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RESUMEN

Se prepararon nucvas moléculas de RNA que contienen una sonda
diagnéstica para cl pardsito protozoario Trypanosoma cruzi cmbebida dentro de
la secuencia del RNA MDV-1, que cs un templado natural para la RNA polimerasa
RNA-dirigida, Ia QB replicasa. Los RNAs recombinantes resultantes son
bifuncionales en el sentido que, funcionan como sondas de hibridacién y como
templados para la amplificacién exponencial por incubacién con la replicasa de
QB. La secuencia sonda se insert$ dentro de un tallo y asa que s encuentra en el
exterior del RNA MDV-1. Dos reacciones de QB replicasa iniciadas con 15.2 pg
del RNA MDV'ICII y 14.9 pg del RNA MDV'TC17 cada una (108 moléculas),
produjeron apenas 190 y 263 ng de RNA recombinante producto en 30 minutos.
Esto representa 12,500 y 17,700 veces de amplificacion, respectivamente
comparado con un billon de veces de amplificacion del RNA MDV-1 o de otros
RNAs recombinantes como MDVMal22 o MDVHIV20. Los RNAs recombinantes
MDVTCI11 y MDVTCI7 replican menos eficientemente que el RNA MDV-1.
Probablemente s6lo una fracciéon de las moléeulas iniciales en cada una de estas
reacciones de replicacién, sirve como templado para la sintesis de un gran nimero
de copias de RNA. Nuestros resultados demuestran que no todos los RNAs
recombinantes posecn caracleristicas de replicabilidad similares al RNA MDV-1 y
que hasta que se obtiene una molécula con estas caracteristicas es que se vuelve
factible ¢l emipleo de estos RNAs replicables en ensayos diagnésticos altamente
sensibles, donde servirin como sondas especificas y como grupos reporteros
amplificables. Un ensayo modelo, que utiliza el RNA replicable MDVHIV20, para
la deteccion del virus HIV-1 mostré una sensibilidad de 10,000 moléculas de
blanco (Lomeli y col., 1989).



INTRODUCCION

El mecanismo de la sintesis de RNA por la replicasa de QB ha sido ampliamente
estudiado por el Dr. Fred R. Kramer y el Dr. Donald Miils del Instituto de
Investipaciones en Salud Piblica de la Ciudad de Nueva York y de la
Universidad del Estado de Nueva York. Su trabajo ha estado dirigido hacia el
entendimiento del papel que tiencn secuencias especificas y estructuras
secundarias en el control del proceso sintético. Su trabajo responde
esencialmente a cuil es Ia manera en que ¢l templado controla [a unién de la
polimerasa, como ocurre la iniciacion de la replicacién, cuil es a velocidad y
fidelidad de la polimerizacion, cdmo es que acurre la separacion del producto y el
templado y cémo ocurre la terminacion de la sintesis.

L Sintesis de RNA in vitro por la replicasa de QB.

La replicasa det fago QB es una RNA polimerasa RNA-dirigida de 215,000 de
peso molecular, extremadamente estable y capaz de sintetizar diez millones de
copias de un templado de RNA en 10 minutos. La replicasa de QB fue aislada por
primera vez de Escherichia coli infectada con el bacteriofago QB (Haruna y
Spiegelman, 1965a). Estid constituida por cuatro polipéptidos y s6lo uno de ellos
es codificado por ¢l RNA viral (Kamen, 1970; Kondo y col., 1970). Los otros tres
polipéptidos son proteinas de Escherichia coli, y han sido identificadas como los
factores de clongacidn, Tu y Ts, de la sintesis de proteinas (Blumenthal y col.,
1972) y la proteina ribosomal S1 (Wahba y col., 1974). La enzima es
extremadamente sclectiva para sus propios templados (Haruna y Spiegelman,
1965a). Promucve la sintesis de la cadena sencilla del RNA de QB8 (Haruna y
Spiegelman, 1965a) para producir un RNA viral infectivo (Spiegelman y col.,
1965). Se encontrd que, ¢l polipéptido codificado por el RNA viral esta
involucrade en el reconocimiento especifico del templado de RNA y la
elongacién de la cadena producto (Landers y col., 1974). Recienlemente, se
cloné cste gene viral en Escherichia coli 'y por lo tanto, ahora cs posible
purificar la replicasa de QB de bacterias tranglormadas con cste pldsmido (Mills,



1988). La funcidn de la proteina ribosomal S1 parece ser la unién del templado de
RNA y cl relajamicnto de la estructura secundaria durante la replicacion (como
una helicasa) (Blumenthal y Carmichael, 1979; Cole y col., 1982) mientras que, los
factores Tu y Ts, estan involucrados en la iniciacién de la cadena producto. La
regidn funcional del factor de clongacién Tu esti tocalizada en la porcién central
de la cadena polipeptidica (Mills y col., 1989). Se ha sugerido que los factores de
clongacion Tu y Ts, s6lo cstan proporcionando la estructura requerida para que la
subunidad viral asuma Ia conformacién necesaria para la iniciacion de la cadena
producto (Blumenthal y col., 1979).

Ll proceso replicativo, en términos generales procede de fa siguiente forma: la
replicasa usa ta cadena viral (+) como templado para dirigir la sintesis de la cadena
complementaria (-). Ambas cadenas sirven como templado para la sintesis de mds
cadenas (+) y (-) (Weissman y col., 1968; Spicgclman y col., 1968) y de esta forma
sc obscrva un incremento exponencial en el ndmero de cadenas de RNA.
Eventualmente, cf nimero de cadenas de RNA presente es suficiente para saturar
las moléculas de enzima disponibles y entonces, el mimero de cadenas incrementa
lincalmente con respecto a ¢l tiempo. Este proceso también puede llevarse a cabo
en reacciones de replicacion in vitro, Estas reacciones se inician con un gran
exceso de QB replicasa respecto al numero inicial de templados de RNA. La
poblacién de moléculas de RNA se duplica aproximadamente cada 36 segundos
(Chu y col., 1986) y la cinética es exponencial. Esto continiia hasta que el
ntimero de moléculas de RNA iguala el mimero de moléculas de replicasa activa
(Haruna y Sptegelinan, 1965b), después de lo cual, la cinética de sintesis es lineal.
Dicho de otra manera, si se inician dos reacciones idénticas con distintas
cantidades de templado, las cinélicas de reaccidn son idénticas excepto que, a la
reaccion iniciada con menor cantidad de templado le toma mis tiempo saturar la
enzima y entrar a la fase lineal de sintesis. De esta manera, hay una relacién
directa entre el tiempo al cual comienza la fase lineal de crecimiento y la cantidad
de RNA templado presente inicialmente en la rcaccién. En una grifica que
mucstra la cinética de csta reaccion (Figura 1), la fase exponencial se observa
como un "lag"” después del cual se observa un incremento lineal. El "lag” es
mayor o menor dependiendo del niimero inicial de cadenas de RNA templado.

La velocidad de replicacién pen la fase lineal de crecimicnto esta definida
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FIGURA 1. Relacion entre la cantidad de RNA sintetizado en la fase lineal
de una reaccion con QB replicasa y la cantidad inicial de RNA templado,
Cada incremento geométrico en la cantidad inicial de RNA templado produce un
incremento lincal en la cantidad de RNA producto pljeséntc cuando las reacciones
son detenidas (Kramer y col., 1974), :




como diigI/IE, Jdt, donde [1;] es la concentracion total de RNA templado unido a
la enzima y de RNA emplado libre mientras que, [E¢l es la concentracidn de
enzima unida al RNA. Una vez que la enzima estd saturada con el templado en la
fase lincal, [13;] = [I3,] esto es, la concentracién de enzima unida al templado cs
casi la concentracion de enzima total. El valor de p puede ser determinado
ficilmente de la pendiente de los perfiles de incorporacién. En la fase dc
crecimiento exponencial, la velocidad de replicacidn total, & esta definida como
dllglllylde. Lista puede scr determinada de la pendiente de una grifica
semilogaritmica del perfil de incorporacion. Sin embargo, se puede medir con
mayor precision y mayor convenicencia de la aparicion en el tiempo (el "lag") de
los perfiles de incorporacién a las diferentes diluciones de templado (Biebricher y
col.,, 1981) ‘

La replicacion procede aproximadamente tres veces mas ripido en la fase de
crecimiento exponencial que en la fase de crecimiento lineal. La velocidad de
crecimiento lincal esta determinada por la velocidad de reactivacion de la enzima
(mimero de recambio) mientras que, bajo condiciones de exceso de enzima, el
producto liberado puede cmpezar inmediatamente un nucvo ciclo de replicacion
(Biebricher y col., 1981). En la fase exponencial, Ja formacién de complejos RNA-
enzima y Ia formacién de estructuras secundarias tanto en la cadena templado
como en la cadena naciente (Kramer y col., 1981; Priano y col., 1987)
aparentemente protejen a las cadenas sencillas complementarias de formar
inmediatamente cadenas dobles, pero en la fase lineal, puede ocurrir 1a formacién
irreversible de cadenas dobles a partir de las cadenas sencillas de RNA que se van
acumulando, aniquilando la actividad de templado de ambas cadenas (Biebricher
y col., 1984).

I1. El RNA MDV-{, un templado modeclo para estudiar el mecanismo de
replicacion.

Existen un gran nimero de templados para la replicasa de QB que ocurren
naturalmentc y son mucho mds pequeiios que el RNA del fago QB (4,220
nucledtidos). Un grupo de tales RNAs [ueron generados en un experimento de
transferencia serinda (Mills y col., 1967). Despucs de varias generaciones de



replicacién, se produjeron varios RNAs mis cortos, en donde las regiones
codificadoras que no estan involucradas en la replicacién, fueron deletadas. El
RNA mis pequeiio selecionado en este experimento contiene menos del 15% de
la longitud del RNA de QB. Otro grupo de RNAs fue aislado de Escherichia.
coli infectada con el fago QB ¢ incluye varias especies de RNAs "6S" (Banerjee,
1969). El tercer grupo fue producido por reacciones de replicacidn in vitro que
fueron llevadas 1 cabo en ausencia de RNA templado exégeno. Estos incluyen ¢l
RNA MDV-1 (midivarianie) (Kacian y col., 1972), el RNA MCV (microvariante)
(Mills y col., 1975), los RNAs NVs (nanovariantes) (Schalfner y col., 1977), el
RNA MNV (minivariante) (Biebricher, 1987) y ¢l RNA resistente a cordicepina
(Priano y col., 1986a). Sus tamafios fluctian entre 221 y 77 nucleétidos. El
cuarto grupo de RNAs fue también aislado de una reaccién de replicacién in
vitro en ausencia de templado, pero el anilisis de secuencia mostré que son
RNAs recombinantes que pueden contencr tanto clementos de RNAs celulares
como del RNA de Qff (Munishkin y col., 1988) o tan s6lo elementos de algunos
RNAs celulares (Munishkin y col., 1991). Uno de tales RNAs recombinantes, el
RNA RQI20, conticne una porcion del RNA de QB en su extremo §' y una parte
de la secuencia del (RNAMNSP de Escherichia coli en su extremo 3' (Munishkin y
col., 1988). Mientras que, el RNA RQ 135, consiste unicamente de segmentos
homdlogos al RNA ribosomal 238 de Escherichia coli y al origen de replicacidn
del fago lambda (Munishkin y col,, 1991). Aunque el origen y el significado
bioldgico de estos RNAs aln no esta claro, han sido extensamente caracterizados
y todos son excelentes templados para la replicasa de QB. Caracteristicas notorias
de todos estos templados son su alto contenido de GC, asf como, la presencia de
muchos posibles apareamientos intracadena capaces de formar diferentes
estructuras de tipo tallo y asa,

De entre estos RNAs, el que ha sido mis extensamente estudiado es el RNA
MDV-1 (221 nucleétidos), el cual, por ser mis pequeiio que el RNA de QB (4,220
nucledétidos), ha sido el modelo id6neo para el estudio del mecanismo de
replicacién. El RNA MDV-1 es unido por la replicasa de QB y replicado en forma
similar al RNA de QB (Kacian y col., 1972). Su menor tamafio permitié la
determinacion de su secuencia nucleotidica (Mills y col., 1973). Se ha tomado
ventaja del pequeiio tamaiio de este templado para probar la manera en que su
secuencia y las estructuras secundarias-controlan el proceso de replicacion.



IL Anlisis estructural,

Sc han hecho estudios de microscopia clectrénica y las obscrvaciones hechas
con moléeulas nativas, desnaturalizadas y parcialmente desnaturalizadas indican
que ¢l RNA MDV-1 nativo de cadena sencilla es una molécula altamente
condensada que posee muchisima estructura terciaria (Klotz, 1982). Utilizando
agentes quimicos que modifican regiones de cadena sencilla de RNA se
identificaron estructuras secundarias especificas (Mills y col., 1980). Se determiné
la estructura terciaria del RNA MDV-1 por experimentos de digestién limitada con
la ribonucieasa de T1, que rompe tnicamente regiones de cadena sencilla en las
zonas externas y de esta manera se identificaron las regiones mds expuestas
(Kramer y col,, 1986). También se empled la digestion con ribonucleasa T1 como
una prueba de la presencia de estructuras secundarias en RNAs MDV-]
sintetizados parcialmente (Kramer y Mills., 1981), ya que estas moléculas no estin
tan fucrtemente dobladas como las cadenas completas, También se hace evidente
su fuerte estructura secundaria (Priano y col., 1987) por su alto punto de fusién
(Bicbricher y col., 1982),

IV. Anilisis de secuencia del RNA.

Se utilizé un método andlogo al método de secuenciacién de DNA de Sanger
que incorpora anilogos 3'-deoxi de los NTPs como terminadores especilicos de la
cadena para la determinacién de la secuencia del RNA MDV-1 (Kramer y Mills,
1978; Axelrod y Kramer, 1985). Sc identificaron varias zonas de compresion de
bandas. Como se conocia la estructura secundaria del RNA-MDV-1 se demostré
que las zonas de compresion de bandas se debian a la persistencia de estructuras
secundarias durante la electroforesis. Sc encontré que, la sustitucién de inosina
por guanosina previene eficientemente la formacién de estructuras secundarias
durante la clectroforesis (Mills y Kramer, 1979).

Y. Evolucion de RNA in vitro.

Se puede mantener indefinidamente el crecimiento de una poblacién de



moléculas de RNA que replican in vitre, por la téenica de transferencia seriada
(Mills y col., 1967) en dénde una pequeiia porcion del producto de una resccion
se wtiliza como templado para la siguicnte reaccion en Ia seric. De vez en cuando,
ocurren errores durante Ia replicacion (3 X 10-4 bases/seg) (Batschelet y col.,
1976) y sc obtienc una cadena mutante, Normalmente, es dificil detectar la
presencia de cadenas mutantes por anidlisis de secuencia nucleotidica. Sin
embargo, cuando se crece una poblacién de RNA en presencia de un inhibidor de
la replicacién, las moléculas mutantes que son capaces de resistir al inhibidor
tiecnen una ventaja selectiva. Dejando crecer las suficientes generaciones, estas
moléculas vicnen a ser predominantes en la poblacién. Por imposicién de
diferentes presiones sclectivas surgicron diferentes variantes (Levisohn y
Spiegeiman, 1969). Asi, se han scleccionado mutantes resistentes a bromuro de
ctidio (Kramer y col., 1974), a ribonuclcasa T1 (Kramer y col., 1986), a cordicepina
trifosfato (Priano y col., 1986) y sc han sccucnciado muchas dc estas mutantes.

V1. Mccanismo de replicacion de RNA por la replicasa de Q.

La sintesis de RNA por medio de la replicasa de QB se puede dividir en cuatro
pasos: rcconocimiento, iniciacion, clongacion y terminacién. El primer evento en
la sintesis de 1a cadena producto es la unién de la replicasa a una region interna
del templado de RNA. Se han identificado regiones especificas en el RNA de QB8
(Weber y col., 1972; Meyer y col., 1981), cn el RNA MDYV-1 (Nishihara y col,,
1983) y en el RNA NV (Shaffner y col., 1977) que unen a la replicasa de QB. La
regién encontriadia en el RNA MDV-1 (+) y en el RNA (-) de QB (Nishibara y col.,
1983) csta conservada entre los colifagos de RNA del grupo IV (Inokuchi y col.,
1988) y forma una fucrle estructura de tallo y asa en el centro de la molécula
como lo predice el algoritmo de doblado en computadora (Figura 2) (Zuker y col,,
1989). [Esta region contiene los tallos que se habian encontrado eran
hipersuceptibles a la digestién con la ribonucleasa de T1 (Kramer y col., 1986).
Asi, ¢l stliv dc unién a I replicasa csti situado en el exterior de la molécula, La
unidn de la replicasa a csta regioén ocurre en Ja ausencia de tINTPs (August y col,,
1968; Mills y col., 1976) indicando que, primero se forma el complejo replicasa-
templado y luego, ocurre la iniciacidn.



yea
~A
ule
A F
ghn [
(3 [ Ao Tt
2N - A ~
7 Gc"’c"i“c c:inr ' A]
e ,l.";;,n’cc, mll,l.';(\_ -EC:GU "f c’\r\c . |;'!
w6 ™ A Poale. 2c45
efe A0S 4 r",,c“\ﬁcsu”
i gl e
Rb
r
ﬂffv
ulc'/lc,r'lfn
GGyl B
’"C G“n
-
"cfﬁ:c.“'
[
i "

221 FHERGY =

~115.0 HOV=1 (1)

221 FNERGY - -114.8 HDV-1 (¢}

221 ENERQY -

-111.8 MDV-1 (1)

FIGURA 2. Estructura seccundaria éptima y las siguientes dos estructuras
suboptimas predichas para ¢l RNA MDV-1 (4).

La prediccién se hizo
utilizando el programa de cilculo de estructuras subdptimas de Zuker (Zuker,

1989). Las dos principales regiones homélogas al RNA (-) del fago QB se indican
con letras obscuras (Nishihara y col., 1983).



La inicincién de 1a sintesis de a cadena producto ocurre en el extremo 3' del
templado con pppG (August y col., 1968; Kacian y col., 1972). Se cree que la
interaccion entre la QR replicasa y cl sitio de unidn altera la conformacion del
RNA dc forma tal gue, cl extremo 3' es traido a fa proximidad de la replicasa
(Blumenthal, 1979). Se requieren las tres C's del extremo 3, que se encuentran en
todos los templados sccuenciados asi como en ¢l RNA del fago QB, para que
ocurra la iniciacion (Rensing y col., 1969; Schaffner y col., 1977; Mills y col.,
1973). La remocién o la conversién de las tres citidinas de su extremo 3' causa
una pérdida total de la actividad de templado y la infectividad (Rensing y col.,
1969; Mills y col., 1980). De aquf se concluye que, las tres C's presentes en el
extremo 3' son indispensables para que la sintesis ocurra de manera exponencial
(Mills y col., 1980).

La elongacion de la cadena producto ocurre en la direccién §' -> 3
(Spiegetman y col., 1968). La estructura sccundaria del templado influencia
fuertemente la velocidad de clongacién de la cadena producto. El andlisis
electroforético de la distribucion de los diferentes intermediarios de elongacién
durante la sintesis del RNA MDV-1 por la replicasa de QB reveld que la velocidad
de sintesis es altamente variable (Mills y col., 1978). Los dalos sugieren que la
replicasa es interrumpida temporalmente en un nidmero relativamente pequeifio de
sitios especificos y lucgo, contimia espontineamente con una probabilidad finita.
El analisis de la sccuencia nucleotidica de los intermediarios de elongacién mds
prominentes reveld que todos podian formar una estructura de tallo en el extremo
3'-terminal. Esto sugirié que la marcada variabilidad en la velocidad de
elongacion de la cadena se debia a la formacidn de tallos terminales en la cadena
producto o a la reformacion de tallos en la cadena templado. Durante la
elongacion, la cadena naciente se separa de la cadena templado, debido a la
formacion de estructuras secundarias (Feix y col.,, 1968; Kramer y col., 1981;
Priano y col., 1987). Otros experimentos, han demostrado que la formacion de
estructuras secundarias durante fa elongacién de la cadena juega un papel
importante en la prevencion del colapso de la cadena producto sobre la cadena
templado (Priano y col., 1987; Mills y col., 1986) ya que, el RNA de cadena doble
no sirve como templado para la replicasa de QB (Weissmann, 1974; Bicbricher y
col,, 1982). Se sabe que, ocurren reorganizaciones estructurales mientras la
cadena producto crece (Kramer y Mills, 1981). Asi, se reemplazan configuraciones



menos estables por configuraciones mds estables mientras Ia cadena producto es
sintetizada,

Antes de Ia terminacion de la sintesis, ocurre la adicién de una adenosina no
codificada por ¢l templado cn el extremo 3' de la cadena producto (Weber y
Weissminn, 1970). No hay adenilacion terminal en tas cadenas sintetizadas sobre
fragmentos de templado que carecen de un extremo 5' normal (Bausch y-col.,
1983). La funcién de esta adenosina terminal no estd clara. No se copia en la
cadena hija durante la iniciacion (August y col., 1968; Kacian y col., 1972) ni esta
involucrada en la infectividad o en la replicacién (Rensing y col., 1969; Bausch y
col., 1983). Después de la adicién de la adenosina terminal al extremo 3', la
cadena producto se libera y luego, la replicasa se disocia de la cadena templado.
Entonces, la replicasa queda lista para unirse a otra molécula de templado e iniciar
la siguiente vuelta de replicacion. Una séla molécula de replicasa unida a un sélo
templado de cadena sencilla es suficiente para Hevar a cabo un ciclo sintético
completo (Dobkin y col., 1979). Sec mucstra en la Figura 3 una representacién
esquemiitica del ciclo de replicacidn.

Para mantener fa capacidad de replicacidn, se deben conservar en el templado
y cn la cadena producto tanto el sitio de unién a la replicasa como el sitio 3' de
iniciacién. Ya que la sintesis de 1a cadena producto ocurre de manera antiparalela,
las tres G's del extremo 5' de la cadena templado dirigen Ia sintesis de las tres C's
del extremo 3' de la cadena producto. Asi, las secuencias lerminales
complemetarias preservan el sitio de iniciacion en ambas cadenas. Por otro lado,
como consecuencia de la complementaridad entre las cadenas (+) y (-), los tallos y
asa que ocurren en una cadena también estan presentes en su complemento
(Figura 4). Tanto la presencia de tallos y aas como de secuencias terminales
idénticas en ambas cadenas, explica por qué Ia replicasa de QB, que es una enzima
altamente sclectiva, pucde reconocer a las dos cadenas que son complementarias,
pero no idénticas.

La Figura 2 mucstra la cstructura secundaria éptima y las siguientes dos
estructuras sccundarias subdptimas del RNA MDV-1 predichas por el programa
de computadora de Zuker (Zuker y col., 1981; Zuker, M. 1989; Jaeger y col.,
1989a; Jaeger y col., 1989 b). Este dibujo es consistente con la evidencia
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FIGURA 3. Ciclo de replicacion de la replicasa del fago QB (Dobkin y col.,
1979). La replicasa (simbolizada por un circulo) sintetiza un producto de cadena
sencilla en direccién 5' -> 3' a partir de un templado de cadena sencilla. Esta
enzima puede utilizar otros templados mis pequeiios que el propio RNA de Q8
como son el RNA MDV-1, el RNA MCYV, toda la gama de RNAs NVs o el RNA
MNYV. La replicasa usa la cadena viral (+) como templado para dirigir la sintesis de
la cadena complementaria (-). Luego, ambas cadenas sirven como templado para
la sintesis adicional de cadenas (+) y (-). De esta manera se observa un
incremento exponencial en el niimero de cadenas de RNA respecto al tiempo.
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FIGURA 4. Sccuercia nucleotidica del RNA MDV-1. Las secuencias

intracadena que son complementarias entre si forman estructuras de tipo tallo y

asa. Debido a la complementaridad del mecanismo de sintesis se forman tallos y
asas idénticos en ambas cadenas (+) y (-) (Mills y col., 1973).
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estructural obtenida por modificacion quimica (Mills y col., 1980), 1a observacidn
de regiones de compresicn de bandas en geles de secuencia (Kramer y Mills,
1978; Mills y Kramer, 1979) y con el mapeo de estructura utilizando la digestién
con Ia ribonucleasa de T1 (Kramer y Mills, 1981). Haciendo una comparacion
exhaustiva de las secuencias nucleotidicas del RNA MDV-1 y del RNA viral de
Qf (Nishihara y col., 1983) sc encontraron sélo dos regiones de homologia
(indicadas con letras obscuras en fa Figura 2). Estas regiones comprenden el sitio
de unién a la replicasa necesario para el rcconocimiento del templado y la
secuencia en el extremo 3' rica en C's, necesaria para la iniciacién de la cadena
producto, '

VIL Otras actividades enzimaticas de 1a replicasa del fago QB.

Cuando sc utiliza una preparacion de replicasa a la cual se le ha quitado
complctamente cl templado de RNA endégeno (Sumper y Luce, 1975; Biebricher
y col, 1986) y se analizan reacciones inicindas con una dilucién tal que,
corresponderfa a la ausencia completa de templado, se observan tiempos "lag"
muy largos y dispersos, los perfiles son irreproducibles y los productos no se
parccen en nada al RNA templado inicial. Los productos no parccen ser copias
de un RNA replicable presente como impureza en la preparacion de la cnzima
(Bicbricher y col., 1986) por to que s¢ piensa que, pueden ser producto de sintesis
de novo (Sumper y Luce, 1975). A bajas concentraciones de enzima o de
sustrato o a elevada fuerza idnica, no ocurre sintesis de novo.

Otras DNA y RNA polimerasas también llevan a cabo sintesis de novo
(Kornberg y col., 1964; Krakow y col., 1967). Aun cuando los productos de las
diferentes polimerasas son diferentes, el mecanismo es probablemente muy similar
para todas las polimerasas. Primero, se condensan los tNTPs a oligonucleétidos en
una forma mis o menos azarosa. Una vez que aparece un RNA, aunque sca
pobremente replicable, se amplifica ripidamente bajo el mecanismo usual, dirigido
por el templado. Entonces, hay un proceso de optimizacién evolutiva, ya que los
"fingerprints" de las nuevas bandas estan muy relacionados entre si mientras que,
los productos de novo de las diferentes muestras son completamente diferentes
(Bicbricher y col., 1981a). El proceso de optimizacion de los productos de sintesis
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de nove es irreproducible: se observan diferentes productos de optimizacion
relacionados sccucncialmente, en diferentes tubos de reaccién ("aislados
geogrificamente”) indicando que, hay eventos raros involucrados (Bicbricher,
1983).  El mccanismo de optimizacion no csta claro, Probablemente esten
involucradus inserciones, ya que se encontré que sc afiaden nucledtidos lenta y
de mancra no azarosa al extremo 3' del templado si se inhibe la iniciacién de
cadenas nuevas, reeplazando ¢l GTP con ITP,

Adin no se entiende ¢l significado bioldgico de este proceso no codificado por
cl templado. Como sc encontré que esto sucede cinco drdenes de magnitud més
lento adn a concentraciones altas de sustralo y de enzima, cn condiciones menos
optimas, estas reacciones colaterales deben ser tan lentas que no pueden ser
detectadas.

Por otro lado, se encontré que en reacciones de replicacion iniciadas con
templados dec DNA de cadena doble (cDNAs que codifican para RNAs
replicables) se pueden generar cadenas sencillas de RNA producto por medio de
la actividad de RNA polimerasa DNA-dirigida de la replicasa de QB, que luego
pucden ser amplificados por sucesivos ciclos de replicacion y asi, ser detectados
(Sanjay Tyagi, comunicacion personal). Esta reaccion es aproximadamente dos
Ordencs de magnitud menos cficiente que una reaccidn iniciada con un RNA
como templado.

VHI. RNAs recombinantes.

La amplificacién exponencial producida por la replicasa de QB constituye una
manera de generar grandes cantidades de cualquier RNA in vitro. Se ha
intentado utilizar muchas veces la replicasa de QB para amplificar RNAs
heterélogos y se han seguido varias estrategias para soslayar la especificidad de la
replicasa por el templado. La forma mds simple ha sido afiadiendo iones
manganeso a la mezela de reaccion, que permite a la enzima sintetizar la cadena
complementaria iniciada con pppG (Palmenberg y col., 1974; Obinata y col.,
1975). La scgunda forma cs alincando un oligonucledtido al templado, que sirve
como primero y permite a la replicasa sintetizar el RNA complementario desde el
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extremo 3 del primero (Feix y col, 1976a). La tercera, cs relajando la
especificidad de Ia replicasa aiiadiendo un pedazo de rC o de dC a el extremo 3'
del templado de RNA, que asemeja la secuencia 3' terminal de los templados
naturales y permite a la replicasa inictar la sintesis de [a cadena complementaria
con pppG (Feix y col., 1976b). Aunque la QB replicasa puede replicar algunos
RNAs que no son templados naturales bajo condiciones especiales, el producto
de la sintesis esti restringido al RNA complementario de la cadena templado y asf,
auna sola vuclta de sintesis; no estd sujeto a un ciclo de replicacién exponencial.
La alta especificidad de templado de la replicasa de QB no ha permitido esta
aplicacion.

Se siguid una estrategia distinta al insertar las secuencias heterélogas dentro.
del RNA MDV-1 y ha sido la tinica forma cxitosa de amplificar RNAs heterdlogos
(Micle y col., 1983; Lomeli y col., 1989). En este caso, el RNA MDV-1 sirve como
un acarrcador que provee las secuencias y las estructuras requeridas por la
replicasa de QB (Micle y col., 1983). El sitio clegido para la insercién estd
localizado fuera de las regiones requeridas para ¢l reconocimiento del templado e
iniciacidn de la cadena producto (entre ¢l nucledtido 63 y 64 del RNA MDV-1).
Este sitio se encuentra en un (allo y asa, donde es menos probable que se altere la
estructura secundaria y dénde se sabe que, ocurren mutaciones viables indicando
que esa sccuencia no es esencial para la replicacién. Ademds, este tallo-asa se
encuentra cn el exterior de la molécula ya que es una regién hipersusceptible al
tratamiento con ka ribonucleasa de TI,

Ll primer RNA recombinante que se construyé fue preparado por ruptura del
RNA MDV-1 en el sitio seleccionado con la ribonucleasa de T1. Luego se insertd
ahi dcido decaadenilico con la ayuda de la RNA ligasa del bacteriofago T4. La
molécula recombinante de 231 nucleétidos mostré propiedades replicativas
similares a las del RNA MDV-1 demostrando que, la secuencia insertada no
interfiere con la replicacién (Micle y col., 1983). Los productos consistian de
copias completas del RNA recombinante.  Sec sintetizaron las dos cadenas
complementarias. El patrén de "fingerprint” de cada una de las cadenas del RNA
recombinante, confirmd su identidad. El andlisis de la cinética de sintesis del RNA
recombinante demuestra que el mecanismo de sintesis es autocatalitico y que la
cantidad de RNA incrementa exponencialmente, obteniéndose un millén de veces
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de amplificaciin (Micle y col., 1983). De esta manera, parece posible crear
moléculas bifuncionales. La secuencia de RNA insertada dentro de un RNA
replicable puede jugar muchos papeles.  Puede servir como una sonda de
hibridacion (esta tesis; Lomeli y col., 1989), como el sitio de unién para la protefna
de la cipside del virus R17 (Guerra y col., manuscrito en preparacién) o como un
RNA mensajero para traduccién in vitro (Wu y col., manuscrito en preparacién)
micntras que, las sccuencias flanqueadoras de RNA MDV-1 permiten su
amplificacién exponencial por la replicasa de QB.

Por la conveniencia de insertar sccuencias heterélogas en el RNA MDV-1 para
generar RNAs recombinantes, se introdujo una copia de cDNA del RNA MDV-1
en un plismido de Escherichia coli. El ¢cDNA de MDV-1 comienza
inmediatamente hacia abajo del promotor para la RNA polimerasa de T'7 y (ermina
exactamente cn cl sitio de restriccion de Sma 1. Sc insertd un polylinker de 22
pares de bases en la posicion 63 del cDNA de MDV-I, contando a partir del
extremo §' de fa secuencia del RNA MDV-1 (+). Se generaron dos plismidos, cl
pT7MDVp4 y el pT7TMDVpY, cada uno con la secucncia polylinker en Ia
orientacién opucsta. Con cstos plismidos se pueden preparar ficilmente RNAs
recombinamtes por la inscrcion de las secuencias heterélogas en el polylinker y

“lucgo por transcripcion in virro del plismido linearizado con Sma 1 por
incubacion con la polimerasa de T7 (Figura 5). En nuestro laboratorio hemos
cstudiado la replicacion de varios RNAs rccombinantes que contienen distintas
secuenciits heterdlogas inscriadas en un soélo sitio dentro del RNA MDV-1 +).

IX. Moléculas reporteras amplificables y sondas de RNA recombinantes.

Hay un gran mimero de ventajas en usar la replicacion de un templado de
RNA como la base de un sistema cxponencial de generacién de sefial: a) la
replicasa de Qff es altamente especifica para sus propios templados (Haruna y
Spiegelman, 1965a); b) cantidades tan pequefias como una molécula de templado,
pueden iniciar la sintesis (Levisohn and Spiegelman, 1968); c) la cantidad de RNA
sintetizado en una reaccion corta (tipicamente, 200 ng en 15 minutos en 25 pl) es
tan grande que puede ser medido con la ayuda de técnicas colorimétricas sencillas
(Haruna y col., 1965b).
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Clonacion de la secuencia heterélogao
en el polylinker
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FIGURA 5. Sintesis de RNAs recombinantes por transcripeion in vitro. El
plasmido pT7MDVpoly9, que contiene el promotor del bacteriofago T7 en
direccién hacia el cDNA de MDV-1 (segmento obscuro) (panel A) es modificado
por la insercién de la secuencia de DNA heterdloga deseada en cualguiera de los
sitios tnicos del polylinker, localizado dentro de la secuencia de MDV-1 (panel
B). El plismido resultante es cortado al final de la secuencia de MDV-1 por la
enzima de restriccion Sma 1 y luego incubado con la RNA polimerasa de T7 para
sintetizar el RNA recombinate MDV-1 (+) que contiene el inserto correspondiente
de RNA heterdlogo (regién obscura del transcrito, panel C).
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La Figura 6 mucstra cémo es que sc piensan utilizar las caracteristicas de
replicacion de las reacciones con a replicasa de QB para medir la cantidad de
RNA templado que esta presente inicialmente en una reaccién como
consccucncia de que previamente ha hibridado a una secuencia blanco. La
cantidad de RNA templado presente cn un ensayo de hibridacién serd
dircctamente proporcional al niimero de blancos presentes inicialmente en la
muestra.  Si se iniciaran un nimero de reacciones con diferentes cantidades de
RNA templado y se incubaran un tiempo tal que, todas hubicran entrado a la fase
lincal de Iu sintesis, entonces habria una relacién lineal entre la cantidad de RNA
presente en cada reaccién y ¢l logaritmo de la cantidad inicial de templado. Dicho
de otra forma, incrementos exponenciales en la cantidad de RNA templado son
vistos como incrementos lineales en la cantidad de RNA producto. Esta situacién
se ilustra en la Figura 5 del articulo que se anexa a esta tesis. En la préiictica, esto
significa que la deteccidn de la sefial ocurrird en el rango de cientos de
nanogramos atin para reacciones iniciadas con muy poco RNA templado. Sin
embargo, los ensayos para determinar la cantidad inicial de RNA templado
tendrin un amplio rango dindmico, ya-que el ticmpo al cual se mide el RNA
producto puede ser disminuido si hay una gran cantidad de RNA templado al
inicio, o aumentado si se requicren ensayos muy sensibles. La deteccién de esta
gran cantidad de RNA producto se pucde lograr por el intercalamiento de
compuestos fluorogénicos tales como el bromuro de etidio (Sharp y col., 1973) o
cl yoduro de propidio.

Aunque se han iniciado reacciones con la replicasa de QB con tan poco como
una moléeula de RNA templado (Levinsohn y Spiegelman, 1968), hay dos fuentes
de "background” que determinarin el limite de sensibilidad a alcanzar: 1) el
nimero de sondas que se queden pegadas inespecificamente a la muestra 'y 2) la
presencia de un nimero pequeiio de moléculas de RNA MDV-1 en las
preparaciones de replicasa. El nimero de templados contaminando la replicasa en
una reaccion tipica es del érden de 40-100 moléculas (Kramer y col.,1974).
Existen métodos para remover los RNAs templados contaminantes de la replicasa
(Eoyang y col., 1971; Hill y Blumenthal, 1983) y por otro lado, ya se ha clonado la
subunidad viral de Ta QB replicasa de forma que, ahora es posible obtener una
replicasa libre de "background” (Mills, 1988) de modo que, el "background” en
ensayos futuros, estard determinado fundamentalmente por €l niimero de sondas
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FIGURA 6. Uso de sondas de RNA rccombinante. El simbolo de la
sonda de RNA recombinante esta formado por una molécula de RNA MDV-1
(representada por una linca doblada en tres tallos y asas), a la cual se le ha insertado
una secucncia detectora (que se muestra como un semicirculo engrosado). Se
prepara Ja sccuencia blanco de cadena sencitta (pancl A). Se hibrida fa sonda de
RNA recombinante a este blanco, el cual puede ser RNA o DNA (panel B),
Después de lavar las sondas de RNA no unidas, sc liberan las sondas hibridadas del
blanco con calor (panel C). Lucgo, las sondas de RNA recombinante liberadas son
amplificadas exponencialinente por incubacion con la replicasa de QB (panci D).
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que se queden pegadas inespecificamente al sistema.  Actualmente, se han
discitado otros esquemas alternativos, gendricos, que disminuirdn esta fuente de
"background" y que sc explicardn con mis detalle en la discusion de esta tesis.
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JUSTIFICACION

La enfermedad de Chagas afecta a 12 millones de personas en el Continente
Americano y hay aproximadamente 35 millones en riesgo de infeccion, En
general, no existe un tratamicnto (til o una vacuna. La tripanosomiasis americana
o enfermedad dc Chagas es causada por ¢l parisito protozoario, Trypanosoma
cruzi, el cual es transmitido ciclicamente por insectos de Ia familia Reduvidae, en
especial del género Triatoma, Rhodnius 'y Panstrongylus o por transfusion
sanguinea de un donador infectado. En el huésped mamifero, después de una fase

aguda inicial, la parasitemia puede decacer y entonces, pasar a una fase crénica de
larga duracion (de afios) con caracteristicas multisintomiiticas y polimoérficas.

Debido a la baja abundancia de los tripomastigotes en sangre, el método mis
confiable de deteccidn directa del parisito es el xenodiagndstico (Schenone y
col.,, 1977) en cl cual se permile que, trintomideos de laboratorio libres de infeccién
tomen sangre del paciente. Si hay infeccion, los (rypanosomas se multiplican
ripidamente en ¢l intestino de la chinche y un exdmen de su contenido intestinal
después de varias semanas, muestra al pardsito.  Otros métodos incluyen cultivos
axénicos de la sangre ¢ infeccion de animales de laboratorio susceptibles.
Recientemente, tambicén se han desarrollado métodos inmunodiagndsticos tales
como ¢l ELISA (Tachibana y col., 1988), el DIG-ELISA (Castilla y col., 1988), el
de hemaglutinacion o el de inmunofluorescencia indirecta para detectar
anticuerpos para Trypanosoma cruzi. Estos métodos proporcionan informacion
importante con respecto a la exposicion del pardsito, sin embargo, debido a la
persistencia de anticuerpos contra ¢l trypanosoma después de la desaparicion de
los parésitos de sangre, hace que estos métodos no discriminen adecuadamente
entre infecciones pasadas y presentes. Otros métodos inmunodiagndsticos para
detectar directamente antigenos de superficie de Trypanosoma. cruzi, también ya
han sido desarrollados (Chandler y col., 1988). Son utiles para detectar
infecciones prescntes, pero anticuerpos contra antigenos del trypanosoma,
provenientes de una infeccion pasada pueden interferir con este ensayo. Otros
problemas poltenciales son, ¢l secuestramiento del antigeno en complejos inmunes
in vivo y persisitencia antigénica por dias ¢ incluso semanas después de que la
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parasitosis ha terniinado.

En los tiltimos aiios, sc han publicado estudios que demuestran la utilizacidn
de sondas de hibridacidn de DNA capaces de detectar Trypanosoma. cruzi con
absoluta especificidad y gran sensibilidad (Gonzilez y col., 1984; Ashall y col,,
1988). Su sensibilidad depende cn parte, de la abundancia relativa de las
secuencias nucleotidicas ensayadas en cl parisito.  Un acercamiento para
aumentar la sensibilidad de estos ensayos ha sido la utilizacién de secuencias
repetitivas especie-cspecificas como sondas. En los estudios originales se utilizan
sondas marcadas radioactivamente pero la utilizacion de sondas no radioactivas
es factible y pueden ser tanto o mis sensibles que las sondas radioactivas. La
sensibilidad reportada es de hasta 5 pardsitos cn 20 pl de sangre infectada (Ashall
y col., 1988).

Eil diagndstico para la enfermiedad de Chagas tiene que estar basado, en una
prueba que identifique al pardsito y la especic con gran sensibilidad, para que sea
de utilidad clinica. En tanto quc, para estudios epidemioldgicos ademis debe ser
cuantitativo y capaz de evaluar un gran niimero de muestras en un periédo de
tiempo mis o menos corto.

Por otro lado, desarrollos recientes en la teenologia de amplificacion de dcidos
nucléicos hacen posible explorar el disefio de nuevos métodos diagnésticos con
la sensibilidad y operatibilidad propucstas. El desarrollo de este tipo de pruebas
permitiri el aprovechamiento de esta misma tecnologia para el disefio de ensayos
diagndsticos pura otras enfermedades infecciosas tales como el dengue, Ia tifoidea,
la amibiasis o, a largo plazo, el SIDA,
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OBJETIVO GENERAL:

El objetivo general de este proyecto cra la bisqueda de reglas gencralizables
y predecibles en cl disciio de moléculas recombinantes, substratos para la
replicasa de Qf.

OBJETIVOS PARTICULARES:

Los objetivos de esta tesis fueron:

A) Generar sondas replicables para el pardsito protozoario Trypanosoma cruzi
que pudicran ser tiles para un ensayo diagnéstico,

B) Andlizar las propiedudes replicativas de las diferentes moléculas
recombinantes obtenidas, bajo distintas condiciones y

C) Analizar las relaciones de tipo estructura-funcion entre las diferentes
moléculas recombinantes.
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MATERIALES Y METODOS

n) Enzimas. Las endonucleasas de restriccion y la polinucleétido cinasa de
T4 se compraron de New England Biolabs. La fosfatasa alcalina de intestino de
cabra, ln DNA ligasa de T4, cl fragmento Klenow de la DNA polimerasa de
Escherichia coli y 1a DNAsa de pancreas bovino fueron compradas de
Boheringer Mannhcim. La RNA polimerasa de T7 se compré de U.S.
Biochemicals. La replicasa de QB fue aislada de Escherichia coli Q13 infectada
con ¢l bacteridfago QB por ¢l procedimiento de Eoyang y August (1971), sin el
paso de hidroxilapatita. La QB replicasa es una enzima estable cuando se guarda
en presencia de glicerol a -20"C; su actividad permanece inalterada incluso
después de cinco afios.

b) Oligonucleatidos. Los oligonucledlidos se prepararon utilizando la
quimica de B-cyanoetil fosforoamidita en un sintetizador Microsyn-1450A
(Systec). Después de desbloquear y liberar de la resina, los oligonucledtidos
fueron purificados por clectroforesis en gel preparativo, eluidos del gel y
purificados por cromatografia en cartuchos de SEP-PAK (Waters Associates).

¢) Plismido para Ia sintesis del RNA MDV-1 (+) por transcripcion in
vifro. El plismido pF7MDV contiene un promotor para la RNA polimerasa del
fago T7 dirigido hacia el cDNA completo del RNA MDV-1. El plismido fue
construido de tat forma que la transcripcion desde el promotor de T7 comienza
con el primer nucledtido del RNA MDV-1 (+). Se introdujo un sitio para Smal en
el otro extremo de Ia secuencia del cDNA de MDV-1 de modo que, cuando el
plasmido es linerizado con la endonucicasa Sma I y lucgo incubado con la T7
RNA polimerasa, la transcripcién termina dos nucledtidos antes del final del RNA
MDV-1 (+). Los transcritos resullantes, aunque carecen del dinucledtido CpA-
OH, sirven como cxcelentes templados para la replicacién exponencial por la
replicasa de QB.

d) Construccién del pldsmido que contiene un polylinker dentro de la
secuencia del cDNA de MDV-1. El fragmento PpuM 1-BstE 1I del cDNA de
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MDV-1 en el plismido pT7MDV fue reemplazado con el correspondiente
fragmento PpuM 1-Bstli 1 de un cDNA de MDV-1 modificado que contenia un
sitio tnico para Xba 1 en lugar del sitio nico para Hinf 1 en la secuencia del
c¢DNA de MDV-1. Luego un fragmento de DNA sintético (preparado por el
alincamicento de dACTAGATCTCGAGGCCTG a ICTAGCAGGCCTCGAGAT) fue
clonado en el sitio de Xba 1, convirtiéndolo en un polylinker que posee cuatro
sitios de restriccion dnicos: Xba 1, Bgl I, Xho 1y St 1. Segiin la oricntacion del
polylinker el plismido fuc lamado pT7TMDVpoly4 6 pT7MDVpoly9.

¢) Construcciin de los plismidos pT7MDVTC para ta sintesis de los
RNASs recombinantes MDVTC. Los plismidos pT7MDVTC fueron construidos
por insercion de una sccuencia sonda sintética (preparada por el alincamiento de
dCTAGGGCGGACACCAAACAACCC-TGAACTATCCGT a
dCTAGACGGATAGTTCAGGGTTGTTTGGTGTCCGCC) en cl sitio de Xba I del
polylinker del plismido pT7MDVpolyY. Esta secuencia sonda es complementaria
a 27 nucledtidos de una sccuencia repetitiva de 195 pares de bases del paridsito
protozoario Trypanosoma. cruzi. La sccuencia nucleotidica que usamos fue
determinada a partir dc clonas de DNA repetitivo aisladas de la cepa Y (Gonzdlez
ycol., 1984),

f) Anilisis de la secuencia nucleofidica, La secuencia nucleotidica en la
region rccombinante de cada plasmido fue confirmada por el mélodo de Sanger
(Sanger y col., 1977), utilizando 7-deaza-guanosina 5'-trifosfato (Boheringer
Mannheim) en lugar de deoxiguanosina 5'-trifosfato (Mizusawa y col., 1986) y
[¥8)deoxicitidina 5'-(o ~tio)trifosfato (New England Nuclear) como marca (Biggin
y col.,, 1983). Las rcaccioncs de secuencia fucron Hevadas a cabo en DNA de
plismido de cadena doble lineal (Wallace y col., 1981), utilizando un 20mero
(Pharmacia) complementario a la secuencia del promotor de T7 (Osterman y col.,
1981).

g) Transcripcion in vitre. Los plismidos fucron aislados por ¢l método de
lisis alcalina-SDS (Birnboim y col., 1979; Ish-Horowicz y col., 1981) y purificados
por cromatografia en Sheparosa CL-4B (Pharmacia). Luego, se digirié el DNA de
plismido con Sma I. La transcripcion se llevé a cabo de acuerdo a una
modificacidén del protocolo de Axelrod y Kramer (1985): 1 ug de DNA lineal se
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incubd con 85 unidades de 'T7 RNA polimerasa por 3 horas a 37°C en 40 ! de
400 UM A'TP, 400 M [oc-32P[CTP, 400 uM GTP, 400 M UTP, 50 mM Tris-HCI
(pH 7.5), 12 mM MgCl,, 12.5 mM ditiothreital (preparado fresco), 100 pg/mi de
seroalbiimina bovina y lu/ju de inhibidor de ribonucleasas, RNAsin (Promega
Biotec). Los transcritos [¥2P] fueron incubados con 0.1 pg/ul de DNAsa I libre de
ribonucleasa (Tullis y col., 1980) para destruir el DNA templado y tuego
purificados por extraccién con fenol/cloroformo/alcohol isoamilico, seguido por
precipitacion con etanol. La concentracion de cada RNA fue determinada de
acuerdo a su actividad especifica. El tamafio y la homogeneidad del RNA fue
determinada por electroforesis en gel de poliacrilamida al 6% en presencia de 7 M
urea, Las bandas de RNA fueron visualizadas por tincién con nitrato de plata,

h) Replicaciones. Entre 1.5 x 10718 g y 1.5 x 1071 g de transcrito
(dependiendo de la reaccidn) fueron incubados con 1.2 pg de QB replicasa a 37°C
en 251t de 400uM A'TP, 400uM [o-32P|CTP, 400 tM GTP, 400 uM UTP, 1 a 14
mM MgCl, (segiin sc indica en cada figura) y 90 mM Tris-HCI (pH 7.5). Se
tomaron muestras de cada reaccién cada 4-5 min. La cantidad de RNA en cada
muestra de 2 pl fue determinada por unién del [32PJRNA a filtros de celulosa
DESI (Wathman) (Maxwell y col,, 1978) y se midid la radioactividad en cada
filtro en un contador de centclleo. Fl tamaiio y la homogeneidad del RNA de las
muestras selcccionadas fue determinado por electroforesis en gel de
poliacrilamida-urea. Las bandas de [32PJRNA fueron detectadas por
autoradiografia,
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RESUL'TADOS

L Construccion de un plismido para Ia sintesis del RNA MDV-1 (+).

Por la dificultad que representaba introducir modificaciones dentro de la
sccuencia de RNA y Ia facilidad con la que ¢l DNA podia ser manipulado
empleando la teenologia de DNA recombinante, sc prepard una copia de DNA del
RNA MDV-1 y sc construyecron plismidos que contenian promotores dirigidos
hacia la secuencia del cDNA de MDV-1 (Mills y col,, 1991), Sc disciiaron estos
plismidos para que sirvicran como templados para la transcripcién in vitro de
copias perfectas del RNA MDV-1 por medio de It RNA polimerasa de T7.

Se prepard ¢l cDNA de MDV-1 utitizanclo la trancriptasa reversa del virus de la
micloblastosis apiaria y primeros de oligo d'I" para sintetizar copias casi completas
del RNA MDV-1 (-+) poliadenilado y del RNA MDV-1 (-). Se hibridaron ambas
cadenas y sc rellenaron por incubacién con ¢l fragmento Klenow de la DNA
polimerasa | de Escherichia coli. Se quitaron las colas de oligo dT, hibridando
cada una de las cadenas completas de cDNA con el RNA MDV-1 complementario
correspondicnte, digiricndo los hibridos con nucleasa S1 y luego quitando el RNA
por tratamiento con dlkali. Se alinearon las copias de cDNA completas de cada
unit de las cadenas y se inscrtaron cn el sitio de Eco RI del plismido pBR322
utilizando linkers sintéticos . Luego, a través de una serie de pasos, se
modificaron los extremos del inserto de cDNA de MDV-1 de forma que cada uno
contuvicra un sitio para Sma I flanqueado por un sitio para Eco RI. Estas
wodilicaciones permitieron insertar la secuencia de MDV-1 en un plismido en el
sitio de Eco RI y luego, escindir el inserto con Sma 1, lo cual producia extremos
rasurados en el cDNA de MDV-1 que eran idénticos a la secuencia de los
extremos del RNA MDV-1, El andlisis de la secuencia nucleotidica reveld que la
secuencia de! cDNA de MDV-1 de la clona seleccionada era idéntica al RNA de
MDV-I1, excepto por una substitucién (una adenosina en vez de una guanosina)
en la posicién 87 de la cadena (-) (Mills y col., 1991) y la ausencia de una
adenosina en ¢l extremo 3, no requerida para la replicacion del RNA (Bausch y
col., 1983).
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Se decidié utilizar como sitio de inscrcién de sccuencias heterélogas la
posicion 60 det cDNA de MDV-IL, porque codificaba para un asa quc se
encontraba cn el exterior de la molécula de RNA MDV-1 y porque estaba fuera de
fas regiones requeridas para reconocimicnto del templado ¢ iniciacion de la
cadena producto durante la reaceion de replicacién.  Se construyé un sitio unico
de restriccion cn esta posicion insertando un linker que conticne un sitio para
Xba 1. Se cortd el cDNA de MDV-1 en cl sitio Gnico de Hinf 1 (posicién 60), se
digirio con nucleasa S1 para dejar extremos rasurados y ahi se ligd un linker
(8mecro) que contenia un sitio para Xba 1 constituyendo asi, el
p BR322MDVXbal (Mills y col., datos ne publicados).

Simultincamente, se construyd el plismido pT7MDYV que contenta el promotor
del bacteriofago T7 dirigido bacia ¢l ¢cDNA de MDV-1, escindiendo la secuencia
intacta de cDNA de MDV-1 (la no modificada) del plismido pBR322 con Ava lI-
Eco Rl ¢ inscriando la misma, en el sitio de Hinc 11-Eco RI del pldsmido pSP64
(regeneriindo ambos sitios) y posteriormente, insertando en el sitio de Hinc 1T un
oligonucledtido de cadena doble (20mero) que contenia el promotor de T7 (Mills
y col., 1991),

Partiendo de cstos dos plismidos: el pT7MDYV y el pBR322MDVXbal,
construimos en nuestro laboratorio el plismido pT7MDVpoly (Figura 7). Se
sustituyé ¢l fragmento interno del cDNA de MDV-1 PpuM I-BstE H del plasmido
pTTMDYV por el fragmento PpuM 1-BstE 11 que contenta el sitio nico para Xba 1
y posteriormente se cloné en este sitio en ambas orientaciones, un
oligonucleétido sintético que contenia los siguientes sitios tinicos de restriccién:
Xba I, Bgt 11, Xho 1 y Stu [ (Figura 8), El andlisis de la secuencia nucleotidica de
las dos clonas seleccionadas, pT7MDVpoly4 y pT7MDVpoly9, revel6 que la
secuencia del cDNA de MDV-1 alrededor de la posicion 62 era idéntica a la
secuencia del oligonucledtido clonado, pero orientado de forma opuesta en cada
una de las clonas.
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FIGURA 7. Construccién del plismido pT7MDVpoly. Se parti6 de dos
plismidos contruidos en el Laboratorio del Dr, Fred R. Kramer: ef pTTMDV (+) y el
pBR322MDVXbal (+). El primero contenfa una copia idéntica del cDNA del RNA
MDV-1 (+) frente al promotor del bacteriofago de T7 mientras que el segundo,
contenia una copia del cDNA del RNA de MDV-1 (+) frente al promotor de T7 pero
madificada por un sitio para Xba I en fa posicién 62. Para la obtencion de
cualquiera de los plasmidos pT7MDVpoly se sustituyé el fragmento interno del
cDNA de MDV-I, PpuM I-Bs(E H del pldsmido pT7MDV por el fragmento PpuM
I-BstE 11 que contenia el sitio para Xba I y posterionmente se clond en este sitio en
ambas orientaciones, un oligonucledtido sintético que contenia los siguientes sitios

tinicos de restriccion: Xba I, Bgh II, Xho I'y Stu L.
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FIGURA 8, RNAs recombinantes de MDV-1 (+) que contienen una secuencia
polylinker. Se muestra la secuencia del oligonucleétido clonado en el sitio Xba 1
del plismido pT7MDYV en ambas orientaciones y los sitios tinicos de restriccién
que conticne. Con una linea gruesa se simboliza el cDNA de MDV-1 (+). El
nombre de cada construccidn se indica arriba de cada esquema. La cadena escrita
es la que se transcribe en RNA.
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H. Sintesis de RNAs recombinantes por medio de la transcripcion de
pldsmidos.

Nos propusimos construir una molécula de RNA bifuncional que sirviera como
sonda especifica y como templado para la replicasa de QB. Escogimos el RNA
MDYV-1 como Ia primera molécula parental porque se podian sintetizar RNAs de
MDV-1 modificados a partir de plismidos recombinantes por transcripcién in
vitro. El plismido pT7MDYV sirve como templado para la sintesis de RNA MDV-
I. Se pueden generar RNAs recombinantes insertando el fragmento de. DNA
heterdlogo de interés en cualquiera de los sitios iinicos de restriccion del
polylinker de pT7MDVpoly y luego utilizar el plismido resultante, como templado
para la transcripcion con la RNA polimerasa de T7 (Figura 5). Los RNAs
obtenidos por transcripcion in vitro a partic del pT7MDVpoly4 y del
pT7MDVpoly9 mostraron ser suceptibles de replicacién con la replicasa de QB
con propicdades muy similares al RNA MDV-1 (ver el articulo que se anexa a esta
tesis). '

IH. Disciio y construcciéon de sondas replicables para Trypanosoma cruzi.

El RNA MDV-1 contiene muchas estructuras secundarias estables (Klotz y
col., 1980; Mills y col., 1980; Kramer y col., 1981) y toda la evidencia disponible
hasta ¢l momento sugicre que muchas de estas estructuras son esenciales para la
replicacion. Sabiamos que, el sitio que estibamos escogiendo para la insercion de
secuencias sonda potenciales dentro del RNA MDV-1 se localizaba en ¢l exterior
de la molécula (Micle y col., 1983) y que ahf era menos probable que el inserto
alterara estas estructuras. Primeramente se escogié como sonda, un fragmento de
la secuencia del elemento repetitivo de 195 pares de bases del DNA del pardsito
protozoario, Trypanosoma cruzi, La abundancia relativa de este elemento es de
aproximadamente 120,000 copias por genoma. En la Figura 9 se muestra el
atineamiento de la secuencia de cinco copias de este elemento repetido (Gonzilez
y col,, 1984) y la regién escogida como posible sonda. La secuencia del
oligonucledtido que contiene la region sonda se diseiié bajo los siguientes
criterios: 1) que su complemento estuviera presente en la regién mds conservada
del elemento repetido; 2) que no presentara posibilidad de una fuerte estructura
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GAGCTCTTGCCCACA GGG TGCTGCACTCGGCTGATCGTT TTCGAGL GGCTGCTaCATCACACGT TGTGGTC

GAGCTCTTGCCCACACGGGTGCTGCACTCGGCTGNATCGTTTTCGAGEGGCecGCTgCATCACACGTTGTGG TC

TARATTTTIGT TTCCGAT TATGAATGGTGEGAG TCAGAGGCAGTCTC TGTCARTATCTGTTTGCGTGTTCAC
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TAMTTTTTGTTTCCGATTATGAATGGTGGGAGTCAGAGGCAGTCTCTGTCAATATCTGTT TGCGTGTTCAC
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CAMATTTTTGTTTCCGATTGTGAATGGTGGGAGTCAGAGACACACTCTGTCAATATCTGTTTGCGTGTTCAC

CANATTTTTGT TTCCGATTg TGAATGGTGGGAGTCAGAGACACECTCTGTCAATATCTGTTTGCGTGTTCAC

32



145 ACACTCGACACCAAACAACCCTGANCTATCCGCTGCTTGGAGGANTTTCGT
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145 ACACTGGACACCAMACAACCCTGANCTATCCGCTGCTTGEAGGANTTTCGC
(AR R R NN R R R N RN N RN RN R R R R R A R UR RN
145 ACACTGOACACCAANCAACCCTGAACTATCCGC TGCTTGOAGGANTTTCGE
(RN R R RN R R R R RN RN A AR AR R R RR D]
145 ACACTGGACACCAARCAACCCIGAACTATCCGC TGCTTGEAGGANTTIYCGT
PEUELEEES i terediiiisirbiinnneteieviisna

145 ACACTGGACACCAAAQANCCCTGANCTATCCGCTGCTTGGAGGAATTTCGC

ACACT 3 N CTGCTTGGAGGANTTTCGC

/ i\;
GGACACCAAACAACCCTGAACTATCCG

Sonda detectora

FIGURA 9. Ubicacién de la sonda detectora en el alineamiento de la
secuencia de cinco repetidos de un elemento repetitive de 195 nucledtidos de
Trypanosoma cruzi. Los elementos A, B y C eran elementos contiguos en la
clona pTCNRE3. Las clonas pTCNRE1 y pTCNRE2 eran clonas independientes
que contenian un sélo inserto del repetido (Gonzilez y col., 1984). La dltima linea
del alineamiento muestra la secuencia "consenso” de las cinco variantes del
elemento repetido. Las letras mindsculas indican las bases que estan cambiadas
en cada clona, También se muestra la region escogida como sonda detectora.
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secundaria, ya quc csto podria impedir su hibridacién con el blanco; y 3) que
presentari sitios compatibles de clonacion dentro del cDNA del RNA MCV. En la
Figura 10 se muestra la secuencia del oligonucleétido sonda que se inserts en el
sitio de Xba 1 del polylinker y las construcciones obtenidas con ¢l inserto en las
dos orientacioncs posibles. El anilisis de la secuencia nucleotidica de estas dos
clonas: MDVpoly9TCI I y MDVpoly9TCI17 revelé que la secuencia del inserto
era idéntica a la secuencia del oligonucledtido clonado excepto que, la secuencia
de la construccién MDVpoly9TC17 habia sulrido una delecion de 6 nucleétidos,
durante el proceso de clonacidn, en la region del polylinker: UCUCGA (datos no
mostrados),

IV, Replicacion de los RNAs recombinantcs.

Sc prepararon cuatro diferentes RNAs por transcripcién in vitro; MDV Mal22,
MDVpoly9, MDVTCII y MDVTC17. El anilisis electroforético de estos
transcritos muestra que los recombinantes MDVpoly o los recombinantes que
contienen la secuencia sonda MDVTC11 o MDVTC17, pueden ser distingunidos
ficilmente unos de otros por su movilidad relativa. Se aislaron los transcritos de la
mezcla de reaccién y se usaron como templados para la sintesis adicional de RNA
por la replicasa de QB (ver Figura 14, mds adelante).

Un fenémeno que afecta frecuentemente las reacciones de replicacion es que
se encuentran unas cuantas moléculas de RNA MDV-1 contaminando Ia
preparacién de enzima ya que el mélodo (Eoyang y August, 1971) que utilizamos
para aislar la QB replicasa no elimina el RNA MDV-1 endégeno (Kramer y col.,
1974). La cantidad de RNA MDV-1 contaminante que puede estar presente en
una reaccidn de replicacion tipica es del orden de 40-100 moléculas (Kramer y
col., 1974) pero debido a que Ia cinética de replicacién es exponencial, al cabo de
un tiempo (aproximadamente 30 a 45 min) puede observarse la presencia del
RNA MDV-1, como un producto adicional. Este hecho parecia constitutir una
limitante para el disefio de sondas diagnésticas recombinantes, aunque
posteriormente se reporté un método que remueve mis eficientemente el RNA de
la replicasa (Hill y col., 1983) y también ya se ha clonado la subunidad viral de la
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MDV-poly9-TC11
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MDV-poly9-TC17
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e—— CTAGGGCGGACACCAAACAACCCTGAACTATCCGT

FIGURA 10. RNAs recombinantes de MDV-1 (+) que contienen una sonda
para Trypanosoma cruzi. Se muestra fa secuencia del oligonucledtido clonado
en el sitio de Xba I del plismido pT7MDV poly9 en ambas orientaciones. Con una
linea gruesa se simboliza el polylinker y con letras obscuras se muestra la
secuencia que es homéloga a Trypanosoma cruzi. El nombre de cada
construccion se indica arriba de cada esquema. La cadena escrita es la que se
transcribe en RNA.
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QB replicasa de forma que, ahora ¢s posible ublener una replicasa libre de
templado endégeno (Mills y col., 1988).

a) Replicaciones bajo distintas concentraciones de MgCl,,

Se prepararon en paralelo tres series de reacciones de replicacién bajo
diferentes concentraciones dc MgaCl,: 2, 5, 6,7, 10, 12, 14, 18 y 40 mM. Cada
serie se inicié con 108 moléculas de transcrito de las recombinantes MDVTCL L,
MDVTCI7 y MDVMal22, todas las reacciones se pararon a los 30 minutos de
incubacion y se corricron geles desnaturalizantes de poliacrilamida-urea. Como
puede observarse en Ia Figura 11, a bajas concentraciones de MgCl, puede
suprimirsc la repticacion del RNA MDV-1 enddgeno y favorecerse la replicacion
de los RNAs recombinantes mientras que, a altas concentraciones de MgCl, se
favorece claramente 1a replicacién del RNA MDV-1 enddgeno. La concentracion
éptima de MgCl, a la cual replican estas moléculas es caracterfstica para cada
molécula recombinante: 5 mM para MDVTCL 1, 6 mM para MDVTC17 y alrededor
de 10 mM para MDVMal22. Por otro lado, la recombinante MDVMal22 replica
tan bien como el RNA MDV-1 aiin a concentraciones de MgCl, tan altas como 20
mM. Sinembargo, a 40 mM de MgCl, csta recombinantc también deja de replicar
y se observa dnicamente ¢! RNA MDV-1. No puede descartarse que la banda
corrcspondiente al tamaiio del RNA MDV-1, presente en algunas de estas
reacciones de replicacion esté constituida parcialmente por un producto de
deletogéncsis.  Algunas moléculas recombinantes construidas en nuestro
laboratorio y otros, presentan deleciones durante la reaccion de teplicacion que al
ocurrir, producen RNAs mis pequefios cuya replicacion se ve favorecida por
sobre la del recombinante original. Se ha demostrado que el fenémeno de
deletogénesis es un fendémeno especifico para cada molécula recombinante, es
decir, que 1a regién delctada siempre es la misma para la misma molécula en
distintas reacciones de replicacion (David Zhang, comunicacién personal).

b) Replicaciones bajo distintas concentraciones de espermidina.

Pensando en que la espermidina s una poliamina que se une fuertemente y
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FIGURA 11. Efecto de la concentracion de MgCl, sobre la replicacién de RNAs recombinantes.
La concentracién de magnesio utilizado durante la reaccién de replicacién se muestra arriba de cada carril. En la
parte superior se indica el nombre de la molécula recombinante utilizada y 1a T al inicio de cada grupo muestra el
transcrito utilizado como templado en la reaccion de replicacién correspondiente. Cada reaccién fué iniciada con 108
moléculas y detenida a los 30 minutos de incubacién.



alterat la conformacicn del DNA y el RNA (Kaiser y col., 1963; Gosule y col., 1976;
Chautoraj y col.,, 1978; Suwalsky y col., 1969 y Liquori y col.,, 1967) y en que,
normalmente sc utiliza durante la reaccidn de transcripeién a concentraciones de
alrededor de 4 mM, quisimos averiguar el efecto de las distintas concentraciones
de espermidina sobre la cantidad de RNA sintetizado en reacciones comenzadas
con 108 moléculas de RNA recombinante € incubadas 20 min en presencia de fa
replicasa de QB. Como pucde verse en la Figura 12 a altas concentraciones de
espermidina se inhibe ta replicacion de las moléculas recombinantes y se favorece
la replicacién del RNA MDV-1 endégeno. La concentracién de espermidina a la
cual se deja de observar el producto de replicacion del recombinante es
caracteristica para cada molécula recombinante: 4 .M para MDVTCI11, 2 mM para
MDVTCI7 y arribia de 4 mM para MDVMal22.

¢) Replicaciones bajo distintas concentraciones de NaCl,

Se prepararon tres series de reacciones de replicacion bajo diferentes
concentraciones de NaCl: 0, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70 y 100 mM. Cada serie se
inicié con 10% moléculas de transcrito de las recombinantes: MDVTCI1,
MDVTCI17 y MDVMal22 y todas las reiacciones se pararon a los 20 minutos de
incubacién. Como puedc observarse en la Figura 13, MDVTCI11 y MDVTC17
replican mucho mejor @ baja fuerza iénica mientras que, MDVMal22 replica muy
bien incluso a concentraciones tan altas de NaCl como 50 mM. Sin embargo, no
se observa producto de replicacién de las moléculas recombinantes a
concentraciones de NaCl de: mis de 30 mM para MDVTCI1 1, mis de 20 mM para
MDVTC17 y arriba de 100 mM para MDVMal22, A baja concentracién de
enzima o de sustrato o a elevada fuerza idnica no hay sintesis de novo de la
molécula sustrato (Biebricher y col., 1987).

d) Cinéticas de replicacion en condiciones de hajo MgCl,, ausencia de
espermidina y NaCl.

El anilisis cinético de la cantidad de RNA sintetizado en las reacciones de Q8
replicasa  demuestra que todos estos RNA s recombinantes son templados

38



TC11 TC17 Mal22
Espermidina

M 4211010010 M 421100000 M 4 21 .1.01.0000 (mMm)

&

e WYY Y IR ~Oowago M

TYYY XXX o0®%e e .

6E

FIGURA 12. Efecto de la concentracién de espermidina sobre la replicacién de RNAs
recombinantes. La concentracién de espermidina utilizada durante 1a reaccién de replicacién se muestra arriba de
cada carril. En la parte superior se indica el nombre de 1a molécula recombinante utilizada y la M al inicio de cada
grupo muesira el RNA recombinante MDV-Mal22 como marcador de tamafio. Cada reaccién fué iniciada con 108
moléculas y detenida a los 20 minutos de incubacién.
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FIGURA 13. Efecto de la concentracion de NaCl sobre la replicacién de RNAs recombinantes.
La concentracién utilizada de NaCl durante la reaccién de replicacién se muestra arriba de cada carril. En la parte
superior se indica el nombre de la molécula recombinante utilizada en cada grupo. Cada reaccidn fué iniciada con
108 moléculas y detenida a los 20 minutos de incubacion.



competenies para la amplificacion exponencial. El anilisis electroforético del
RNA sintetizado en cada reaccion de replicacién (Figura 14) muestra que los
productos son réplicas homogéncas de los transcritos originales.  Sin embargo,
cuando sc compara fa camtidad de RNA sintetizado a un ticmpo dado en
reacciones de replicacion en paralelo de los diferentes transcritos (Figura 15), se
pucde observar una menor cantidad de RNA en las reacciones de replicacion de
los RNAs recombinantes MDVpoly9, MDVTCI1 y MDVTCL17 en contraste, a la
cantidad que se obtiene en reacciones semejantes de los RNAs recombinantes
MDVMal22 o MDVHIV20, que replican esencialmente en la misma proporcién
que ¢l RNA MDV-1 (articulo ancxo a csta tesis), de donde sc derivaron todas
éstos.

V. Amplilicacion exponencial después de una dilucion seriada,

Se iniciaron una serie de reacciones de replicacidn con cantidades cada vez
diez veces menores de RNA MDVTCI17. Los resultados muestran que una
reaccién iniciada con apenas 108 moléculas de RNA produce 263 ng de RNA
recombinante producto después de 30 minutos de sintesis, que corresponde a
17,700 veces de amplificacion. El andlisis electroforético del RNA sintetizado en
cada punto mostré que los productos eran RNAs MDVTC17 completos. Se
muestra en la Figura 16 ¢l experimento donde se utilizé el RNA MDVTC17 como
templado. Se obtuvieron resultados semejantes en una serie de reacciones en
paralelo iniciadas con ¢l RNA MDVTCIL: una reaccién iniciada con 108
moléculas produjo alrededor de 190 ng de RNA recombinante producto después
de 30 minutos de incubacién, lo que correspondié a 12,500 veces de
amplificacién (dato que no se muestra).

Comparando los rendimientos de la sintesis de RNA, la replicacién del RNA
MDVMal22 parece ser mucho mis eficiente que la del RNA MDVTCI1 o el RNA
MDVTCI7. También fueron diferentes los rendimientos entre los dos RNAs
recombinantes MDVTC. Se obtuvo aproximadamente 1.4 veces mds producto del
RNA MDVTCI7 que del RNA MDVTCI1.

Extendiendo este andlisis a otros RNAs recombinantes construidos en nuestro
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FIGURA 14, Comparacién de las cinéticas de replicacion de distintos RNAs recombinantes
utilizando la replicasa de Q8. En la parte superior se indica el nombre de la molécula recombinante que se
utilizé en cada una de las reacciones de replicacién. Cada una de las reacciones se llevd a cabo en presencia de 7
mM de MgCl,, se inici6 con 108 moléculas y se continué por 30 minutos, tomindose alicuotas a los 0, 5, 10, 15,
20, 25 y 30 minutos, respectivamente. )
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FIGURA 15. Cindticas de replicacién de distintos RNAs recombinantes
utilizando 1a replicasa de QB. A la derecha de cada curva se indica el nombre
de la molécula recombinante que se utilizé en la reaccién de replicacion
correspondiente. Cada reaccién de replicacién se inicié con 108 moléculas y se
continué por 30 minutos, tomindose alicuotas a los 0, 5, 10, 15, 20, 25 y 30
minutos, respectivamente.
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FIGURA 16. Efecto de la concentracién inicial de RNA sobre el curso tempeoral de la sintesis
de RNA por la replicasa de Q8. Se iniciaron una serie de reacciones de 25 il con la replicasa de QB y las
siguientes cantidades del RNA MDVTC17: 1.49 ng, 14.9 pg, 149 fg y 1.49 fg que corresponde a 1010, 108, 106y
10* moléculas de templado afiadido. Se tomaron muestras cada 4 minutos de cada reaccién para determinar la
cantidad de RNA que habia sido sintetizado y se corrié un gel de poliacrilamida-urea al 6%. La mobilidad
electroforética del RNA MDVTC17 presente en cada reaccién (272 nucledtidos) comparada a la mobilidad del RNA
MDVMal22 (276 nuclestidos, 108 moléculas iniciales, 20 minutos de incubacién) confirmé que el producto de las
reacciones iniciadas con el RNA recombinante MDVTC17 era el RNA MDVTC17.



laboratorio, encomramos que cn términos generales se observan tres tipos de
comportamicnto: algunas recombinantes replican exponencialmente y de forma
muy cficiente, al igual que ¢l RNA MDV-1; otras, presentan deleciones que al
ocurrir, producen RNAs mds pequeiios cuya replicacion se favorece y otras,
simplemente no replican o al menos no con una eficiencia que permita observar el
producto de replicacién a los 30 minutos de incubacién (tiempo nccesario para
amplificar 10? veces). De las moléculas recombinantes construidas hasta la fecha
aproximadamente, ¢l 80% replican eficieniemente. Estas recombinantes incluyen
RNAs de MDV-1 que conticnen secuencias del pardsito Plasmodium falciparum
(33meros); del virus del sindrome de la inmunodeficiencia adquirida, et HIV-1
(35meros); el sitio de union para la proteina de fa cubierta del virus R17 (27mero);
" la secuencia codificadora del (RNASST; el RNA mensajero para la cloranfenicol-
acetil-transferasa (801 nt); la secuencia del gene que codifica para la angiotensina
II; la secuencia del virus de la influenza o la secuencia del virus que infecta la
papa, el PSTV (359 nt).

VL. Analisis teorico sobre el doblado de estas moléculas recombinantes.

Hasta ahora no han podido ditucidarse las propicdades que determinan los
diferentes comportamientos observados en las distintas moléculas recombinantes.
Si bien se supone que esto debe estar estrechamente relacionado con la estructura
secundaria y terciaria que adoplan Tas moléculas recombinantes, los principios
estructurales que rigen este comportaniiento no estan claros. Otras propiedades
moleculares que probablemente esten involucradas, son el tamaiio de los insertos
y su composicion de bascs (Axelrod y col.,, 1991), pero tampoco parece haber una
correlacién que pucda evidenciarse claramente (Lomeli, 1990).

a) Simulacién del doblado de RNAs utilizando el programa para
computadora de Zuker.
Se pensé que el uso de programas que predicen estructuras secundarias

alternativas en funcién de la secuencia nucleotidica, en un rango estrecho de
energia libre tal como el que Zuker diseiié en 1989 (Zuker, M. 1989; Jaeger y col.,
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1989a; Jucger y col., 1989b), podian ser de utilidad para la identificacion de los
componcntes estructurales involucrados en ta funcién de replicabilidad.

Esle programa maneja los siguientes pardmetros: a) el nimero de estructuras
subGptimas que s¢ desean obtener dentro de un rango de energia X, por debajo
de la encrgia libre de la estructura éptima; b) ¢l rango de encrgia por debajo de la
energia libre de Ia estructura Gptima y c) la ventana o nidmicro minimo de pares de
bases distintos cntre una estructura subdptima y otra. Se corrié este programa
buscando las primeras 100 estructuras subGptimas predichas para cada una de las
moléculas recombinantes, MDV-1, MDVXbal, MDVpoly4, MDVpoly9, MDVTCI 1,
MDVTCI7 y MDVMal22, dentro de un rango de encrgia del 30% por debajo de
la encrgfa libre para cada una de las estructuras éptimas y que difirieran una de la
otra al menos en 4 pares de bases. Esto, con la idea de obtener por lo menos 25-
30 estructuras subdptimas para cada una de las moléculas recombinantes antes
mencionadas, que fueran lo suficientemente distintas entre ellas tanto en energia
libre como en estructura. En las Figuras 2, 17, 18, 19, 20, 21 y 22 se muestran las
estructuras secundarias optimas y las siguientes dos estructuras subdptimas
(ordenadas de mayor a menor energfa libre) predichas por este programa para
MDV-1, MDVXbal, MDVpely4, MDVpoly9, MDVTCll, MDVTC17 y
MDVMal22, respectivameate. En general, si se divide la energia libre obtenida
para cada estructura éptima cntre el nimero de nucleétidos de esa molécula, el
programa predice estructuras secundarias mds estables para MDV-1 > MDVpoly4
> MDVXbal > MDVpoly9 > MDV-Mal22 >> MDVTC17 = MDVTCI11. Las
estructuras éptimas de las moléculas recombinantes MDVXbal, MDVpoly4,
MDVpoly9, MDVTCI11, MDVTCI17 y MDVMal22 presentan subestructuras
idénticas al RNA MDV-1 incluyendo el tallo y asa que contiene el sitio de union a
la replicasa (Nishihara y col., 1983) excepto, en la longitud y la forma del tallo que
contiene el inserto. Sin embargo, cuando se analizan algunas de las primeras
estructuras subéptimas encontradas en un rango estrecho de energia libre sc
observa que, el RNA MDVTCI 1 se rearregla frecuentemente de forma que pierde
por ejemplo, la subestructura del sitio de union a la replicasa (Figura 20). Por otro
lado, los RNAs MDVpoly4, MDVpoly9, MDVTCL1 y MDVTCL7 replican menos
eficientemente que los RNAs recombinates MDVMal22 o MDVHIV20 o incluso
que el RNA MDV-1, segiin se presenta en esta tesis (Figura 15) (ver articulo anexo
a esta tesis)
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FIGURA 17. Estructura secundaria éptima y las siguientes dos estructuras
subéptimas predichas para el RNA recombinante MDVXbal, La prediccién se
hizo utilizando el programa de ciilculo de estructuras subdptimas de Zuker
(Zuker, 1989). El sitio de unién a la replicasa y el sitio de iniciacién de la
replicacion se indica con letras obscuras. El sitio de Xba I es un inserto de 8
nucledtidos y se indica con letras itilicas y obscuras.
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FIGURA 18. Estructura secundaria éptima y las siguientes dos estructuras
subdptimas predichas para ¢l RNA recombinante MDVpoly4. La prediccidn
se hizo utilizando el programa de célculo de estructuras subéptimas de Zuker
(Zuker, 1989). [l sitio de unién a la replicasa y el sitio de iniciacion de la
replicacién se indica con letras obscuras. El polylinker con la orientacion Stu I,

Xho I, Bgl 1, Xba [ es un inserto de 25 nucledtidos que se muestra con letras
itdlicas y entre flechas.
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FIGURA 19. Estructura secundaria éptima y las siguientes dos estructuras
subdptimas predichas para el RNA recombinante MDVpoly9. La prediccién
se hizo utilizando ¢! programa de cdlculo de estructuras subdptimas de Zuker
(Zuker, 1989). El sitio de unién a la replicasa y el sitio de iniciacién de la
replicacién se indica con letras obscuras. El polylinker con la orientacién Xba I,
Bgl II, Xho 1, Stu I es un inserto de 25 nucledtidos que se muestra con letras

itdlicas y entre flechas.
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FIGURA 20. Estructura secundaria éptima y las siguientes dos estructuras
subdptimas predichas para el RNA recombinante MDVTC11. La prediccidn
se hizo utilizando el programa de cilculo de estructuras subdptimas de Zuker
(Zuker, 1989). El sitio de unién a la replicasa y ¢l sitio de iniciacién de la
replicacion se indica con letras obscuras. El RNA MDVTCI 1 contiene un inserto
de 60 nucledtidos (mostrado entre flechas) en lugar del segmento de tres
nucledtidos AGU, que existe en el RNA MDV-1 (+). Las letras itilicas y obscuras
indican los nucledtidos que son complementarios al elemento repetido de
Trypanosoma cruzi.
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FIGURA 21, Estructura secundaria optima y las siguientes dos estructuras
subaptimas predichas para el RNA recombinante MDVTCI17. La prediccién
sc hizo utilizando ¢l programa de cilculo de estructuras subdéptimas de Zuker
(Zuker, 1989). El sitio de union a la replicasa y el sitio de iniciacion de la
replicacion se indica con letras obscuras. El RNA MDVTC17 contiene el mismo
inserto de 54 nucleétidos (mostrado entre flechas) en la orientacién opuesta al
RNA MDVTCI 1, Las letras itdlicas y obscuras indican los nucledtidos que son
complementarios al clemento repetido de Tryparosoma cruzi.
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FIGURA 22. Estructura sccundaria éptima y las siguientes dos estructuras
suboptimas predichas para ¢l RNA recombinante MDVMal22, La prediccidén
se hizo utilizando cl programa de cilculo de cstructuras subéptimas de Zuker
(Zuker, 1989). EI sitio de unién a la replicasa y el sitio de iniciacién de la
replicacion se indica con letras obscuras. El RNA MDVMal22 contiene un
inserto estructurado de 58 nucledtidos (mostrado entre flechas) (Lomeli, 1990).
Las letras itdlicas y obscuras indican los nucle6tidos que son complementarios a la
sccuencia repetida de Plasmodium falciparum.
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h) Agrupacion de las estructuras secundarias de los RNAs recombinantes

utitizando un programa de sorteo de motivos estructuvales seleccionables
"Motifsort",

Los progrimas que predicen estructuras sccundarias son de mayor utilidad en
la medida que, permiten un andlisis estadistico del conjunto de estructuras
subdptimas alternativas generadas dentro de un rango de energia libre
seleccionable. Este tipo de andlisis, permite estudiar subestructuras especificas de
una misma moléeula o comparar conjuntos de subestructuras gue significan
hipdtesis distintas respecto a la funcidn de replicabilidad. Una vez obtenido el
conjunto de estructuras suboptimas para cada una de las moléculas
recombinantes: MDVTCIL, MDVTCI7 y MDVMal22, se corrid el programa de
agrupacion de las estructuras sccundarias en cuanto a dos motivos estructurales:
1) la regidn del sitio de unidn a la replicasa (un tallo y asa caracteristico)
(Nishihara y col., 1983) y 2) la moléeula completa. Este anilisis se llevé a cabo en
forma automitica y rclativamente ripido por medio de un programa para
computadora Macintosh modificado por ¢l Dr. Paul M. Lizardi, en nuestro
laboratorio. La salida de este programa produce dos tipos de datos:

1) Niimero de subgrupos de estructuras que presentan ¢l motivo estructural
scleccionado de acucrdo a un parimetro de "semejanza” (que puede ir de 0.7 a
0.9),y

2) El ordenamiento de las estructuras dentro de cada grupo de tal forma que, la
primera en el grupo representa fa subestructura prototipica del grupo y no
necesariamente, la que posee la mayor energia libre

Con estos datos sc elaboraron tablas, algunas de las cuales se muestran en la
seccion de tablas de esta tesis (ver Tablas 1, 2, 3, 4, 5 y 6). De los resultados
obtenidos, se pueden apreciar la formacién de 4 grupos para los RNASs
MDVMal22 (Tabla 5) o MDVTCI17 (Tabla 3) y hasta 6 grupos para MDVTC11
(T'abla 1) cuando se toma como motivo estructural a la molécula completa. Si se
ordenan las estructuras secundarias suboptimas para cada molécula de acuerdo a
sus valores dc energia libre y lucgo se ve cuales quedan cn cada grupo, se puede
observar que MDVMal22 presenta subgrupos muy homogéncos, es decir, con
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+  Por simplificacién en esta tabla se muestran unicamente los fragmentes que van del nucleétido 100 al 200.
++ Los asteriscos indican las moléculas que se muestran en la Figura 23.
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+ Por simplificacion en esta tabla se muestran dnicamente los fragmentos que van del nucledtido 100 al 200.
++ Los asteriscos indican las moléculas que se muestran en la Figura 24.
+++El corchete en la parte superior indica el sitio de union a la replicasa.



95

- TABLA 3

vk il 0 10 0 1 e vt e

s a0 e e as pm vus 3

e 8 alee Sl igieeie 3 s 1 s sied mamae £ s o swmmmine ¢ 1
608103 100 1 Hhe 102 Do b0 1ha b B B uar el 10 e 4B I etk tes dukimama 3038 e b im i

o0 mtrrare

+ Por simplificacién en esta tabla se muesiran dnicamente los fragmentos que van def nucledtido 100 al 200.
++ Los asteriscos indican las moléculas que se muestran en la Figura 25.
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+ Por simplificacién en esta tabla se muestran unicamente los fragmentos que van del nucleétido 100 al 200.

++ Los asteriscos indican las moléculas que se muestran en la Figura 26.
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+ Por simplificacion en esta tabla se muestran tnicamente los fragmentos que van del nucledtido 100 al 200.
++ El corchete en la parte superior indica el sitio de unién a la replicasa.



estructuras subdéptimas contiguas, dentro del mismo subgrupo (por ejemplo, las
cstructuras #1 a la 47 se localizan en el subgrupo 1) micntras que, MDVTCI17
presenta subgrupos mis heterogéneos y en gencral, de menor cnergia libre. Es
decir, MDVTCI7 presenta estructuras mis incstables y no contiguas dentro de un
mismo subgrupo. En contraste, MDVTCI 1 ademds de mostrar nds subgrupos y
mids beterogencidad dentro de cada subgrupo, presenta las dos estructuras
optimas (fa 1 y la #2 que poseen la misma energia libre) como pertenecientes a
subgrupos diferentes (la #1 cac en el subgrupo 1 mientras que, la #2 cae en el
subgrupo 3). En las Figuras 23, 25 y 26 se muestran las estructuras subdptimas
prototipicas de cada subgrupo paran MDVTCII, MDVTCI7 y MDVMal22,
respectivamente cuando se tomi como motivo estructural a la molécula completa.
Noétese que, cuando s toma como motivoe estructural el sitio de unidén a la
replicasa (Tablas 2, 4 y 6) se observa el mismo patrdn, en cuanto @l nimero de
subgrupos (3 tanto para MDVMal22 como para MDVTCL7 y 7 para MDVTCI ),
ta heterogencidad dentro de Jos mismos y las energias libres de las diferentes
estructuras ¢ue cuando se toma como motivo estructural, a la molécula completa
(Tablas 1, 3 y 5). €n la Figura 24 se muestran las cstructuras suboptimas
prototipicas de cada subgrupo, tnicamente para MDVTC11 cuando se toma como
motivo cstructural cl sitio de unién a la replicasa.  Por otra parte, cuando se
analizan las propiedades replicativas de MDVpoly4, MDVpoly9, MDVTCIL y
MDVTC17, sc observa que éstos replican menos eficientemente ¢ue los RNAs
recombinantes MDVMal22 o MDVIITV20 o incluso que el RNA MDV-1, segtin se
presenta en esta tesis (Figura 15) (ver articulo anexo a csta tesis).
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FIGURA 23. Estructuras secundarias prototipicas de cada uno de los
subgrupos del conjunto de estructuras subéptimas del RNA recombinante
MDVTCI11, utilizando como motivo estructural la molécula completa. La
prediccién de estructuras subdptimas se hizo utilizando el programa de Zuker
(Zuker, 1989). El agrupamicnto de estas cstructuras se hizo de acuerdo al
programa de sortco de motivos estructurales (Lizardi, 1991). El sitio de unién a la
replicasa y cl sitio de iniciacién de la replicacion se indica con letras obscuras. El
inserto s¢ muestra entre flechas. Las letras itdlicas y obscuras indican los
nucledtidos que son complementarios a la secuencia repetida de Trypanosoma

cruzi.
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FIGURA 24. Estructuras secundarias prototipicas de cada uno de los
subgrupos del conjunto de estructuras suboptimas del RNA recombinante
MDVTCI11, utilizando como motivo estructural el sitio de unién a la
replicasa (nucledtidos 146 al 182), Todo se hizo y se indica como en la Figura
23.
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FIGURA 25. Estructuras secundarias prototipicas de cada uno de los
subgrupos del conjunto de estructuras subéptimas del RNA
recombinante MDVTCI17, utilizando como metivo estructural la
molécula completa. Todo se hizo y se indica igual que en la Figura 23,
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FIGURA 26. Estructuras sccundarias prototipicas de cada uno de los
subgrupos del conjunto de estructuras subéptimas del RNA recombinante
MDVMai22, utilizando como motivo estructural la molécula completa. Todo
se hizo y se indica igual que en la Figura 23, cxcepto que aquf las letras itdlicas y

obscuras indican los nucleétidos que son complementarios a la secuencia repetida
de Plasmodium falciparum (Lomeli, 1990).
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DISCUSION

La amplificacin exponencial de RNAs recombinantes con la replicasa de QB es
una manera de generar grandes cantidades de una secuencia de RNA heteréloga. Se
han hecho muchos intentos de amplificar RNAs que no son templados naturales para
la replicasa de QB tales como, ef afadir ioncs manganeso a la reaccion (Palmenberg y
col., 1974; Obinata y col.; 1975), ¢l aitadir un oligonucledtido como primero a la
reaccién (Feix y col., 1976a) o el aiiadir un trecho de polyeitidina al extremo 3' del
templado (IFeix y col,, 1976b).  Aunque todos cstos métodos, relajaron la
especificidad de templado de la replicasa de QB, tan sélo se produjo la cadena
complementaria, la eficiencia de la sintesis de RNA fué muy baja y en general, no
hubo una cinética de replicacion exponencial.

La especificidad de la replicasa de QB por sus propios templados esti determinada
por ciertas estructuras presentes cn cllos: 1) una estructura de 1allo y asa que sirve
como el sitio de unidn a lu replicasa de Q8 (Nishihara y col., 1983) y 2) un trecho de
polycitidinas en el extremo 3' que permiten la iniciacidn de lu sintesis de la cadena
complementaria (Rensing y col., 1969; Mills y col., 1980). EI RNA MDV-1, un RNA
para la replicasa de QB que ocurre naturalmente, posee ambas estructuras (Mills y col.,
1980; Nishihara, 1983) y asi sirve como un excelente templado (Kacian y col., 1972).
Si pudiera ser inscriada una secuencia extraiia dentro del RNA MDV-1 de tal forma
que, el inserto no afterara la estructura nativa del RNA MDV-1, Ia secuencia
heterloga serin capaz de ser amplificada junto con MDV-1. Se ha demostrado que
algunas sccuencias cortas insertadas dentro del RNA MDV-1, son replicadas por la
replicasa de Qfs (Micle y col., 1983; articulo que sc anexa a esta tesis;Lomeli y col.,
1989; Lomeli, 1990; Axelrod y col., 1991; Wu y col., 1992). El andlisis cinético de la
replicacion mostré que algunos de estos RNAs recombinantes replican tan
eficientemente como ¢l RNA MDV-1 parental. Estos resultados indican que la
insercion de algunas secucncias de alrededor de 50-60 nucledtidos, en un sitio
especilico (en la posicidn 62 del RNA MDV-1), no interficren con la unién de la
replicasa de QB a los RNAs recombinantes, ni con la iniciacion de la sintesis.
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L. Aniilisis de replicabilidad de las moléculas recombinantes: MDVTCIL y
MDVTCL7.

Sc han wtilizado sondas de hibridacidn de DNA capaces de detectar af pardsito
Trypanosoma cruzi con absoluta especificidad y gran sensibilidad (Gonzdlez y col.,
1984; Ashall y col,, 1988). Asumiendo, que podria haber un s6lo pardsito en 2.5 ml
de sangre y que lucgo, ésta debe solubilizarse para analizar una alicuota de 25 pl
resulta que, screquicre un ensayo de deteccion con una sensibilidad minima de 1,000
moléculas de blinco (ver Tabla 1).

Con respecto a la generalidad del uso de sondas de hibridacion replicables para la
deteccion de diversos agentes infecciosos, es importante analizar algunos aspectos.
Uno de cllos es cl hecho de que no todos los RNAs recombinantes derivados de
MDV-1 son substratos para la replicasa de QB. Ya que esto constituye un problema
desde el punto de vista del diseiio de seiiales replicables, es clara la necesidad de
conocer los lactores gue determinan la funcion de replicabilidad. Tal conocimiento
permitird ¢! discfio racional de sondas replicables y ademds es por si mismo un
problema de interés biisico ya que, hablard del mecanismo quec asegura la
propagacién de estos RNAs por la replicasa de QB (Mills y col,, 1987; Priano y col.,

1987).

En este rabajo se construyeron varias moléculas recombinantes substratos para la
replicasa del fago QB, inseriado fragmentos de 8 a 60 nucledtidos dentro de la
secuencia del RNA MDV-1 en la posiciéon 62. Los RNAs MDVTCI1 y MDVTCI17
conticnen un inserto de 60 y 54 nucledtidos, de los cuales tnicamente 27, hibridan
con parte del clemento repetido de 195 pares de bases del parisito Trypanosoma
cruzi, resultando asf en RNAs recombinantes de 278 y 272 nucleétidos de longitud,
respectivamente. Ensayos que utilizan clonas que llevan este clemento repetido han
mostrado que son dtiles como sondas especic-cspecificas (Gonzilez y col., 1984).

La replicacion dc los RNAs recombinantes MDVTCIL y MDVTCI7 se favorece
en bajas concentraciones de MgCly, en ausencia de espermiding y a baja fuerza

iGnica (Figuras 11, 12, 13).

in general, a mayor concentracién de sal hay una mayor estabilidad de la doble
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TABLA 1. SENSIBILIDAD REQUERIDA PARA LA DETECCION DE
AGENTES INFECCIOSOS EN MUESTRAS DE SANGRE DE 25 pl.

Patégeno No. Agentes
Patégenos
Plasmodium falcipariom 1000*

(Gene MDR de P. falciparum)
(Gene DUER-TH de P. falciparim)

Plasmaodiint vivax S0
Trypanosoma cruzi (0.01 Phekesey
Virus HIV-1 1000
Salmonella typhi (). Hk

No. Moléculas

DNA

2 X 108
4X103
2x103

1 X104
1x103

1x 103

No. Moléculas
RNA

8 x 107*
2x 104
1x 104

4x 106*
1x 103*
2X 104

1X 103

*  Una célula del parisito contiene por lo menos 80,000 moléculas de RNA

ribosomal 188.

**  La sensibilidad del método microscépico de gota gruesa permite detectar 10 a

20 parisitos por pul, o sea entre 250 y 500 pardsitos en 25 pl.

#*%  Asumiendo que en 2.5 ml de sangre podria haber un sélo pardsito y que se

solubiliza esta muestra para luego analizar una alfcuota de 25 pl.

*¥k Asnmiendo que en | ml hay 4 bacterias y que se solubiliza esta muestra para

luego analizar una alfcuota de 25 pl.
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hélice DNADNA, DNA:RNA o RNARNA, Sabemos que la presencia de iones
monovalentes como el Na* tienen un efecto cstabilizador sobre la estructura nativa
de varios IRNAs (Schimmel y Redficld, 1980). A concentraciones crecientes de Na*
tos tRNAs pasan de una estructura "random coil” a una csiructura secundaria y luego
adquicren una estructura terciaria definida (Sacnger, 1988). La concentracién de sal
en las reacciones de QB replicasa tiene un efecto considerable en la generacidn de
productos de cadena sencilta o de cadena doble (Bricbricher y col., 1982),

Por otro lado, variaciones en la concentracién del ion Mg?+ pudieran estar
afectando la estabilidad de los RNASs de cadena sencilla en solucidn y en el complejo
dc replicacicn, Para cl caso de algunas moléeulas recombinantes, si se disminuye la
concentracion de magnesio presente durante la reaccion de replicacion, se mejora la
cficicncia de replicacidn en casi un 100% y se disminuye la replicacion de las
moléculas contaminantes (Sanjay Tyagi, comunicacion personal y Figura 11).
Probablemente, las hajas concentraciones de MgCl, y NuaCl estan disminuyendo en
conjunto la estabilidad de las moléeulas recombinantes y de esta forma, relajando la
interaccion de la QB replicasa con sus (cmplados, Con respecto al papel del Mgtt
sobre la actividad de la replicasa de QB se sabe que, ésta s una enzima dependiente
de Mg** como muchas otras enzimas que reconocen dcidos nucléicos. Sin embargo,
la mayor parte de lo que se conoce con respecto al efecto del Mgt sobre la
estabilizacion dc la estructura sccundaria y terciaria de los RNAs se ha hecho con
IRNAs. Cuando ¢l Mg** se une fucricmente (K, = 105 litros/imol) a los tRNAs, éstos
se doblan y pasan de un estado desnaturalizado a la conformacion nativa (Crothers y
Cole, 1978). Bl mimero de sitios de unidn de alta afinidad para ¢l Mg** no es el
mismo para todos fos IRNAs y varfa desde uno para el IRNAMC de . coli hasta 17
para el IRNATIC de levadura, de los cuales, sélo 5 se pegan en forma cooperativa. El
resto no se uncn de mancra cooperativa y son menos cspecificos, Los andlisis
cristalogrificos de las estructuras del IRNAPIE de levadura muestran que el Mg*+ se
une como una especic octahédrica coordinada IMg(Il20)6|2+ e iMeractud con el
IRNA a través de puentes de hidrégeno de Tas moléculas de agua que lo hidratan o
por ¢l reemplazo de una o dos motéeulas de agua por una coordinacién directa a los
oxigenos de algunos fosfatos (Sacnger, 1988).
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Ademiis de los efectos de ta sat, 1a replicasa por si misma puede jugar un papel en la
separacion de fas cadenas () y (<) en ¢l complcjo de replicacion. Aunqgue tal funcién
no ha sido descrita para la replicasa de Qf, se ha demostrado una actividad de
heticasa para la proteina ribosomal S1, una subunidad de Ya QB replicasa (Blumenthal
y Carmichacl, 1979; Cote y col., 1982),

La espermiding, of igual que la espermina y fa putrescina es un policatiéon que se
une fuerte y preferencialmente a secuencias heteropoliméricas y altera la
conformacion del DNA y el RNA (Feuerstein y col., 1989). Como la cspermidina se
pega fuertemente al RNA y normalmente se utiliza en las reacciones de transcripcion
a concentraciones de 4 1M se penso que, ya que mauy diffcil removerla
completamente con et procedimiento de purificacion del transcrito que se utitizaba,
pudicse estar inhibiendo ta replicacion de algunas moléculas recombinantes. De esta
manera, sc prepararon RNASs en ausencia de espermidina y se utilizaron para iniciar
reicciones de replicacian bajo diferentes concentraciones de espermidina (Figura 12).
Como pucde observarse, cfectivamente ta replicacion de las recombinantes
MDVTCIi1 y MDVTCIHT sc inhibe a altas concentraciones de espermidina.

La ecuacion que describe la cinética exponcacial caracteristica de fa reaccion de
replicacian con la replicasa de QB y que igualmente puede aplicarse a la cinética de
replicacion del RNA MDVTCL T o el RNA MDVTCI7 es:

N=N, gtld

donde N, es el mimero inicial de moléculas de RNA; t es cl tiempo de incubacién; d
es el tiempo caracteristico que toma a una poblacién de RNA para duplicarse y N es
el nimero de moléculas de RNA presente al ticmpo 1. De esta ecuacién se puede
concluir que si sc determina la cantidad de moléculas presentes a un tiempo dado de
reaccion y sc conoce li constanie de duplicacion de cada molécula recombinante,
puede calcudarse el mimero de moléculas con que se irnici{i cada reaccién. Si se hace
un cilculo aproximado del ticmpo de duplicacion durante la fase exponencial para
las moléculas reccombinantes MDVTC11 y MDVTCI7 con los datos de la Figura 15 o
se caleula ta pendicnte de los perfiles de incorporacion durante la fase lincal, se
deduce que en general ¢l tiempo de duplicacidan para MDVTCIT (2.2 minutos) es
mayor que para MDVTC17 (2.13 minutos) y mucho mayor que para MDVMal22 (35
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segundos), lo cual refleja una mayor velocidad de sintesis para MDVMal22 >>
MDVICI7 > MDVICIIL.

Se obtuvicron incrementos de 12,000 a 14,500 veces en la cantidad de producto
sintetizado en reacciones de replicacion de 30 minutos iniciadas con 108 moléculas
de MDVTCII y MDVTCI7, respectivamente (Figura 15). Comparando los
rendimicntos en fa sintesis de RNA, la replicacion del RNA MDVMal22 parece ser
mucho mds eficiente que la del RNA MDVTCII o el RNA MDVTCI7. También
fucron diferentes los rendimicentos entre los dos RNAs recombinantes MDVTC, Se
obtuvo aproximadamente 1.4 veces mis producto del RNA MDVTCI7 que del RNA
MDVTCII. Los diferentes rendimientos obtenidos durante la reaccién de replicaciéon
sugicren que [as estructuras secundarias de las tres moléculas s diferente, lo cual esti
apoyado por ¢l andlisis de doblado en computadora (Figuras 20, 21 y 22). También
se pudicron haber introducido nuevos sitios de pausa en estos RNAs recombinantes
junto con las secuencias insertadas (Mills y col., 1978; Priano y col., 1087).

La obscrvacion de que fos RNAs MDVTC son replicados exponenciaimente
sugicre fuertemente que la replicasa puede tener acceso a sitio de unidn interno y
al extremo 3' del templado de RNA. Lo que también implica que, la cadena
producto en crecimicnto puede formar estructuras secundarias durante la
clongacién, que previenen el colapso de las cadenas complementarias (Priano y
col., 1987). Por otro lado, Ta velocidad de replicacion posiblemente sea menor
para los RNAs rccombinantes MDVTC que para el RNA recombinante
MDVMal22 lo que podria indicar mis sitios de pausa en estos RNAs
recombinantes, debido a fa presencia del inserto de Trypanosoma cruzi. Cabe
seialar que en este trabajo no se realizaron experimentos de cinética que midieran
“estrictamente” los tiempos de duplicacién durante la fase exponencial y que, el
cilculo de ticmpos de duplicacién para las distintas recombinantes se hizo de
forma indirccta en basc a los rendimientos obienidos en reacciones de replicacion
que ya habian entrado en fase lincal (Figura 15). Alternativamente, pudieran estar
coexistiendo en solucion varias estructuras secundarias suboptimas en un rango
estrecho de energia libre y tan sélo una fraccién de éstas pudieran ser sustratos
competentes para amplificacién exponencial (Priano y col., 1987). O que,
micntras Ia reaccion de replicacion procede y aumenta la concentracion de
cadenas producto, se estén formando moléeulas duplex entre las cadenas (+) y (-)
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y de esta manera se esté disminuyendo ta concentracién efectiva de cadenas
temiplado (Bicbricher y col., 1987).

I1. Anillisis de las estructuras sccundarias predichas por el algoritmo de
doblado de moléculas de Zuker.

L.os programas que predicen estructuras sccundarias dptimas como el que Zuker
diseiié en 1981 (Zuker y Sticgler, 1981), no han sido de gran wtilidad para l1a
identificacidn de componcntes estructurales que tengan alguna funcién en
replicabilidad. Pero en 1989, el mismo Zuker diseiié un algoritmo quc predice
cstructurits suboptimas dentro de un rango estrecho de energia. Este programa ha
mostrado un 96% de correlacion en cuanto a la cstructura secundaria de muchos
IRNASs y un 889, para lu cstructura sccundaria de algunos RNA ribosomiales 55
(Zuker y col., 1989). Asi, cf anilisis por computadora de los doblados subéptimos
de las sccuencias de MDV-1, MDVXbal, MDVpoly4, MDVpoly9, MDVTCII y
MDVTC17, mostré estructuras secundarias mis estables para MDV-1 >
MDVpoly4 > MDVXbal > MDVpoly9 > MDVMal22 >> MDVTC17 = MDVTCI .
El andlisis de las primeras estructuras subéptimas para MDVTCI1 y MDVTCI7,
sugicre que el inserto de Trypanosoma cruzi puede estar separado del dominio
estructural de MDV-1 principalmente en la molécula de MDVTC17 de modo que,
la estructura secundaria del RNA MDV-1 permanece intacta (Figura 20 y 21)
(Mills y col., 1980). -

Una vez obtenidas las estructuras subdptimas para cada una de las moléculas
rccombinantes: MDV'TCLE, MDVTCI7 y MDVMal22, se corri6 el programa de
agrupacion de estructuras subdptimas en cuanto a dos motivos estructurales: 1) la
region del sitio de unidn a la replicasa y 2) la molécula completa. Recuérdese que
la salida de este programa produce dos tipos de datos: 1) un X nimero de
subgrupos de estructuras subdptimas que presentan ¢l motivo estructural
seleccionado de acuerdo a un parimetro de "semejanza" (que puede ir de 0.7 a
0.9), y 2) ordena las estructuras dentro de cada grupo de forma tal que, la primera
en el grupo representa la estructura prototipo y no necesariamente, la que posee
la mayor energia libre. De este anilisis se puede observar una cierta tendencia
particular comiin a los RNAs que son replicados mis eficientemente como el RNA
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MDVMul22, comparados a los que no son replicados tan eficientemente como el
RNA MDVTCI1 y el RNA MDVTCI1?7. Cuando se toma como otivo estructural
el sitio de union a la replicasa (Tablas 2, 4 y 6) se observa ¢l mismo patrén en
cuanto al nimero de subgrupos, la heterogencidad de los mismos y las energias
libres de las estructuras subdptimas, que cuando se toma como motivo estructural
la molécula complera (Tablas 1, 3 y 5). Aunque MDVMal22 y MDVTCI17
presentan el mismo ndmero de subgrupos, MDVMal22 presenta subgrupos mis
homogéncos y en gencral, de mayor energia libre que MDVTC17. Mientras que
MDVTCI1, no sélo presenta mayor nimero de subgrupos sino mayor
heterogencidad dentro de cada subgrupo y estructuras de mils o menos igual
encrgia libre que MDVTCI7. Sin embargo, cuando se analizan las propiedades
replicativas de MDVpolyd, MDVpoly9, MDVTCI1 y MDVTCI17, se observa que
éstos replican menos cficieniemente que los RNAs recombinantes MDVMai22 o
MDVIHIV20 o incluso que el RNA MDV-1, segiin se muestra en la Figura 15 (ver
también la Figura 3 del articulo que se anexa a esta tesis). De hecho, MDVTCI1
replica todavia a una menor eliciencia que MDVTCI7 (Figura 15),

Estas observaciones indican que pueden existir ciertas diferencias asociables a
las propicdades replicativas de una molécula bajo el criterio de nimero de
subgrupos, de acuerdo a un motivo estructural seleccionado de forma arbitraria y
la heterogeneidad dentro del subgrupo de acuerdo a la proximidad de las
estructuras subdptimas.  Es posible que un grupo de diferentes estructuras
subdptimas en un rango estrecho de energia pucdan coexistir en solucién y que
las diferencias de replicabilidad entre las distintas rccombinantes esten
determinadas en parte, también por interacciones especificas a nivel de estructura
terciaria la cual, hasta el momento no es posible predecir.

Si bien dnicamente hemos analizado tres moléculas recombinantes de acuerdo
a4 este programa cstadistico, no podemos concluir categéricamente que esto sigue
siendo cierto para un mayor ndmero de recombinantes. Cabe seiialar que existen
otras formas de inierpretar y graficar los resultados que generd el programa de
prediccion de estructuras subdptimas y por lo tanto cs probable que,
plantedndose otras hipdlesis respecto a los factores que podrian influir sobre la
replicabilidad de los RNAs recombinantes se puedan obtener datos mds
significativos.
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Recientemente, ¢l grupo del Dr. Don Mills reporté la construccién y la
caracterizacion de 16 distintos RNAs recombinantes, substratos para la replicasa
de QB, que conticaen distintos tamaiios de secuencias con la posibilidad de formar
0 no, una estructura de tipo tallo y asa independiente dentro del RNA MDV-1
(igualmente, en la posicién 62) (Axelrod y cob., 1991). Sc utilizaron estos
templados para iniciar reacciones de replicacidn in vitro con la replicasa de Qi
en cantidades que saturaran 2 la enzima. Las velocidades de replicacién para los
RNAs que presumiblemente poseian insertos estructurados estaban en el rango de
33 2a69% Fa del RNA NDV-1 control, a pesar del tamaiio del inserto. De hecho, 1a
mayor paric del RNA recién sintetizado sc encontraba en cadena sencilla, En
contraste, los RNAs que contenian insertos no estructurados (que no se esperaba
que formaran estructuras sccundariag) mostraron velocidades de replicacion
menores al 25% de 1o de MDV-1.  LEn cste caso, la velocidad de replicacton
corrclaciond con la tongitud de la sccuencin insertada y fa mayor parte del
producto sintetizado cran moléculas duplex (cadenas complementarias (+) y (),
hibridadas). Cuando cstos RNAs recombinantes se¢ utilizaron en reacciones en
donde la cantidad molar de tiemplado era 10107 veces menor (ue la de replicasa,
s6lo aquellas que presumiblemente comtenfan estructuras secundarias,
sobrevivicron durante la reaccion de replicacion.  Estos resultados son
consistentes con que, la formacion de estructuras de tipo tallo y asa durante la
sintesis de RNA por Ia replicasa de Qf influencian directamente la regencracion de
RNAs de cadena sencilla (Axelrod y col., 1991), si bien no explican las diferentes
eficiencias. de replicacion entre las recombinantes con insertos estructurados. Es
posible que el mecanismo de pausa caracteristico de la QB replicasa (Mills y col,,
1978) estuviera operando en estas secuencias estructuradas heterélogas. Se sabe
que la replicasa de Qi se detiene temporalimente mientras se sintetiza el extremo 3’
de un tallo y asa estable durante la replicacion de varias especies de RNA
enddégenas (Mills y col., 1978; Priano y col,, 1987).

IH. Futuras estrategias para ¢l uso de sciiales replicables en ensayos
diagnosticos.

El ensayo modelo publicado para HIV-1 que utiliza sondas replicables, el
sistema de lavados conocido como "reversible target cycling” y el sistema de
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amplificacién con la replicasa de QB, (uvo un Hmite de deteccién de 10,000
moléculas de blanco (Lomelf y col., 1989). Lsto sc debio a la replicacién de las
sondas que se pegan de forma inespecifica a la paredes y no son eliminadas
eficienicmente durante los lavados. Con el objeto de disminuir esta sefial de
fondo, sc ha pensado en la posibilidad de usar sondas que incorporen "switches
maoleculares” (Kramer y col., 1989) y asi eliminar también, In necesidad de los
miiltiples lavados.  En base a estos resultados y a la pobre eficiencia de
replicacion de las moléculas recombinantes MDVTCI 1y MDVTCI7 comparada a
la de MDVHIV20 0 MDV-I, sc hizo evidente que este mismo esquema para la
deteccion de Trypanosoma cruzi, no alcanzaria la sensibilidad minima requerida,
Actualmente cl ensayo de deteecion de Trypanosoma cruzi mis sensible
reportado, es sin duda, el que utiliza PCR ¢ hibridacién con un oligonucledtido
interno marcado, para amplificar frugmentos especic- y cepa- especificos de los
minicirculos del DNA del kinetoplasto (Sturnt y col., 1989). Este ensayo puede
detectar alrededor de 40 moléculas de blanco.

Recicntemente sc han disefiado otros modelos de deteceion que prescinden
del requisito de obtener RNAs recombinantes replicables y que pretenden abatir
el ruido de fondo utilizando "switches moleculares”. Algunos de estos modelos
involucran la utilizacién de RNAs replicables que tienen Ia secuencia sonda en un
extremo. Después de que la sonda se unc a su blanco, se utiliza uno de varios
mecanismos para separarlo de la seiial replicable. y proceder a la amplificacién de
éste ultimo. La forma de separar la sonda de la seiial replicable, depende de la
forma cn gue se encuentran unidos. Una posibilidad es que sean moléculas
independientes que sc unan por enlaces disulfuro y luego, sean separadas por
reduccion con ditiothreitol (Chu y col., 19806) (ver Figura 27).

Otro disciio de una sonda que incorpora un switch molecular y que es
actualmente un proyecto de nucstro laboratorio se muestra en la Figura 28. Al
unirse fa sonda al blanco ocurre un cambio conformacienal (la apertura de un tallo
de doble cadena) tal que, tnicamente las sondas unidas al blanco son capaces de
generar sciial.  Las sondas que no se unen especificamente al blanco permanecen
cerradas y de esta forma no generan seital. La apertura del tallo de cadena doble
de la molécula swilch, se debe a la rigidez adoptada por la doble hélice de
DNA:DNA o DNA:RNA que se forma (Shore, D. y col., 1981; Bhattacaryya y col.,
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FIGURA 27. Uso de un tipo de "switch molecular". La figura que representa
el switch molecular csta formada por un DNA de cadena sencilla que contiene
una secuencia sonda (representada por una linca engrosada) embebida dentro de
sccuencias aplanadoras y complementarias al RNA MDV-1. Este DNA esta unido
covalentemente al RNA MDV-1 a través de un puente disulfuro (-S-S-)
(simbolizado por una linea doblada cn tallos y asas). Ll tallo y asa central del
RNA MDV-1 no se muestra ya que el sitio de union a la replicasa, necesario para
que la replicasa se una ha sido alterado estructuralmente por las secuencias
aplanadoras. Se prepara el DNA de cadena sencilla que conticne la secuencia
blanco (Pancl A). La sonda se une al blanco (Panel B) e induce un rearreglo en la
molécula tal que, el sitio de union a la replicasa en ¢l RNA MDV-1 es liberado.
Después de lavar las sondas no uniduas, se rompe ¢l puente disulfuro por
incubacion con ditiothreitol (Pancl C). Luego, el RNA templado liberado es
amplificado exponencialmente por incubacién con la replicasa de QB (Panel D).
Las sondas que se gquedan pegadas inespecificamente a la membrana son
incapaces de servir como templados para la replicasa de QBf.
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FIGURA 28. Esquema hédsico de un "switch molecutar" que se abre, al
hibridar la sonda con el blanco. En la parte superior sc muestra la molécula
blanco, la cual puede ser DNA o RNA. En la porcion media se esquematiza la
sonda o "switch” en su estado cerrado (en ausencia del blanco) formando un tallo
y asa consigo misma (la cual, también pucde ser DNA o RNA). El tallo esta
formado por dos sccuencias complementarias, localizadas cada una en los
extremos de It moléeula y el asa conticne la secuencia que servird como sonda.
En la porcion inferior se muestra el "switch™ hibridando con el blanco, ahora en
posicién abierta.
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ESTA TESIS MO EBE
SAR DE LA UGTECA

1989). Ll funcionamiento de este switch ya ha sido demostrado en ensayos
modelo que miden la presencia de un tallo de RNA abicrto o cerrado como
funcion de la presencia o ausencia del blunco (Guerra y col. manuscrito en
preparacion),

En este ensayo, la generacidn de sciial ocurrird como se muestra en la Figura
29. Al unirse al blanco, el switch molecular se abrird y expondri una secuencia de
20 nt de cadena sencilla que contiene las 15 bases superiores del promotor para la
T7 RNA polimerasa. En la misma solucién, se encontrari una molécula de DNA
de cadena sencilla que contiene la cadena inferior del promotor de T7, localizado
frente al gene que codifica para el RNA replicable. Este DNA de cadena sencilla
se unird especificamente a la sccuencia de 20 pares de bases del switch abierto.
Una incubacion, simultinea en presencia de la T7 RNA polimerasa y la replicasa
de QB, resultard en la generacion de un RNA replicable por transcripeién y su
concomitante replicacion. La deteccion del RNA producido podri realizarse por
métodos simples tales como, por tincién con bromuro de ctidio.

Un aspecto importante de este accrcamicnto seri la utilizacion de un esquema
de hibridacion en "sandwich”. [ste esquema involucra cl uso de una segunda
sonda (sonda dc captura) cuya funcién cs la de inmobilizar al hibrido y asi permitir
lavados sucesivos. Esta sonda de captura contiene una sccuencia
complementaria al blanco cn una regién adyacente a la zona donde hibrida la
sonda detectora y una cola de poli-dA en el extremo 3. Esta cola de poli-dA
permite que la sonda de captura se pucda pegar con alta eficiencia a las particulas
magnéticas que conticnen poli-dT25. Este csquema ya se ha descrito
anteriormente y fué el que se usé en el ensayo para V-1 (Lomeli, H., y col.,
1989).

Cabe sciialar que, un cnsayo diagnéstico que utilize sefiales de RNA
replicables del tipo desarrollado pata HIV-1, requicre de la sintesis de varios
oligonucledtidos (para las sondas de captura y para la sonda detectora), la
construccion de varias moléculas recombinantes y su caracterizacién para la
seleccion de una sonda competente para replicacién exponencial y la
construccion del vector de donde se obtendri el blanco artificial. En cambio un
modelo como el del "switch molecular”, donde la sonda detectora y la que sirve
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FIGURA 29. Esquema de un "switch molecular acoplade a un
sistema generador de seial exponencial. Cuando la sonda hibrida al blanco,
el "switch” molecular sc abre y expone una sccuencia de 20 nucledtidos de cadena
sencilla de los cuales, 7 son complementarios al promotor de la T7 RNA polimerasa.
Se encuentra presente en fa misma solucién una molécula de DNA de cadena sencilla
que contienc la cadena inferior def promotor de T'7 adyacente al gene que codifica
para el RNA replicable. Este DNA de cadena sencilla hibrida especificamente con la
secuencia de 20 nucledtidos del "switch” abierto. Después de la incubacion con la
T7 RNA polimerasa, se genera un RNA replicable por transcripeion que luego es
amplificado por la replicasa del fago QB.
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como templado de la molécula replicable, cstan localizadas en moléculas
separadas resulta mds genérico en el sentido que, involuera dnicamente la sintesis
de algunos oligonuciedtidos (las sondas de captura y la sonda detectora) para
cada nuevo ensayo que se quicre implementar,
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We have synthesized recombinant RNA
molecules that function both as hybridiz:
tion probes and as templates for exponen-
tial amplification by QB replicase. Each
recombinant consists of a sequence specif-
ic for the protozoan parasite, Plasmodium
Sfalciparum, embedded within the se-
quence of MDV-1 RNA, which is a natural
template for Qf3 replicase. The probe se-
quence was inserted within a hairpin loop
that occurs on the exterior of MDV-1
RNA. The recombinant RNAs hybridize
specifically to complementary DNA, de-
spite topological constraints on the probe
domain, are replicated at the same rate as
MDV-1 RNA, despite their additional
length, and are able to serve as templates
for the synthesis of a large number of
RNA copies. A QB replicase reaction initi-
ated with only 0.14 femtograms of recom-
binant RNA (1,000 molecules) can pro-
duce 129 nanograms of recombinant RNA
product in 30 minutes. This represents a
one-billion fold amplification. Our results
demonstrate the feasibility of employing
exponentially replicatable RNAs in bioas-
says, where they would serve the dual role
of specific probe and amplifiable reporter.

he very high specificity inherent in nucleic acid
hybridization' has provided powerful analytical
tools for molecular biologists. "There has been
considerable interest in new techniques that
permit the amplificiion of hybridization signals*-'
achieve levels of sensitivity that exceed those obiained
with radioactive probes. We have been working on the
design and synthesis of replicatable probes that combine
in a single molecule the dual functions of hybridization
probe and amplifiable reporter. ‘These novel molecules
are recombinant RNAs® that contin a probe sequence
embedded within the sequence of 4 naturally occurring
RNA that serves as a template for the RNA-directed RNA

polymerase, Qf replicase?. "The structual and funetionat
requitenments for these recombimint RNAs e as tollows:
the presence ol the probe must not interlere with replica-
tion, and the probe nust vetain its ability 1o hylwidiee wits
Luget, despire the presence of the sequences required tor
replication. 11 these conditions ase e, then these recom-
binant RNAs condd he utilized i hivassays in which
specilically hyhridized inolecules ave amplitied by incuba-
tion with Q3 veplicase, gencrating a relatively large mass
of recombinint RNA that would seeve as e signal that
hybridization had oceurred,

The impetus lor undertaking the study of these recom-
binant RNA molecudes stems trom the rensnkable prop-
erties of RNA syathesis by Qff replicase. A sl sumber
of template strands i initiate the synthesis ol a Lrge
number of product strands®. Miltion-fold increases in the
amount of RNA rawtinely occur in vitre® as a result of an
exponential - reaction  mechanism'™ ! single-stranded
RNAs serve as templates for the synthesis of complemen-
tary single-stranded products; alter the completion of
product strand elongation, Loth the produet and the
ed [vorm the replication comiplex'; and
both strands are free w0 serve as wemplates in the next
roundd of synthesis, Consequeinly, as long as there is an
excess of replicise, the number of RNA strands increas
exponentially. Alter the number of RNA strands equals
the sumber of active replicase molecales, RNA synthesis
comtinues lincarly. There ave a number of advantages o
using the amplification of RNA by QB veplicase as the
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RGURE t Struciure ol plasmid pT7-MDV-paly.
black line represents MOV-1 ¢DNA. The restriction sites
contained within the polylinker (crosshached segmen) are
not found elsewhere i the plasmicd. When this plasmid is
cleaved with endonuclease Snal and incubated in vitro with
T7 RNA polyr e, the vesulting transcripts, MDV-poly
RNA, consist of an RNA copy of the polylinker embedded
within the sequence of MDV-1 () RNA. “This plasmid serves
as a vecwr for the construciion of recombinant RNAs,
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basis of a signal-generating system: Qf vepli
specific Tor its own templine RNAST; as linde as one
molecnle of templie RNA can, in principle, initiae
replicinion’ s aned the amownt of RNA synthesized (typi-
cally, 200 g in 50 plin 15 minmes) is so targe that it can
he measwed with the aid of simple colorimetsic tech-
nigues,

Twao developments led 1o the curvent work: the discoy-
ery that oligovibonucleotides can be inserted within the
sequence ol a small, natarally ocearving template for QB
replicase, MDV-U RNA'™, withowt interfering with its
replicabititys and the availabitity of a plasinid that serves
as a template for the synthesis of MDV-1 (+) RNA when
the plasmid is mcubted in vitta with bacteriophage '1'7
RNA polymerase (Mills et al., in preparation). We modi-
fied this plasmid by inserting a polylinker within the
MDV-1 ¢DNA sequence. The subsequent insertion of
probe sequences within the polylinker created plasmids
that served as templates for the transeription of recombi-
want RNAs, In this report, we demonstrate that these
novel recombinant RNA molecules futfill the design goals,
serving as both specific hybridizition probes and as amipli-
fiable reporters. The use of these molecules in actual
hioassays will he reported elsewhere.

se is highty

RESULTS

Synthesis of recombinant RNAs by transeription from
plasmids. We set out to constraet an RNA molecule that
would serve both as it specific probe and as a template for
QB replicase. We chose MDV.L RNA as the parent
molecule becruse madified MDV-1 RNAs can be syntlie-
sized by trseription frony recombinant plasmids. Pl
mid pI7-MDV serves as a lemplate for the synthesis of
replicatable MDV-T RNA. We inserted a synthetic poly-
linker into the MDV-cDNA sequence of this plasmid,
creating plasmid pI7-MDV-poly (Fig. 1). Recombinant
RNAs can he generated by inserting any hererologous
DNA sequence into one of the unigue restriction sites in
the polylinker of pT7-MDV-poly, and then utilizing the
resulting plasmic as a template Tor transcription by 17
RNA polymerase

Design of the replicatable probes. MDV-1 RNA con-
tains many stable secondary structures-1%, and the avail-

potential probe sequences into MPV-1 RNA was known to
he an the exterior of the molecules, where the insert was
less likely to disturh these structures. A repetitive DNA

sequence from the protozoan parasite, Plasmodium falci-
21, was chosen as a model probe. We had two main
concerns when choosing the sequence of the probe: the
inserted sequence might have to assume a single-stranded
conformation for it to hybridize 10 its target sequence; and
the inserted sequence anight have to form secondary
structures, otherwise the product and the template might
form a nonreplicatable duplex®!, Since these two concerns
imposed contradictory constraints on the design of the
inserted sequence, we prepared two recombinam RNAs
with inserts expected to assume different structures. The
first recombinant, MDV-fal-un RNA, was likely to possess
an unstructured probe region, according to a computer
of its sequence The second yecombinant,
st RNA, differed from MDV-fal-un RNA in a
S-nucleatide region. As a consequence, it was likely 1o
form a more stable sccontkary structare in the region
containing the probe. Figure 2 shows the nucleotide
sequence and predicted secondiny structure of MDV-fal-
un RNA, MDV-fal-st RNA, and MDV-poly RNA,
Replication of the recombi RN. Four different

RNAs were prepared by tanseription in vitro: MDV-1,
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MDV-poly, MDV-Tal-un, and MDV-fal-st, Electrophoretic
sis of these transeripts (left panel of Fig. 3) demon-
strated that the recombinants that contained probe se-
quences could easily he distinguished from the other
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HGVRE 2 Nucleotide sequences of the recombinant transcripts
folded into the secondary structures predicted by a computer
program to be most stablets. MDV-fal-un (+) RNA (a) con-
tains a 58-nucleotide insert (shown between the arrows) in
place of the 3.nucleotide segment, AGU, that occurs in
natural MDV-1 (+) RNA®, The secondary structures that the
computer progrim predicts in the region of the recombinant
auside the insert are identical to the secondary structures that
were experimentally identiticd in MDV-1 RNA1%, suggest-
ing that the probe seyquence wouhl hive little effect on the
topology of the MDV-1 domain. Bold leters indicate the
nucleotides that are complementary to P, falciparum DNA.
"The lower panels show the predicted secondary structure of
the inserts present in MDV-poly (+) RNA (b) and MDV-fal-st
(+) RNA (0).




transcripts hy their relative mobilicy, The tanscripts were
then isolated from the reaction mistare soul used s
templates {or the synthesis of wdditional RNA by Qp
replicase. Kinetic analysis of the wmnount of RNA synihe-
sized in the QP replicase veactions (middle panel of Fig, 3)
demonstrated that hoth the steactuved and the nasrue-
tured recombinant RNAs were excellent wemplates for
exponentialrepliciion. Furthermare,  electraphovetic
analysis of the RNA symhesized in cach QB eplicase
reaction (vight panel of Fig. 3) showed that the products
were homogencous replicates of the original wanscripts,

To compare the rate of replication of recombinant
RNA to the rate ol replicition ol MDV-1 RNA, Qff
veplicase reactions weve initated with mixtures ol MDV-
fal-st (+) RNA and MDV-1 (+) RNA, The reactions were
incubated for 20 mimnes, permining the syuthesis ol
approximately ten mition copies of ciach RNAL The RNA
pmducls of the reactions were analyzed by polyaceybaa-
ide gel electrophoresis. “Fhe results (Table 1) indicate thai,
despite recombinant RNA being 55 nucleotides longer
than the MDV-1 RNA from which it was derived, it is
amplified at essendally the same rine by Qf replicase,

Exponential amplification after serial dilution. A
series of Qf replicase reactions were initinted witle de-
creasing amounts of MDV-Lul-un RNA, The resulis (Fi
4) demonstrate that a reaction initited with as few
1,000 molecules of recombinant RNA (0,14 1) produce
129 nanograms of recombinant RNA produce afier 30
minutes of synthesis, which is a one-billion-lfold amplit
tion. Victually identical kinetic results were obiained in a
paralicl series of red clions initiated with MDV-ful-st RNA,
indicating thit the velative lack of secondary structure in
the probe region of MDV-Tul-un RNA lad no disceruible
effect on replication.

Electrophoretic analysis showed that the product ol the
reaction to which no exogenous template had heen added
was MDV-1 RNA (sce inset of Fig. ). This wits expecied,
since the method that we used tor isulating QB replicuse
yields an enzyme with endogenous MDV-1 RNAY A
method designed to remove RNA from the replicase has
been published??, but was not employed in this work,
Based on the time it took for the comvol yeuaction 10
achieve saturation (when the number of RNA molecules

5

cquals the number of acive veplicase notecules), we
estiate that only 10 melecales of MDV-T RNA were
proesent iniially, This was contirmed by the tollowing
results: when w reaction wis tatinted with 103 molecules
of MDV-Lal-un RNA, the 25-minae product contained
$0% MDV-1 RNAL and a reaction initiated with only 10
molecules of MDV-Lal-un RNA contatiied mostly MDV-]
RNA.

Phe results adso desonstraie a unigue Kinetic ol e
istic ol QB veplicase seactions: i g set ol rections is
incubted Jong enough to insare il all syntheses lave
achieved satwvation, then tie awmount ol RNA present in
each veaction will be lincarly proportional to the loga-
vithm of the amount of RNA that was present initially,
Fig. 5 wtilizes the data shown in Fig, -0 o illustrate dis
relationship: the amount of RNA synthesized in 25 win-
utes iy plotted against the logamithm ol the number ol
recombinant molecules wlded duitially, The vesulis dem-
onstrate that the amoum of recombitant RNA product
(which is in the hundved-nanogran vange) is in accaritie
measure of the amount of RNA that was preseat initially
over i range ol ac least six orders ol wagsitd

Hyhridization of the v bi RNAs. Lach ol the
recombinant. RNAs wis shown 1o bind specitically to
denatured plasmids containing «w known quantity of 2,
Jaleiparum awpet sequences (Fig. 6). Neither vecomhinge
RNA bound ta contyol plasmids that Lacked P, foleiparum
sequences, Furthermore, MDV-poly RNA, which daoes not
contain a probe sequence, did not hind 1o either plasmid,
Tuken together, these results demonstvate that both
recombinant RNAs hind specifically to their iavgees and
that, under the hybiidization conditions coiployed, the
presence of structure in the probe vegion bas linde cifea
on hybridization.

" Inanother experiment, truncided vensions of each
recombinant probe were prepared by transcription from
plastnids that had beea linearvized by digestion with Stael,
instead of Smal. These wanseripts were only 11 nucleo-
tides long, and contained 63 nucleotides from tlwe 5 end
of MDV-1 (+) RNA and 18 nucleotides from the insert
region, including the entire probe sequence, Under the
hybridization conditions employed, no diflerence could
be observed between the hybridizagon ol 1he truncated
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MORE 3 Replication of recombinant RNAs. Polyacrytunide
55.-1 electrophoresis (feft pancl) showed the relative mobility ol

ifferent transcripts: MDV-1 (a), MDV-poly (b}, MDV-fal-un
(c), and MDV-fal-st (d). The numbers on the side of the panel
indicate the length of cach transcript. (in nuclemides). Qp
replicase reactions were initinted witL 200 fg of each tran-
script, Kinetic analysis (center panel) showed ihat approxi-

mately 100,000 copies of cach anseript were synthesized jn
20 minutes. Electrophoretic analysis ol 1he RNA present afier
45 minutes (right panel) showed i e products were
replicates of the transeripts. The producs were probably one
nucleotide fonger than the wanscripts, since a none
Wraterminal wdenosine is uswally added during replicatio
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RNAs aned the by bridizion of the foll-length RN As, ‘Fhis
tesslt dermonsiiates that the constrained 1opology of the
MOV domain™ that suvvannds the prohe vegion in the
futt-length molecude does nor impede i
probe sequence ta bvhridize with ns trget,
Replication of recombinant RNAs after hyhridi
Additional experimets were carvied ou to determine
whether hybridized recombinant RNAs retain their abitiy
105 s teniplaes for QB replicase atterall the nanipm-
bations thas oceur during Hileer hybridizanion. MDV-fal-un
RNA thit had been hyhiidized to plasmids containing 12,
[uleiparum sequences was ehited Trom the do-blot by
Irief heating step. Electraphoretic analysis of this RNA
showed that intact recombinam molecafes had been re-
leased. A portion of the eluted RNA was then tested to see
whether it could serve template lor Qf replicase. A
ten-million-fold amplification oceureed ine 200 minutes,
Electrapharetic analysis of the product of this reaction
showed that it was MDV-Lalun RNA. In addition, a
regation was initkted with the eluant from a control dor-
blotin which MDV-tal-un RNA had been incubated with
plasmid DNA that tacked ', folciparum sequences, "Fhe
product of this reaction was also MDV-fal-un RNA, indi-
ing that a small amow of probe tad honnd nonspecil-
ically. However, kinetic amalysis confirmed that there was
a distinatly fower tevel of RNA in the cluant from the
control. ‘Thus, these results demonsorate than hybridized
recombitiant RNAs that are veleased lrom target DNA

DISCUSSION

The results demonsivate that recombinint RNAs pos-
sess the minbmum chavactetisties requived lor their use as
replicatable probes in bioassiys: they hybridize specifically
to target DNA and vetain the ability o be amplified
expanentially by QB veplicase. The surprising observie
tion, that recambinants replicate at the e as MDV.
1 RNA, indicates that the presence ol relatively unstrue.
tured inserts does not lead 1o eollapse of the product
steand upon the (emplate strand?', and highlights how
lite we voderstand the structral determinants of repli-
ility, We are constructing i wide variety of
nant RNAs that are designed 1o Tunction as replicatable
probes. ‘Thus, it will be possible to assess the generality of
this new approach 10 probe design,

The exponential amplification of veplicitable probes by
QB replicase provides an alternative 1o the exponential
amplification of rargets by the DNA polymerase chiain
reaction® . A disadvionage o probe  amplification
in general s that nonspecifically bound probes serve
as templates for amplification. However, methads involv-
ing capiure DNA, such as sandwich hybridization??.%,
have the potential of dramatically lowering the level of
nonspecifically bound probes. Furthermore, additional
properties can be added 10 1eplicatable probes through
molecular design, Since replicatable probes andergo s
conforminional change upon hiybridization, it shoukl be
passible 1 incorporate steactural elements in the recombi-
nant RNA that create a moleailn switeh whose state is
deperdent upon whether or not the probe is boand to its
target, By coupling the state of this switch 1o a capture
scheme or 1o signal generation, the backgronnd could be
reduced significanily,

Although  practical assays  employing  recombinant
RNAs do not exist yet, we think it worthwhile to enumer-
ate some of their expected advantages: (1) sensitivity—
amplilication Tactors of one-hillion-fold would permit
detection wt extremely low levels of target; (2) speed—
amplilication would occur during a single incubation step
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tha takes dess thin 30 minntes; (3) convenience—the
signal would take the torm of a velatively lacge mass of
RNA that could he quantitated by nonradioactive means;
(D) witle dynamie range—the unique kinetic properties of
QB replicase reactions would permit the quantitation of
lesels of tirger over a range of at least six orders of
mgnitde: sied () simultancons detection—a mixture of
ditferem replicatable probes could he used in a single
aned atter amplitication they could be sorted out by
hybridization to an ordered array of DNA dot-blots com-
plementry to cach probe, permitting the simultaneous
idemification of several diflerent tigets in the same
sample.

EXPERIMENTAL PROTOCOL

Enzymes, Restriction endonucleases, ‘14 polynucleotide ki-
nase, and T7 RNA polymerase were purchased from New
England Biolabs. Call“imestine alkaline phosplustase, 14 DNA
ligase, the Klenow lragment of Escherichia eoli DNA polymerase 1,
and bovine pancreatic deoxyribonuclease 1 were purchased from
Bochringer Mannheim, Qff u:{)lit ase was isotated {rom bacteri-
ophage Q-infected £ colt Q18 by the procedure of Foyang and
Aurgust*, with the hydroxylapatite siep omitted,

Oligonuclentides. Single-stranded DNA {ra ts were pre-
rared, using B-eyanoethyt phosphoramidite chemistry?!,
Lh rosyn-1450A synthesizer (Systec). After deblocking
from the n, the oligonudleotides were isolated by pre-

wrative el clecirophotesis®, eluted  from the gel, filtered
through nitvoceltulose, and purified by chromatography* on
SEP-PAK CI8 cartridges (Walers Assoctates),

Plasmid for synthesizing MDV-1 (+) RNA by transcription,
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HGURE 4 {(Tect of initial RNA concentration on the time-
course of recombinant RNA synthesis, A series of 25-pl QB
replicase reactions were initiated with the following quantities
of MDV-Lal-un RNA: 140 pg, L4 pg, 14 fg, 0.14 1g, and O {g,
which corresponds to 104, h)’, 16%, 1P, and 0 molecules of
added template. Samples of cach reaction were taken every 5
minutes 1o determine the amount of RNA that had been
synthesized. The results demanstrate o the time spen
the exponential phase of synthesis is increased when the initial
number of wmplate wolecules is decveased®. Each 100-fold
reduction in the number of recombinant molecules used as
templite resulted ina 3.6 minee delay in achieving saturation
(indicating th the RNA population’ doubled every 33 sec-
onds), The electrophoretic maobility of the RNA present in
cach reaction after 25 minuies (see inset), compared with the
mobility of recombinant RNA (278-nucleotides long) and
MDV-1 RNA (228-nucleatides long) markers (m), cun‘i'lrmcd
that the product of reactions initiated with recombinant RNA
was recombinant RNA.




PUZ-MDV contains i promoter lor 17 RNA podyaierase dieced
towards a full-length < HNA rnrp‘unl frenn MDV- 1 RNA (Milly e
al., in prepasation). This plasniid bad been coastiucred so i
transcrsption fron the 17 promoter begins with the st nudeo-
ticke of MDV-1 (4} RNAL A Smad sestiiction site lind been
intraduced at the ather end of the MDV-1 GDNA sequete so
that when the plasinid is lincarized by digestion with endonade-
ase Smal and then incubited with 17 RNA pulymerase ansaip-
tion termimles two nuddeotides belore e cad of MDYV ()
RNA. The resulting iransctipts, though lackiag the ginmal 3
terminal dinudeotidde, CpA-OLL serve as excellent templaes tor
exponential replication by QR 1eplicse. A tull description of the
comstrnetion aud use of this plasmid will be published elsewhere,
Plasmid coutaining a pn‘ylinker within the MDV-1 ¢DNA
sequence. The PpubMi-Bsbdl fragment of the MDV-1 (DNA
sequence i [‘11'7- DV DNA was aeplaced with the (nllcs{mmL
ing PpuME-BaE agment of o modiied MDV-E cDNA i
contamed i unique Nbi L recognition sequence i place of the
only Hintl vecognition sequence in MDV-1 (DNAFA synhetic
DNA cnt by annealing dCTAGATCTC
. COTEGAGA D) was then o
o this Xbal site, converting it e i palylinker possessing
wnigue restriction sites for Xbad, Bghll, Nhot, and S, "Uhis
plasinid was dlesignated p17-MDV-poly
Plasmids for synthesizing recombinant RNAs by teanserip-
tion. p'T7-MDV-fal-un was consteucted by inserting a synthetic
probe sequence (repared by amealing dTCGAGACTAACA-
TAGGTCTTAACUTTGACTAACA w VITAGTCA
AGTTAAGACCTATGTTAGTC) imo the Xhol site o the
pulylinker sequence in pI7-MDV-poly. pt 7-MDV -fal-st was con-
structed by inserting the related syuthetic: probe serquente
(In'cp:u'cd by anncaling o IACTAACA HIWR
TAACT T TCA o dTCGATOACTAACAAG T IAAMGA
CCTATG 3 i the same site in p1I7-MDV-poly. Boih
prohe were  complementary o the unige
%H sequence ol of P falciparum? The
e fron cones of
thia.
naltysis, ‘The nucleotide sequence i e
recom n region of cach plasiid was canfivmed by the diain
termination procedure’!, atilizing 7-deazi-deaxyguanosioe '
triphosphate (Boehringer Mannheim) in plice of deoxygino-
sine 5’-tiphospline?, and S jdeoxyeytidine 5'-(w-thiojtrphos-
phate (New Englind Nudear) as label™. Sequending e ns
were carried out on wotal plasaid DNAY, utilicing @ 20-m
tide primer (Pharmacia) that was complementary 1o the
promoter scq‘ucnu X
Transcription. Plas

GAGGC

repetitive DNA isoli
ucleotide sequenc

)
17

nids were dsolated Trom bhaaeria by the
method of Holimes and Quigley™ and purificd by gel filization
chromatography™ on Sephacryl S-1000 (Phar Plasmid
DNA was then digesied with Smal or Swl. "t iption was
carried out according to i moditication of the protecol ol
Axelrod and Kramer®': 1 pg of lincarized DNA was incubated
with 80 units of 17 RNA polymerase for 3 hr at 87°C in 40 gl of
400 uM AT, 400 pM {a-PJCTP, 00 )M GTP, 400 (M UTP,
50 mM “Tris-HCI (ptd 8.0), 12 mM MgCly, 5 M dithiothreitol
(freshly prepuared), 100 pg/ml bovine i albumin, 4 mdM
lgcrmitlinc, and 1 univ/pl of the ribonuclease inhibitor, BNasin
(Promega Biotec). ‘The [*Plianscripts were incubated with 0.1
ug/ul of ribonuclease-free deoxyribonudease 1< 10 destroy the
template DNA, and then purified by phenolfchloroformfisoamyi
alcohol extraction, - followed by precipitation with ctlinol, The
concentration of each RNA was determined from its specilic
radioactivity. The size and homogencity of the RNA was deter-
mined by electrophoresis through 6% polyaceykunide slab gels in
the presence of 7M urea®. The RNA bands were visualized by
silver staining*.

Replication. Between b X 107" g and Lt x 10710 ¢ af

transcripts (llcrcnding on the reaction) were incubated with 1.2
ug of O replicase at 37°C in 25 pl of 40 pM AT, 100 pM
[a2PICTP, 400 uM GTP, 400 kM UTP, 14 M MgCly, and
90 mM Tris-HCI (pH 7.5). Each reaction w ;un])luh every &
min The amount of RNA in each 2-pa sunple » neh by

binding the PP2PIRNA 10 DEBY cellulos, ) s
described by Maxwell aned his cowor g the
radioactivity on each disc with @ scintillation conter. “I'he si

and homogencity of the RNA in sel uds;nnvylcs wits detenmine
by polyacrylamide gel electrophoresis, The [SPIRNA bands were
detecied by :unumhingmphy.

Hybridization. ‘Two different plasuids were used s targets.
The first, pPRF6, was construcied by the insertion of a DNA
fragment comaining 45 tandem copies of the 2i-base-pair sepeti-

tive sequenee of 2 fadoparin DNA (i FCR-VCambiag inin
the Bamblsite af ptic s BNA (tochningenr Mannheing. Fitieen
ob the B aepeared sequences were ddemical o ahe insesied
sequence s the recommbinan RNA probies. | he other tepeated
sequenices contiined mictobeterogeneiies. Fhe seood plasiid,
prCES, served as aonegaine conol for Indeidizaion ol the
recanbinant RNA probes, Fach plasiaicd was lincavieed by stiges-
i with WU deestired By jncadution i .0 N NatO1) oy 60
secat 420, and 05 on L0y abiuons were booud s BARS
nitrocelilose membaane ocdercher and Sehaell, aocondig o
the dot-blot procedure ol Katatos and his cowachens®. The
wembrine wis cut into sedions, cads containiog o duplicne pin
of pPERG and pUGES dot-blots, Fachi messbiane section was
wu 1y baidlized fae 3 b at 37°C 10 D SSIE (DX SSIE s H00 mM

aClL S0 mM sodivm phiosphite (o 70, and HoanM EITEA), 2
mp/md sodivm dodeey | sataze, 500 pgfml hepasin (Sigaial, aml
2008 torniunide, Fach membrane seciion wis then incobiaged fin
4l an 25°C with between 83 ng and 150 uy ol the [2PIRNA wbe
tested aned 10 g ol unlabeled E ol iIRNA™ cntier (Bochinge
Aannhein) dissolved in 2wl o the poetivbiidization butier,
Ihe toliowing RNAS were tesieds MIDV poly, MDV-fil-un,
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- relianship beiween the logaithim of the
ser of RNA molecnles added to o Qf veplicase
ction and the amount of produa RNA s)nlhr.\i/m!‘ This
vesult illustrates how hioassiys that wilize replicatable probes
could be interpreted: the amonnt of prodact RNA would he
proportiogal o the dogavithm ol the monber probes bhowsd o
targets.
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a b ¢ d

pUC13

HEURE ¢ Hybridization of recombinnt RNAs. 28 ag MDV-
poly RNA (), 75 ng MDV-Fal-st RNA (b, atud 75 ng MDV-fal-
un RNA (v) where hybridized o dot-blos® containing cither
(b5 g pPERG BNA (o plasmicd containing 45 copies of the £,
Jaldiparum tager sequence) or 05 pg pUGES DNA (the
slasinid vector ised 10 construct pUFRG). “The 1ecombinant
NA probes hybridized Slll'(iﬁ(';l'l)‘ o plasmids containing
target sequences, When the amount of both the MDV-fal-un
RNA and the DNA wis doubled (), w maihed inceeased was
seen in the amont of RNA that bound 1 the targer DNA,

TAME ) Replication of mixtes of MDV-D RNA and recanibi-
nant RNAL

iul RNA (fg) Product RN:\’ (.l

MDV-1 " MDV-fal-at MDV-| MDV-Fal-st
. | 4 B
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MDV-fal-

. L v ated versions ol cach (tansobed Gom

asmidds eleaved atthe Snl sitey. After lybeidization, the mem-

WIS Wi wirshed e times (8 minfwashy at 25°C with

solution containing -bx SSPE, 2 gl sodivm dodecyl sull
and A0 pepil he ||||m Inllu\u cd by two 10 wikshes a1 857Cin
EXSSPE ol i 12-miny wash 37°Coin [x SSP he fivbridlized
RNA was detecied y autovadiography.

Replication of recombinant RNAs after hybridization. To
studvthe veplicabiting of bownd RNACMDVfalian RNA Ty hiid-
ized to dot-hlors was ehured by hoiling in 200 @ of water for 6
sec. The inteprity of the elited RNA ' ntby zent by polvacryl-
amide gel clectaphonesis. 'The replicability ol the elured RNA
was determined by init lllly.ltlliu plicase reaction witly 0.1 pl of
the clant. Thes reactions were followed kinetically, and the
identity of the prodoce RNA determined by polyactylmide gel
elecinphovesis,
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