD CATIILITICA CON Mg** 10 mM 

La actividad de la ribozima alostérica se monitoreó, empleando el 
"buffer" con 10 mM de Mg". Estos resultados se describen en la FIGURA 2, 
del ARTICULO. 
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FIGURA 19. Experimento de retardamiento de la ribozima alostérica con 
10 mM de MgCl2. Los geles de retardamiento muestran 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 MgCl2. Carril 1, 
0.5 µM de ribozima alostérica. Carril 2 a 5, 0.5 1_1M de ribozima alostérica con 0.5, 
2.5, 5, y 10 11M de efector positivo. La ausencia de dímero en estas condiciones 
contrasta con los resultados obtenidos con 20 mM de MgC12 



INMODILIZIICION DE LO RIDOZIMII ALOSTERICO 

La inmovilización de la ribozima alostérica tiene como objetivo el 
evitar la formación de estructuras diferentes al monómero, además 
demostrar que una ribozima alostérica inmovilizada conserva su actividad. 

Se inmovilizaron tanto la ribozima no alostérica como la alostérica 
sobre una matriz que tienen grupos amino, mediante la oxidación, 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 
analizarnos en la FIGURA 21. Las condiciones para medir la actividad 
catalítica de corte de las ribozimas son las mismas descritas en el Artículo 
en la sección "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 
catalítica de corte de las ribozimas no alostérica y alostérica en solución: 

En el carril 1, hay ribozima alostérica sin afectar 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 preparación que se empleó en todos los 
experimentos descritos previamente (preparación A). En los carril 4 y 5 se 
muestra la actividad de la ribozima alostérica de la preparación que 
empleamos para inmovilizar (preparacion B), sin y con efector positivo, 
respectivamente. 

La actividad que presentan las preparaciones A y B, es de 13 y 14% 
respectivamente. Esta comparación la hacemos ya que se requiere una 
cantidad considerable de ARN (alrededor de 50 lig) para inmovilizar por lo 
que preparamos más ribozima alostérica y según 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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FIGURO 20, 1.0 RIBOZIMB RIOSTEHICII INMOVILIZADA NO FORMA DINIEROS. 
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. 



RIBOZIMAS 	 RIBOZIMAS 
EN SOLUCION 	 INMOVILIZADAS 

RA RnA RA RA RA RnA RA RA 

1 1 	2 3 7---71 6 7 8 

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 Affigel-Hidrazida se compara con la actividad 
de corte mostrada en solución. El buffer usado es Tris-HCI 50 mM pH 7.5, NaCI 50 
mM y MgCl2 10 mM. La concentración inicial de substrato es 1 pM. La relación 
molar entre la ribozima alostérica y el elector positivo es de 1:5. Carril 1 al 5, 0.5 
pM de ribozimas en solución: 1) ribozima alostérica (preparación A) sin elector 
positivo; 2) ribozima no alósterica; 3) ribozima alostérica (preparación A) con elector 
positivo; 4) ribozima alostérica (preparación 8) sin elector positivo; 5) ribozima 
alostérica (preparación 13) con elector positivo. Carriles 6 al 8, ribozimas 
inmovilizadas: 6) 0.5 pM de ribozima no alostérica, 7) 0.5 pM de ribozima alostérica 
(preparación 8) sin elector positivo; 8) 0.5 pM de ribozima alostérica (preparación 13) 
con elector positivo. RnA: ribozima no alostérica, RA: ribozima alostérica. 



Artículo), es menor. La diferencia radica en que el substrato usado en cada 

uno de estos experimentos proviene de una preparación distinta y aunque 

en ambos casos se emplea la misma metodología, los ARNs que se obtienen 

en cada ocasión no se cortan con la misma eficiencia. Este comportamiento 

puede ser una consecuencia de la purificación 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 catalítica 

de corte de la ribozima no alostérica en solución (CARRIL 2), la enzima 

inmovilizada es aparentemente 35% mas activa. En los carril 7 y 8 se 

muestra la actividad de la ribozima alostérica (preparacion B) sin y con 

efector positivo. El corte del substrato por la ribozima alostérica 

inmovilizada es de 11%. Esta actividad es un tanto menor a la que presenta 

la ribozima alostérica no inmovilizada (CARRIL 5). 

La actividad catalítica de corte de la ribozima alostérica depende de 

dos hibridaciones: la primera entre la ribozima y el elector positivo y la 

segunda entre la ribozirna estructurada y su substrato. Una baja actividad 

de la ribozima inmovilizada puede deberse a una cinética de hibridación 

mas lenta. Por otro lado, es posible que parte del substrato o fragmentos 

del mismo después del corte se queden unidos inespecíficamente a la 

matriz. Un pegado inespecífico del substrato nos llevaría a una subestimación 

de la actividad catalítica de corte de las ribozimas inmovilizadas. 

Lo más relevante en este experimento es la demostración de tener 

ribozimas inmovilizadas funcionales. Un manejo adecuado de la medición 

de la actividad dependerá del diseño experimental de futuras aplicaciones 

de ribozimas inmovilizadas. 



"MULFOLU" COMO IIERRAMIENTO DE PRITOICCION 

De manera teórica se analizó 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 sola molécula de ARN a la 

vez. Asi que para analizar la interacción del "switch" con el elector la 

secuencia de cada uno de los "switches" se unió a la secuencia de su 

efector positivo mediante 8 nucleótidos no específicos marcadas como N 

dentro de la secuencia. Cada uno de estos ARN se doblaron en estructuras 

con la mínima energía (se ejemplifica para el SW1 en la figura 13). 

Tambien calculamos la energía mínima de la estructura secundaria 

del efector positivo para cada uno de los "switches" y del efector imperfecto 

para el SW2. La energía mínima que presenta el efector antes de hibridar 

al "switch'', se debe considerar sumada a la energía mínima del "switch" 

cerrado, puesto que tanto la estructura del "switch" como la del efector se 

interrumpen en el momento de la hibridación. 

De los resultados de estos doblados podemos señalar lo siguientes 

puntos (TABLA 2): 1). El resultado de la diferencia del valor de AG del 

"switch" abierto menos la suma de la AG del "switch" cerrado más la AG 

del elector antes de hibridar [A(AG)1, nos muestra una estabilidad mayor 

que coincide con un mayor número de estructuras positivas es decir 

estructuras secundarias en fas que se encuentra totalmente hibridado el 

elector a su región complementaria en el "switch". 2) Un mayor valor de A 

(AG) correlaciona con el mejor funcionamiento del estado 'abierto' o 'cerrado' 

monitoreado experimentalmente para cada uno de los "switches". La á (AG) 

más estable es la del SW3. El 81% del SW3 se encuentra en forma de 

mónomero, comparada con el 52% del SW2 siendo su valor de á (AG) menos 

estable. La actividad de la ribozima alostérica en presencia del efector 

positivo es de 43% (A (AG) más 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. Además el 

número de estructuras positivas es igual al del SW3. La medicíon de la 



á(áG) 
SUMA DE LA 	 ABIERTO- 

SWITCH 	AGCERRADO A G EFECTOR aGABIERTO ár-̂3  CERRADO' a G EFECTOR (CERRADO +EFECTOR) No, 	FUNCIDNAMENTO 
MOLECULAR 	(kcal/mol) 	(kcaYmor) (8) 	(kcal/mol) (1) 	 (kcal/mol) 	 (kcalimoI) 	(2) 

SW3 -33.7 -7.8 -72.7 -41.5 -31.2 10 51 	(3) 

SW2 -36.5 -7.8 -72.6 -44.3 -28.5 9 SI 	(4) 

SW2/Ei(5) -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 efectora en cis se doblaron usando el 
programa MulFold Zuker. 1989; Jaeger, et al., 1989). 
2.El número (No.) de estructuras secundarias que mostraron la hibridación correcta entre el asa del switch molecular 
y el efector. 
3. El funcionamiento del SW3 se presenta en base a experimentos de retardamiento. 
4. El funcionamiento del SW2 se presenta en base experimentos de retardamiento y a la actividad de corte de la 
ribozima "Hammerhead" estructurada el abrirse el switch. 
5. Se refiere a la interacción entre el SW2 y el efector imperfecto (El). 
6. El funcionamiento del SW2 en presencia de El se presenta con base en la actividad de corte de la ribozima 
"Hammerhead" estructurada el abrirse el switch. 
7.E1 funcionamiento del SWI se presenta en base a la actividad de la RNasa 111 sobre el ARN doble cadena.No se 
midió la actividad de la ribozima. 
8_ La AG del efector antes de aparear con el SW. 



actividad de la ribozima de este "switch" aciarararia si el SW1 funciona 

correctamente. 

Este no es un estudio sistemático, puesto que no es uno de los 

objetivos de este trabajo definir el poder de predicción del "MulFold", sin 

embargo á (SG) pudiera ser indicativo del funcionamiento de un "switch" 

molecular. Un estudio más a fondo del valor de "MulFold" para predecir la 

actividad de ARNs catalíticos pequeños se reportó recientemente (Denman, 

1993). 

USO DE MARCADORES FLUORESCENTES EN ENSAYOS QUE INVOLUCRAN 
ACIDAS NUCLEICOS 

Uno de los intereses de estudio, en el laboratorio del Dr. Lizardi es la 

creación de nuevos métodos para diagnóstico basados en ensayos de 

hibridación de ácidos nucléicos en que la detección se lleva a cabo empleando 

compuestos fluorescentes. Este concepto puede ser aplicable para medir la 

actividad de una ribozima, por lo que a continuación 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 alostérica. 

La gran mayoría de los ensayos basados en hibridación de ácidos 

nucléicos son de tipo heterogéneo, es decir el oligonucleótido detector 

está unido a un soporte insoluble. El material que no hibrida puede ser 

lavado exaustivamente de tal forma que sólamente los híbridos entre la 

sonda y el blanco son detectados. Por otro lado, en los ensayos de tipo 

homogéneo la hibridación procede en solución y se caracterizan porque la 

señal detectada inicialmente se ve alterada como una consecuencia de la 

hibridación. Los ensayos homogéneos aunque menos sensibles tienen la 

ventaja de no requerir un soporte insoluble, lo que reduce la manipulación 

durante el ensayo y elimina el problema que genera el pegado inespecífico 

del detector al soporte (Morrison et al., 1989). 

El ensayo con marcadores fluorescentes emplea dos sondas de ADN 
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FIGURA 22. FORMOTO NO COMPETITIVO PORO UN ENSOY0 110MOGENEO. 
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 absorción 
de luz produciendo fluorescencia. La otra sonda esta marcado con un 
compuesto (Q) que puede interactuar con E mediante su hibridación al 
blanco, disminuyendo la eficiencia de emisión de F o emitiendo luz con 
diferente longitud de onda. 



complementarias a regiones contiguas del blanco (FIGURA 22). Uno de los 

detectores está marcado con un compuesto fluorescente (F) que puede ser 

excitado por absorción de luz produciendo fluorescencia. La otra sonda 

está marcado con un compuesto (0) que puede interactuar con F alterando 

su emisión de luz, resultando en una disminución de la eficiencia de emisión 

de F. A este fenómeno se le llama "quenching". La eficiencia del "quenching" 

depende de la distancia entre F y O. En general, en un ensayo los detectores 

en solución se encuentran en baja concentración y tan alejados uno del 

otro que no se encubre la fluorescencia. Sin embargo, cuando las sondas 

hibridan en regiones contiguas del blanco las marcas están lo 

suficientemente juntas para interactuar. La disminución de la señal 

fluorescente es entonces una medida de la hibridación 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, rápida y sin emplear radioactividad. 

DISEÑO ERPERIMENTFIL DE 111 MEOICION DE LA ACTIVIDAD DE CORTE 
DE LA MUNA RIOSTÉRICH MEDIANTE EL USO DE FLUORESCENCIA 

Basándonos en un sistema homógeneo no competitivo, diseñamos un 

ensayo para medir la actividad catalítica de corte de la ribozima alostérica 

midiendo el cambio en la señal fluorescente como consecuencia de una 

hibridación entre oligonucleótidos fluorescentes y el substrato de la 

ribozima. Este ensayo usa dos sondas contiguas con secuencia 

complementaria al substrato de la ribozima. Uno de los oligonucleótidos 

contiene en el extremo 3' un dabcilo (0). El otro oligonucleótido contiene 

en el extremo 5' una cumarina (F). La marca F puede ser excitada por la luz 

y producir fluorescencia mientras que la marca O puede interactuar con F 

disminuyendo su eficiencia de emisión de luz. Cuando los dos oligonucleótidos 

hibridan con el substrato los fluoróforos se acercan de tal forma que la 

fluorescencia emitida por F se encubre por Q y no hay señal fluorescente. 

Corno resultado de la actividad catalítica 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 FLUORESCENTES 1) Se Haya a cabo 
la reacción de corte de la ribozima . 2) Se añaden los oligonticledidos fluorescentes 3) Los oligonucleátidos hibridan 
tanto con los fragmentos como con el substrato sin cortar. La fluorescencia detectada es proporcional a la fracción 
de substrato corlado. 



corta justo en la posición que separa a F de O. La señal fluorescente 

emitida será indicativa de la actividad de corte de la ribozima. El ensayo 

homogéneo de hibridación con marca fluorescente funciona bien en un 

intervalo de 10 nM y 1 nM de concentración de sondas y en relaciones 1:1 

de F y O. 

El diseño de los pasos para esta detección se muestran en la FIGURA 

23. Se lleva a cabo la reacción de corte enzimático por la ribozima de la 

manera ya establecida. A los 10 1.11 de la reacción de corte se le agrega 

EDTA para quelar el Mg—  y así evitar que fragmentos del substrato o 

substrato sin cortar queden unidos a la ribozima. La hibridación no 

competitiva se haría de forma similar a como lo describe Morrison para un 

ensayo competitivo(1989), utilizando los oligonucleótidos F y Q en relación 

de 1:1 can respecto al substrato, desnaturalizando las muestras a 85 °C 

durante un minuto y permitiendo enfriar hasta la temperatura de hibridación 

y tranferir a una placa tipo ELISA. En ausencia de corte los oligonucleótido 

marcados hibridan al substrato, adyacentes uno al otro, bloqueándose, asi, 

la señal fluorescente. Si el substrato se cortó, la señal fluorescente 

detectada dependerá de la hibridación entre el fragmento 5' del substrato 

y oligonucleótido marcado con la fluoresceina y será representativa de la 

actividad catalítica de corte de la ribozima. La concentración de fluoróforo 

empleado en este ensayo, teóricamente permite su detección utilizando un 

espectrofluorímetro para leer una placa con formato tipo ELISA. El tiempo 

que consumiría este ensayo después de la reación de corte podría ser de 

aproximadamente 1 hora, Uno de los posibles problemas de este ensayo 

sería un efecto de "quenching" debido a una alta concentración de fluoróforos 

en solución en ausencia de muestra. En este caso la reacción de corte, se 

puede diluir hasta una concentración que use menos oligonucleótidos 

marcados sin salirse del intervalo de detección mínima del 

espectrofluorímetro. 
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DISCUS1ON 

La facilidad que tiene el ARN de aparearse consigo mismo o con 

moléculas de ADN nos permitió crear una ribozima alostérica. Hasta el 

momento ninguna ribozima alostérica se había descrito en la literatura. 

El diseño de la ribozima alostérica está basado en una estructura de 

ARN denominada "switch" molecular, que cambia de conformación al hibridar 

con una molécula de ADN con secuencia complementaria. 

La región catalítica de una ribozima tipo "hammerhead", forma parte 

del "switch" molecular de tal forma que no se permite su estructuración. 

Cuando el "switch" molecular forma un duplex con un polinucleótido con 

secuencia complementaria al que llamarnos efector positivo, sufre un cambio 

conformacional que libera a la ribozima "hammerhead" de su constreñimiento. 

Este es un sistema basado en el diseño de apareamientos específicos 

entre una molécula de ARN y un oligodesoxinucleótido, que tienen la gran 

ventaja de permitir cambiar por un lado, la secuencia de la región 

complementaria con el efector positivo, y por el otro, la secuencia de la 

ribozima. 

Para llegar a una ribozima alostérica funcional se requirió del diseño 

de tres "switches" moleculares en los cuales se modificaron los tamaños y 

las secuencias tanto del asa como del tallo. Para el diseño de estos 

"switches" nos apoyamos en el programa de doblado del ARN "MulFold". 

Estudies para determinar la hibridación entre ADN antisentido y un 

blanco de ARN, indican que a mayor estructuración menor es la afinidad del 

oligonucleótido antisentido por su blanco (Lima et al., 1992). Este concepto 

se puede aplicar al diseño de "switches" moleculares, de tal forma que una 

nula o mínima estructuración en el asa del "switch" molecular es deseable 

para que la hibridación entre el elector positivo y el "switch" molecular 

sea eficiente. De los tres "switches" moleculares analizados, el asa del 

SW1 presenta mayor estructuración que el SW2 y el SW3. Sin embargo, en 

base a las LIG de las estructuras con la mínima energía, de los "switches" 

abiertos, ("switch" molecular más efector), la estructura formada entre el 



SW1 y su efector es más estable que las correspondientes estructuras 

para el SW2 y el SW3. Por otro lado, el valor arbitrario de MAG), nos 

muestra una estabilidad mayor que coincide con un mayor número de 

estructuras positivas. A mayor número de estructuras positivas y un valor 

de A(AG) más estable, el funcionamiento de los switches es mejor. Los 

valores de rs(AG) para el SW1 indican la posibilidad de que el "switch" se 

abra. Los datos experimentales muestran que sí hay un retardamiento del 

SW1 en presencia de su efector, sin embargo, esta estructura es substrato 

de la RNasa 111, por lo que es probable que el tallo no se encuentre totalmente 

separado. Sin embargo, el experimento con RNasa 111 no es definitivo. 

Midiendo la actividad de la ribozima de este "switch" se definiría si el 

SW1 está totalmente abierto, por lo tanto la digestión con RNasa 111 no 

debe emplearse como único criterio para definir la conformación de un 

"switch" molecular. 

Así pues, el valor A(sG) puede ser usado corno un indicador del 

funcionamiento correcto de un "switch" molecular. El programa "MulFold" 

no es predictivo, pero si nos proporciona información útil para el diseño de 

ribozimas alostéricas activas. 

La baja actividad de la ribozima alostérica en presencia de 20 mM de 

Mg**, bien podría deberse a la formación de estructuras no monoméricas 

inactivas. El uso de apareamientos tipo "wobble", secuencias ricas en A y U 

o más cortas, deben considerarse para el diseño de tallos menos estables 

que faciliten el cambio conformacional del "switch" en presencia del efector 

de manera específica. En el caso de este trabajo, el cambio de un par G/C 

en el SW2 por un par G/U en el SW3, incrementó la presencia de estructuras 

monoméricas de un 52% hasta un 80 %. La estabilización de estructuras 

secundarias de ARN se favorece con la presencia de cationes divalentes. 

Una menor concentracion de Mg—  en la reacción de corte resultó en una 

mayor actividad de la ribozima alostérica, probablemente debido a la 

disminución de estructuras inactivas. Sin embargo, en el caso particular 

de la ribozima Rzem3, parece ser menos activa en presencia de 10 mM de 

Ny'. El uso de Mn —  u otros cationes divalentes, en lugar de Mg", podría 

incrementar la actividad de la ribozima alostérica ya sea con base en una 

menor formación de estructuras inactivas o mejorando la actividad del 

motivo "hammerhead" per se 

La diferencia en la 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 transcripción y purificación en geles 

desnaturalizantes de poliacrilamida, se ha substituido por prácticamente 

la misma molécula obtenida por síntesis química. Este substrato sin purificar 

no se cortó, por lo que se purificó por HPLC, geles desnaturalizantes de 

poliacrilamida e intercambio íonico. Solo en el caso de intercambio jónico 

y en una ocasión se obtuvo un susbtrato que pudo ser cortado por la 

ribozima. El ARN sintético probablemente está contaminado con un 

componente químico que inhibe la reacción y los métodos de purificación 

empleados no lo separaron del substrato. 

Una aplicación práctica de un ARN obtenido por síntesis química 

puede ser el uso de un substrato para una ribozima que incluya un fluoróforo 

y su par que interrumpa la señal fluorescente, flanquendo el sitio de corte 

lo cual facilitaría la medición de la actividad, ya que la señal fluorescente 

aparecería como un efecto directo do la actividad de corte en un ensayo de 

tipo competitivo (Morrison et al. 1989). 

La posibilidad de inmovilizar ribozimas y que éstas conserven su 

actividad, abre la posibilidad de usarlas en un sistema de diagnóstico en el 

cual la ribozima alostérica se encuentre inmovilizada. La idea general es 

que la ribozima alostérica sea activada por un blanco específico presente 

en una muestra. biológica. Para este tipo de ensayo se puede emplear una 

ribozima alostérica quimera de ADN/ARN, ya que son resistentes a la 

degradación por nucleasas (Yang et al. 1990). Para detectar la señal se 

puede usar un substrato, que también puede ser una quimera de ARN/ADN, 

con marcadores fluorescentes. Dado que la ribozima alostérica es un sistema 

versátil, el motivo catalítico se podría substituir por una ribozima obtenida 

por selección in vitro capaz de catalizar la formación de un compuesto 

colorido o fluorescente. 

La utilidad de la ribozima alostérica se puede extender prácticamente 

a todos los usos que actualmente tienen las ribozimas. Como ejemplo se 

puede mencionar la inactivación de mensajeros en sistemas in vivo. Una de 

las estrategias más prometedora implica la síntesis in vitro de ribozimas 

quimeras de ARN y ADN para ser posteriormente introducidas en las células. 

Estas ribozimas pueden cortar un blanco de ARN mediante el dominio ARN 

de la ribozima, además de que los híbridos ARN/ADN formados entre el 



blanco y la ribozima, son substrato para la ARNasa H. El uso de una ribozima 

híbrida se estudia actualmente para el tratamiento de leucemia mielógena 

crónica (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 célula 

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 respuesta a la presencia de una molécula efectora específica. 

Una ribozima alóterica sería de utilidad in vivo para estudiar la 

expresión genética a nivel celular. Por ejemplo, se infiere que el producto 

del gene c-fos está implicado en muchos procesos celulares dentro de los 

que se incluye la síntesis de ADN, la transducción de señales y la resistencia 

a agentes antineoplásicos (Kashani-Sabet, et al., 1991). La destrucción del 

ARNm de cualquiera de los genes implicados en algunas de esas vías como 

consecuencia de la actividad de una ribozima alostérica activada por el 

ARNm de c-fos, podría aportar más información acerca de la modulación 

genética de las vías metabólicas relacionadas con c-fos. Una ribozima 

alostérica también puede ser útil para el estudio de la expresión diferencial 

de familias de genes. Tal es el caso de la glutamino sintetasa de frijol. 

Esta enzima está codificada en el núcleo, por cuatro genes muy relacionados 

denominados glna, 	glny presentes en el citosol y gine) que se encuentra 

en citosol como un polpéptido precursor que posteriormente se localiza en 

cloroplastos (Cullimore y Bennet, 1992). Para estudiar si la expresión del 

gen gln8 está relacionado con la fotosíntesis, se puede emplear una ribozima 

alostérica activada por un ARNm expresado durante fotosíntesis como el, 

ARNm de la subunidad pequeña de la ribulosa bifosfatocarboxilasa (Rubisco), 

también presente en citosol. La destrucción del ARNm de gln8 como 

consecuencia de la actividad de una ribozima alostérica activada por el 

ARNm de la subunidad pequeña de Rubisco, podría aportar mas información 

acerca de la regulación 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 activación de la ribozima alostérica está limitada 

a su unión a un ácido nucléico. Sin embargo, con la metodología de selección 

in vitro, se puede ampliar la variedad de efectores positivos. Hasta el 



momento, se han desarollado varios experimentos para seleccionar ácidos 

nucleicos que se unen a ligandos y los resultados indican que hay pocas 

limitaciones en cuanto a lo que un ácido nucleico puede reconocer. A estos 

ácidos nucleicos se les conoce como aptámeros. Dentro de los aptámeros 

más estudiados están algunos ARN seleccionados para reconocer 

especificamente colorantes orgánicos, esto es un ARN que se une a un 

colorante y que no puede unirse a otro aún siendo su estructura similar 

(Ellington y Szostack 1990). Un ARN también puede unir D-triptofano 

especificamente de entre una mezcla de D- y L-triptofano (Famulok y 

Szostack, 1992). También se han podido selecionar ARN que pueden formar 

estructura de triple hélice al unirse a un ADN doble cadena (Peí et al., 

1991). Extrapolando la metodología de selección in vitro a la ribozima 

alostérica, las posibilidades de seleccionar una ribozima alostérica que 

presente una superficie que interactue específicamente con un compuesto 

dado, es factible. Esto es, si partimos de una biblioteca de ARN en la cual 

la región que reconoce el efector es una secuencia aleatoria se podría 

seleccionar una ribozima alostérica que se activa como consecuencia de su 

unión a un aminoácido, a ligandos específicos o a ADN doble cadena. 

Los "switches" moleculares tienen un tamaño moderado por lo tanto 

una ribozima pequeña, resulta más adecuada para el diseño de una ribozima 

alostérica. Esto podría ser una limitante si se piensa en ribozimas de 

mayor tamaño. Actualmente los ARNs con actividad catalítica novedosa o 

los aptámeros son moléculas de alrededor de 200 bases de largo, sin 

embargo, el sitio de unión a un ligando o el sitio catalítico parece estar 

limitado a unas cuantas bases. La región crítica para el reconocimento de 

colorantes orgánicos es de 20 a 30 bases (Ellington y Szostack 1990). El 

aptámero mínimo que reconoce ATP comprende una estructura de 35 

nucleótidos (Lorsch y Szostack 1994). En el caso del ARN con actividad de 

isomerasa (Prudent et al. 1994) 25 nucleótidos parecen importantes en la 

estructuración y en la catálisis. Este es un campo de investigación muy 

novedoso y productivo y cabe la posibilidad de tener en un futuro cercano 

una variedad de ribozimas pequeñas. La ribozima alostérica es un sistema 

basado en el diseño de apareamientos específicos de un ARN y por lo 

mismo, tiene la gran ventaja de permitir cambiar la secuencia de la región 

catalítica, lo que permitirá en un futuro el diseño de nuevas ribozimas 

alostéricas. 
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