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Resumen

El presente trabajo se enmarca dentro del campo de los oligonucleétidos, mas
especificamente los empleados como silenciadores génicos. El uso de &cidos
nucleicos en terapia antisentido posee dos limitaciones generales, su baja estabilidad
en fluidos biolégicos y su pobre biodistribucion. Estos problemas pueden ser
abordados mediante el uso de modificaciones quimicas de los mismos. Segun trabajos
previos de nuestro laboratorio los 2°-C-metilnucledsidos (2CMNs) producen un
aumento de la vida media de ribozimas cabeza de martillo cuando son incorporados
en zonas simple cadena manteniendo niveles de actividad in vitro aceptables.

En este contexto, el principal objetivo de este trabajo fue realizar la
caracterizacion de los 2CMNs realizando ensayos en células con la ribozima cabeza
de martillo modificada y estudiar la posible utilizacién de los 2CMN en aplicaciones
doble cadena como siRNA.

El primer paso consistié en el disefio de una ruta sintética que permitiera
obtener los 2CMNSs en forma eficiente y utilizando reactivos mas econémicos que los
empleados en otras estrategias. Para poder preparar los oligonucleétidos a partir de
los nucledsidos obtenidos fue necesario resolver problemas asociados a la proteccion
de la posicion 2°. Una vez realizado esto, se logré incorporar los 2CMN en
oligonucledétidos de 12 mondémeros de longitud para el estudio de las propiedades de
hibrizacién y potencial uso en siRNA. Ademas, estas estructuras fueron modeladas y
utilizadas en un estudio computacional que permitid6 conocer en detalle el impacto de
la introduccién de los 2CMN en una hélice doble cadena, justificando los resultados
experimentales obtenidos.

Para cumplir con el objetivo principal del trabajo, se disefiaron y sintetizaron
ribozimas cabeza de martillo para reducir los niveles de expresion del receptor de
estrogeno en células de cancer de mamas, pudiendo cuantificar la relacion
actividad/resistencia en un contexto celular. La ribozima con 2°-C-metiluridina present6
mayores niveles de actividad que la no modificada, llegandose a observar el efecto en
los niveles de receptor hasta 36 hs después de la transfeccion.



Abstract

The present work can be included in the gene silencing oligonucleotide field. In
general, oligonucleotide based technologies suffer two main drawbacks, low stability in
biological fluids and bioavailability problems. According to previous research done in
our laboratory 2°-C-methylnucleosides (2CMNs) are capable of increasing the half life
of ribozymes when they are introduced in certain single chain positions. They have also
shown to maintain acceptable activity levels in in vitro assays.

These first experiments showed that is was possible to apply 2CMNs in an in vitro
system. The main objective of this work is to further characterize 2CMNs, carrying out
experiments with modified ribozymes in cells and studying their applicability in double
stranded systems, with special interest in siRNA. To accomplish the main objective of
the thesis different hammerhead ribozymes were designed and synthesized. They
were successfully used to reduce the estrogen receptor o transcription levels in breast
cancer cells, finding that the ribozyme containing 2°-C-methyluridine showed to be
more active than the non modified ones; the activity was detectable up to 36 hours
after the transfection. The first step consisted in finding a synthetic route which enabled
the possibility of obtaining 2CMNs efficiently and using low price reagents. The
synthesis of oligonucleotides using 2CMNs required to find a suitable protecting group
for the tertiary 2"-alcohol. After solving these important tasks the building blocks were
used to synthesize 12 mer oligonucleotides and used in melting point and circular
dichroism experiments. These structures were simulated in silico and used to describe

their properties.



Agradecimientos

A quienes me acompanaron y apoyaron durante la realizacion de este trabajo

A Marta por su amor, apoyo y comprensién que fue fundamental durante todos
estos anos.

A mis viejos, abuelos mis hermanos, especialmente a Ova con quien
trabajamos en el sistema celular para probar las ribozimas.

A los Sauri por preocuparse y apoyarme como a un miembro mas de su
famiglia.

A Adolfo y Javier por brindarme la posibilidad de realizar el trabajo en su grupo
y por guiarme.

A Marisa y Laura con quienes atravesamos el tedioso y complicado camino del
doctorado y por ser ante todo dos grandes amigas y a maru por ayudar con los
RMN.

A Diego Weinger por su apoyo, amistad y solidaridad.

A todos los integrantes de laboratorio de Dr. Muschietti y el Dr. Erijman por
quienes considero grandes comparieros.

Al resto de mis compaferos del INGEBI, por hacer trabajo diario mas ameno.
Al Dr. Torres, la Dr. Flawia, la Dra. Tellez por su buen trato.

A Dr. Mossetti del Hospital Italiano por haber la buena predisposicion con su
sintetizador.

Al Prof. Joachim Engels y su grupo por haberme abierto las puertas de su
laboratorio y permitido realizar todos los experimentos necesarios para
completar la tesis.

Al Dr. Dario Estrin y su gente (Pau, Marcelo, Santi) por ayudarme a con las
dindmicas moleculares.

A la Dra. Marina Simian por apoyarme y permitirme trabajar junto a mi hermano
en el Instituto angel Roffo.

A Mari, Irma, Alicia, Marta, Mariano(Lenny), Martin (Carl), Dani, Norberto,
Gladis , Mari, Leo y Francisco con quienes comparti tantas charlas durante
todos estos afos.

A todos mis amigos.






INDICE

1 caracteristicas generales de 10S ACidOS NUCIEICOS ... cuuuiienniiiiiiieiiii i i ieeeneaienne. 7
1.1- PROPIEDADES ESTRUCTURALES ... ettt eeieee e e e eeeee e e e e et e e e e e e e e e e e ee e e e e eaaeeeaeeaaeeaaees 10
L T 2111 1 TR 10
1.1.2- CONFORMACIONES DE LAS BASES NITROGENADAS ....ccuuniiiitteieeieteeeeeeeeeeeeeaneeeeens 13
ROTACION DE ENLACE GLICOSIDICO (%) uvrreeeeeaurreraeaarrreesasnseeeesassneeesansssssesssssessessssssees 14
ROTACIONES RESPECTO AL ENLACE EXOCICLICO CA’-C5’ ..o 16
1.1.3 FOSFATO INTERNUCLEOTIDICO ...t ieeeete e ee e et e et e e e e e e e e e eee e e e eeeeeeeeeeaaeeaaees 16
1.2 -INTERACCIONES INTRA E INTERMOLECULARES ....covuuiiiieeieieeeeteeee et e eeeeaieeeeeeanaeeaees 17
1.2.1 -INTERACCION ENTRE BASES. ... i eeeiiieeeteeeeeeeeeeeeeeeeeaaseeeeeeeeeeaaaaeeeeaeseeaaaaaaaeeeeees 18
1.2.2- INTERACCIONES COMPLEMENTARIAS ENTRE BASES ...ceuuieeieteeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeaaaeaaees 19
1.2.3- INTERACCIONES DE “STACKING” ... eiittuieeieie e ittt e e e eeeee e e e eateeeeeeaeeseesasseseanneaeees 21
1.3 CONFORMACION DE LOS OLIGONUCLEOTIDOS SIMPLE CADENA. ...eueee e 22
1.4 ESTRUCTURA DE OLIGONUCLEOTIDOS DOBLE CADENA. ..c.uueeeeeteeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeaiaeeeeees 24
1.4.1 ESTRUCTURA MACROMOLECULAR DEL ADN Y ARN ...tiieueeeieeeeeeeeeeeeeeeeeneeeeeeenaeeeeees 25
1.5 Utilizacion de nucleo6tidos ModifiCados.......vveeiieeiieiieeeeeeee e 29
1.5.1 MODIFICACIONES SOBRE EL FOSFATO INTERNUCLEOTIDICO....uieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeens 29
1.5.2- MODIFICACIONES DEL AZUCAR ... eeeeeeeeeee e e e e e e e e eeee e e e e eaeaeeereaeeeeeeeaeeeeenaeeeeees 30
1.5.3 MODIFICACIONES DE LA BASE ....ceuueiiiietieeiete et e eete e e e e etae e e e eaa e e eeeaaseseasaeseeeannaeaeees 32
1.6 - 2 - M NUC SO SIS ... ittt ittt ittt it ittt e s teeeststesstaeessaeesssesstaressrasssaeestaresssannasarens 33
ESTRUCTURA DE LOS MONOMEROS Y PROPIEDADES .....uueeteeueeeeeeeeeeeeeeaeeeeeanaaeeeeenaaeeeees 33
1.6.1- ANTECEDENTES EN LA SINTESIS DE 2 -C-METILNUCLEOSIDOS ...cevvueeeeieeeeeeeenaeeeeens 36
1.7 sintesis de OligONUCIEOTIAOS .. ... ittt it i ittt tieesiiiesssresstaeesssresstaeestaresssaenaiarens 43
CARACTERIZACION DE OLIGONUCLEOTIDOS MEDIANTE ESPECTROMETRIA DE MASA MALDI-
10 47
1.8- aplicaciones de los acidos nucleicos ModificadosS. ... .cuuiieeiiiiiiiiiiiiiiiiiieiieeeiaees 48
LIRS T 110 74 | Y 7Y TR 48
1.8.1.1 UTILIZACION DE RIBOZIMAS COMO HERRAMIENTA DE SILENCIAMIENTO GENICO ...... 51
1.8.1.2-PERSPECTIVAS DE LA RIBOZIMAS .....ueiiiete e e e e e e e e e e eeae e e e e eaaeaaees 52
1 o8 SIRN A et e e e e e e et e e et e eena e earat e eaaaaaaaaanas 52
10835 ANTIVIRALES . ...ttt eeee e ettt et et e e e e e e e e et e e e et e e e e e e e e e e e e e e e eeee e e eeeeeaaeeeeeenaeeeenes 56
1.8.4- OTRAS APLICACIONES ...eevuteeeeee e e e et e e e e e e et e e e et e e e e e e e e e e eeee e e e eeeaaeeeeeeaaaeeenes 57
1.9- AlCANCES 0B 1A 10 SIS i iuuuiiien ittt ittt ittt iie s teeestste s sae s taee s seeestarestsrssstarestaresssaenaarens 58
2= PANE EXPEIIMENEA .ttt ittt it ii et it ti ettt tee s tee s tresteesteestaesteenteestaeataeatarntaentarnaenss 61
2.1 MATERIALES ... ettt et et e et e e et e e e et e e e e e e e e e e n e e e aa s 61
2.2 -CROMATOGRAFIA Y MATERIAL PARA PURIFICACION .......iiiiie e 63
2.3 CULTIVO CELULAR Y TRANSFECCIONES .....uutteteteeeeeeeeeeee e e e eeeeeaeeeeeeeeeeeeeaaaeeeeenaees 63
2.4 METODOS Y EQUIPAMIENTO ...etnieeieee e e et e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e enaaas 64
2.5 METODOLOGIA ...ttt et e et e e et e e e e e e e e e e e e 66
2.5.1 SINTESIS DE LOS MONOMEROS ...cet ettt e eeeeeeee e e e eeee e e e eee e e e e e e e e e eeea e e e e e e e e e eanaaeens 66
SINTESIS DEL TOM-CL ettt et ettt ee e e e e e e e e e e e e e e e et e e e e ee e e e e e e e e e e e e eeeeeenaeeeeenaeeeeennans 84
DETERMINACION DE LA ESTABILIDAD DE LOS GRUPOS PROTECTORES EN MEDIO ACIDO
(CICLO DE SINTESIS) ..iiuitiiteeeeeeeeeeeeitits et e eeeeeeeaaaataaeeeeaeeeeaaanssasaeeeeeeeeaaaassssnnneeeeeeeaaanns 85
2.5.2 -SINTESIS DE LOS OLIGONUCLEOTIDOS ... eeeeeteeeeeeeeeeeeeeeeeee e e e e eeeeeaeeeeeeaeeeeeenaees 86
OLIGONUCLEOTIDOS ADN ...t eeeetee e e et e e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e ea e e e enaans 86
DESPROTECCION Y PURIFICACION DE OLIGONUCLEOTIDOS DE ARN .....covviieieiieeeeeieeeeeens 87
2.5.3 DETERMINACION DEL MELTING POINT Y DICROISMO CIRCULAR ... .eeeeeeeeeeeeeeeeeeeaenns 89
2.5.4- ESTUDIO COMPUTACIONAL ...ttt ee et e ee e e e eee e e e e e e e e e e e e e e e e ee e e e e e e e e eeeanaaees 90
2.6 ESTUDIO DE ACTIVIDAD DE LAS RIBOZIMAS ... .ot e e 91
LOS VALORES EXPERESADOS EN LA DISCUSION SON REPRESENTATIVAS DE TRES
EXPERIMENTOS INDEPENDIENTES. ...evuuuiiiitteeieeietieeeieeteeesetanseesesnaseesessnseesasnsesrssnaeaeees 91

A Sy = = N =1 0 1 IR 92



INMUNOFLUORESCENCIA ... uuuuuuueuunnusnnnnnnnnsnsnnsnssssssssssssnsssssnsssssssssnssnssssnnsssnnsssnssnssnsnnnnnns 92

3- SINIESIS 0 108 MONMOIMIEIOS L. ieuuiiiiit ittt ieite s tesieessteeresssteatesssstareesastarressstaareennssas 95
T 0= ] = 1 1V TR 95
3.2- SINTESIS DE 2 -C-METILNUCLEOSIDOS ... eeeeeeee e e et e e et e e e eeeee e e e e eaee e e e enae s 96
3.3 - BUSQUEDA DEL GRUPO PROTECTOR PARA LA POSICION 2° DE LAS 2"-C-METIL-
FOSFORAMIDITAS ...t ie ittt et ettt ettt e eeeat e eeeetaseeeee e e e e aaaeeeeeaanseesaannessesansseseannneaanes 107
3.4 - SINTESIS DE LAS FOSFORAMIDITAS .. .ceiteeeeeteee e e eeee et e e e e e eeeeeeeaaeaaeeeeeeeeeneenaans 112
3.5 - CONCLUSIONES ...ttt ettt e e e et e e e et e e e e e e e e e e et e e e e e et e e e e e e e e e eeeanans 115
4- sintesis de [0S 0ligONUCIEOtITOS. . iuuuu ittt ittt iiiee s irieeesierieessitareeesiareesnsiareeenns 117
o )= | 1 V/ @ NPT 117
4.2 SINTESIS EN FASE SOLIDA DE LOS OLIGONUCLEOTIDOS. ...cevvieeieeeeeeeeeeeee e e eeeennns 118
4.3- DESPROTECCION Y PURIFICACION DE LOS OLIGONUCLEOTIDOS. ..cvvvveeeeeeeeeeeeeeinnns 124
4.3.1- UTILIZACION DE ESPECTROMETRIA MALDI-TOF EN SiNTESIS DE OLIGONUCLEOTIDOS
................................................................................................................................. 127
4.4- SINTESIS DE LA RIBOZIMAS ...oeeeeeee e et e e e e e e e e e e e eeeee e e e e e e e e e s 128
4.5 CONCLUSIONES ...oevteeee et e et e e e e e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e enaaaens 133
5- caracterizacion de los 2 -c-metilnucledsidos en sistemas doble cadena............... 135
LT )= | 1Y/ TR 135
D 2 RESULTADOS . ettt eee et e e et e e et e e e e e e e e e e et e e e e ee e e e e e e e e eeeeea e e e eeea e e eeeeeaeeeeennans 136
5.2.1- ESTUDIOS DE DESNATURALIZACION TERMICA (TEMPERATURA DE FUSION )............. 137
5.3 - EXPERIMENTOS DE DICROISMO CIRCULAR (DC) .vvvvreiivrrieeeiurreeeeasreeeeeenssseeesannsneeas 140
5.4 - CONCLUSIONES ...ueeeeetee e et e et e e e et e e e e et e e e et e e e e e e e e e e e e eae e e e e eet e eeeeeaaeeeeeanans 142

6- estudio computacional de la influencia del metilo de la posicidon 2°en la interaccion

ArN-arN dODIE CATBNA. L. ittt ittt i ittt i et eee s tete s see s tasesssre s saeestaresstanastarenssannsarens 145
8.1 = OBUETIV O, et e ettt ettt e e e et e e e e et e e e e e et e et e e e et e e et e e e e e e e —eeee e e aeara—aaaanas 145
6.1.2- ESTRUCTURA GENERAL ... ittt eeeeee e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e ea e e e eaaeeeesaaneaaenes 150
6.1.3- PUENTES HIDROGENOD. .....iietieeeeeee e e e e e e e et e e e e e e e e e e e e e e eaaeeeeeaanaeaeanes 155
8.7 .4 STACKING ...ttt et e e e et e e e e et e e e e e e e ee e e e e e e eeeeeeaaeeeeeeaeeeeennaeeeeees 157
6.1.5 -PARAMETROS GENERALES DE HELICE ...cevuteeeeeeeeeeeeeeeeee e e eeeeeaeeeeeaaeeeeennaeeeeens 162
B.1.6 HIDRATACION ..ottt et e e et e e et e e e e et e e e e e e e e e e ea e e e saaeaeeennneeaanes 164
5.2 CONCLUSIONES .. .ceeteieeiete e et e e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e eea e eesaaeeeesnanaeaaees 170
7- actividad de las ribozimas cabeza de martillo modificadas .........coooiivviiiieniiiinnnnee.. 171
4% B0 =] = 1 1V TR RTTPRR 171
7.2 DISENO DE LA RIBOZIMA . .. eee et e eee e et e e e e e e e e e e e e e ee e e e e eea e e e e e eaaeeeeeaaeeeeenaaeeeeees 172
7.3- ACTIVIDAD DE LA RIBOZIMAS EN CELULAS ....uieeeeeeeeeeeeee e e e eeeaeeeeeeaeeeeeaeeeeeenaaeeaeee 179
(070 N[0 U ST (0] N = 183
8 -CONCIUSIONES QENEIAIES ..uuiituiieuiieniie s tietteree s seesteesseesseesseesseesseesseesseasseesseassensenssens 185
=11 o] T e 2=\ iF- U OO OO OO PP TP PO OO TP TP PO OO PTOTT TP 189
AL X0 Lttt ittt ittt e it iietsieeeseeesseessssssssesssseesessesssseessssssssesssstesesssessstessscesssscessssesessss 197
ESPECTROS DE RESENACIA MAGNETICA NUCLEAR DEL PRODUCTO DE PARTIDA .............. 197
1- LIBRERIA DEL MONOMERO 2'-C-METILURIDINA UTILIZADA EN EXPERIMENTOS DE DINAMICA
MOLECULAR ... ceeet ettt et e e e e e et e e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e ee e e e e e ea e eeeaaeeeernnnaeeaenes 201
2- INPUT PARA LA DINAMICA MOLCEULAR- TERMALIZACION Y CORRIDA .....covueeeeeeeaeeeeennnn. 204
3- COMANDO PARA DETERMINACION DEL ANGULO PSEUDOROTACIONAL ..ccvvvveeeeeaeeeeennnn. 206
RMSD OBTENIDO PARA EL OLIGONCULEOTIDO CON 2 -C-METILURIDINA.......oeeieieeeeeennnee. 209
4 ANALISIS DEL ANGULO DIHEDRO UTILIZADO PARA EL ANALISIS POSICIONAL DEL METILO210
5- SCRIPT PARA EL ANALISIS DE LOS PUENTE H «.eeeetueeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e e e e e e e e eeaaeeeeennnns 211

6-OUTPUT X3DNA PARA EL OLIGONUCLEOTIDOS CON UME ......ceeeiiiiiiieeieeaeeeeeeinnneeeeaaens 211



Introduccién
Abreviaturas

2CMNs
CALB
CEP-CI
CEE
DAPI
DC
DCA
DHP
DMAEAO
DMT
MOE
ON

Py
RISC
TBDMS
TCA
THP

TOM
U*

RE o

2’-C-metilnucledsidos

Candida antartica lipasa B

B—cianoetoxi-N, N-diisopropilaminoclorofosfina
2 cloro (1-(2-cloroetoxi) etilo
4',6-diamidino-2-fenilindol

Dicroismo Circular

acido dicloroacético
dihidropirano
O-(2-(2-(N,N-dimetilamino)etoxi)etilo
dimetoxitritilo

2°-O-((2-metoxi)etil)

oligonucledtido

piridina

complejo de silenciamiento inducido por ARN
ter-butildimetilsililo

acido tricoloroacético

tetrahidrolpiranilo

temperatura de fusion
Triisopropilsililoximetilo

posicion modificada en el oligonucle6tido
angulo del enlace glicosidico

Coeficiente osmotico

amplitud de puckering

angulo de fase o pseudorrotacional

Receptor de estrogenos alfa



Introduccién



Introduccion
1 Caracteristicas generales de los acidos nucleicos

Los acidos nucleicos consisten de tres elementos estructurales fundamentales,
una base nitrogenada, una pentosa y un grupo fosfato. Las distintas combinaciones de
azUcares y bases nitrogenadas aportan caracteristicas estructurales y funcionales a
cada tipo de molécula. En este sentido se clasifica a esta familia de compuestos en
acido desoxirribonucleico (ADN) o ribonucleico (ARN) segun contengan 0 no un
oxhidrilo en la posicién 2" de la ribosa. Existen otros que son denominados segun el
azucar que poseen como los arabinonucledsidos, los xilonucledsidos entre otros.

En los desoxirribonucleétidos naturales se encuentran mayoritariamente cuatro
aminas hetereociclicas como bases, la adenina y guanina son purinas mientras que la
citosina y timina son pirimidinas. En el caso del ARN la timina es reemplazada por
uracilo, su estructura es idéntica a la de la timina salvo por la ausencia del metilo en el
C-5. No obstante, es comun encontrar otras bases, especialmente en el RNAL.
También es posible encontrar en la naturaleza bases alteradas por modificaciones
quimicas de las bases naturales, esto aumenta el numero de nucledsidos vy

nucledtidos presentes en la naturaleza (Figural).

(ﬁ( I (ﬁ {] 1 (f”/

Adenma Guanina 1-Metiladenina 6—N—Isopentini|adenina 2-N- metilguanina
| 2
,& ji f\ \N PIRIMIDINAS
NH NH NH S0 )\
Timina Citosina Dihidrouracilo  3-Metiluracilo 2-Tiocitosina 5-Metilcitosina

Figura 1- Bases Nitrogenadas més comunes y algunas menos abundantes conocidas como
“menores” Los numeros indican la numeracion IUPAC

El tercer elemento de los nucle6tidos es el grupo fosfato que se encuentra unido al
oxigeno del la posicién 5°. Los fosfatos pueden encontrarse como grupos terminales,
nucleétidos monofosfato o unidos a otros semejantes como en los difosfasto y
trifosfato. Ademas, este grupo es capaz formar una union fosfodiéster con el oxigeno
de la posiciéon 3" del siguiente nucleétido, este esquema se repite dando lugar a la
formacioén de oligonucleétidos y polinucleétidos (Figura 2).
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Figura 2-Unién fosfodiéster entre nucleotidos

1.1- Propiedades estructurales

Para comprender las funciones de los acidos nucleicos es necesario profundizar
en sus propiedades. Es posible describir sus elementos estructurales por separado
para luego unirlos en un modelo geométrico. El contar con este modelo estructural,
permite explicar desde el punto de vista molecular, tanto sus propiedades quimicas,

como asi también algunas funciones biolégicas mas caracteristicas.

1.1.1 Ribosa

La conformacion del azucar es uno de los parametros condicionantes de la
estructura de los acidos nucleicos ya que forma parte tanto del esqueleto fosfato como
de la cadena lateral o “side chain”. Para poder realizar la descripcién de los
conférmeros es necesario definir una serie de angulos de torsién endociclicos (Figura
3).

wh o4 W= 04O O
cq.?r y\m- vl= 04 _Cl_Cr_CF
A 3( 7& L e=Clocr—cE_ce
03'5— v W3 = 02— CF O O

2 W= O34 O ]

Figuran 3- Angulos de torsién endociclicos de una pentosa

Designar las distintas conformaciones utilizando el valor de cada uno de estos
angulos resultaria complejo, por esta razén se adopta una estrategia mas descriptiva:
Los anillos furanésicos no se encuentran en el plano, sino que adoptan

conformaciones en las que uno o varios atomos estan fuera del plano definido por el
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resto. Béasicamente existen dos tipos de conformaciones, denominada “sobre”
(envelope o E), donde hay un solo atomo fuera del plano definido por los restantes
cuatro, y la conformacién “torcida” (Twist o T) que presenta dos atomos desplazados
fuera del plano definido por los restantes tres. En la Figura 4 pueden observarse

ambas conformaciones.

Figura 4 Descripcion de conformaciones tipo E (sobre) y T (twist)

Segun este modelo podemos definir numéricamente la conformacién de un

anillo de cinco miembros a partir del angulo de fase (P) y de la amplitud de puckering

(zm). El primero nos da informacion sobre qué atomo o atomos estan fuera del plano

formado por el resto. Por su parte el segundo parametro indica que tan fuera del plano
estan el o los atomos. El célculo para la determinacién de angulo P (Altona C. 1972)
utiliza los angulos endociclicos ya presentados (Figuran 3) y los relaciona a través de
la Ecuacion 1. El resultado de esta ecuacién permite ubicar la conformacién de una
ribosa dentro del ciclo pseudorrotacional (ver Figura 5). En este ciclo se presentan
todas las conformaciones posibles para la pentosa y ordenadas en cuatro zonas
diferentes, que se las denomina segun los cuatro puntos cardinales. Como se puede
apreciar en la Figura 5 la forma de denominarlas es a través de la indicacion E o T
(designando la conformacion envelope o twisted), mas un superindice y un subindice.
El superindice indica qué atomo es el que esta “hacia arriba” del plano, mientras que el
subindice quiere hace lo propio “hacia abajo”. Asi por ejemplo 2T sera una
conformacion twisted con el &tomo de carbono de la posicién -2’ hacia arriba y el

carbono 1’ hacia abajo.

(v4-v0)-(v3-v1)
2*v2*(sen 36+ sen 72)

Ecuacion 1- Definicion del angulo P
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Otra forma muy utilizada para designar este tipo de conformaciones es la

utilizacién de los sufijos endo, exo. En ella se denomina “endo” si el atomo que esta
fuera del plano esta “hacia arriba”. Se denomina “exo” si dicho atomo se encuentra
“hacia abajo” del plano de la pentosa. Por ejemplo, C2’endo es una conformacién
sobre donde el C2" se encuentra sobre el plano, y C2'exo-C3’endo es twist con

C3’sobre el plano y C2" por debajo del mismo.
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Figura 5- Ciclo Pseudorrotacional P,
Se pueden observar todas las conformaciones y puntos cardinales (Sun G. 2004) y las
conformaciones intermedias con sus correspondientes valores de P

En lineas generales pueden asumirse algunas simplificaciones en lo que se
refiere al equilibrio conformacional de los &cidos nucleicos, en primer lugar las
conformaciones N y S son las mas estables, siendo la C2" endo y C3" endo las
favorecidas. Las barreras energéticas asociadas a los cambios de conformaciéon son
bajas por lo que ocurren facilmente a temperatura ambiente (Bloomfield, 2000). Estas
transiciones nunca se dan a través del intermediario plano debido a que este camino
corresponde a un maximo energéticamente muy desfavorables. Estas transiciones
ocurren siempre via intermediarios ubicados en el sector “Este” del ciclo
pseudorrotacional. La causa de este fendmeno es que los conférmeros del sector
“Oeste” del grafico son energéticamente desfavorables. También es posible encontrar
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diferencias energéticas dentro de cada una de las regiones, generalmente los
conférmeros tipo E son més estables que los T.
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Figura 6- Conformaciones Sur y Norte
Con sus correspondientes valores de P.

Los nucleétidos naturales se encuentran en un equilibrio dinamico entre dos
conformaciones mayoritarias ubicadas casi en los extremos Norte y Sur del ciclo
(cercano a °E y °E), generalmente se las denomina como C2 -endo y C3’-endo. El
ADN adopta la C2 -endo mientras que el ARN posee mayoritariamente la C3"-endo. La
conformacion del azucar tiene un rol fundamental en la pre organizacion de estructuras
oligoméricas, es asi que fuertes alteraciones de los estados conformacionales
naturales de los nucleésidos se veran reflejados en importantes efectos estructurales

de los oligonucleétidos doble cadena.

1.1.2- Conformaciones de las Bases Nitrogenadas

Las bases nitrogenadas son estructuras planas y por lo tanto con escasa o nula
flexibilidad conformacional endociclica. La flexibilidad conformacional de la base en un
nucleédsido o nucledtido esta dada por los movimientos de rotacion respecto al enlace
glicosidico (el que une la base y el azucar), que a su vez depende de:

i) La rotacion respecto al enlace C4’-C%’,

ii) las rotaciones respecto a los enlaces en el grupo fosfato, y

iii) los movimientos conformacionales del anillo furanésico.

En las proximas secciones se describen los parametros estructurales mas

importantes asociados a la base.
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Rotacion de enlace glicosidico ()

El angulo y se define como el angulo diedro entre los dtomos O4'-C1'-N9-C4
en las purinas y los atomos O4'-C1'-N1-C2 en los derivados pirimidinicos. Cuando y =
0° el enlace O4'-C1' se encuentra eclipsado con el enlace N9-C4 para las purinas y el
enlace N1-C2 de la pirimidinas. La nomenclatura mas utilizada atribuye los nombres
syn o anti en funcién del valor del angulo:

syn, y = 0+90°
anti, x = 180 =90°.
En la Figura 7 se pueden observar los valores tipicos de y con sus respectivas

regiones conformacionales, a su vez la Figura 9 esquematiza dos de los conférmeros.

130° 180°

Figura 7- Descripcion angulos de la base con respecto al resto furanésico

El analisis de estructuras cristalinas depositadas en el Cambridge Data Bank
(JACS 112, 8291 (1990)) revela que los nucledsidos se agrupan en 2 familias. Los syn
son minoritarios y presentan el angulo de torsién glicosidico en torno a 49° (+13), los
anti aparecen en torno a 210° (x23) (-140° en la Figura 8). Segun estudios tedricos la
diferencia energética entre syn y anti es de alrededor de 1-2 kcal/mol, estos datos
concuerdan con las observaciones realizadas por espectroscopia de RMN. Si bien
esta diferencia no es tan importante la transicién anti->syn posee una barrera que
segun datos experimentales es de 6 kcal/mol. Célculos te6ricos sugieren una barrera
(localizada en zona syn) de unas 4 kcal/mol. En cualquier caso, la barrera es notable

pero no impide el cambio conformacional entre syny anti.
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Figura 8 Perfil de Energia de torsién del enlace glicosidico en la desoxictidina (extraido de
(Cornell W. 1995))

La conformacion preferida en los nucledsidos naturales suele ser la anti. La
razén de ello estriba en gran medida a la menor repulsion estérica entre la base y la
ribosa. La preferencia por la conformacién anti puede revertirse anadiendo un grupo
voluminoso en posicién 8. Por ejemplo adenosina posee su base en anti, pero la 8-Br
adenosina aparece fundamentalmente en conformacion syn.

Otros factores que pueden influir en el equilibrio conformacional son los
puentes de Hidrégeno intramoleculares, por ejemplo un puente H entre el O5’ y los
nitrégenos de las bases puede estabilizar mucho la conformacion syn. Por otro lado, la
interaccion C (8)-H....OH (5’) parece estabilizar en cierta medida la conformacion anti.

Segun datos cristalograficos, célculos tedricos y datos de RMN existe una
correlacion entre la conformacion adoptada por el enlace glicosidico y la conformacién
de la ribosa. Los nucledsidos purinicos con conformacion 3’endo generalmente
poseen su base en conformacién syn. Por su parte los 2°endo poseen la misma
probabilidad de encontrar conférmeros anti que syn. En el caso de los nucleésidos
pirimidinicos, la orientacion de la base generalmente es anti, la relaciéon entre el angulo

x y la conformacion del azlcar es la siguiente:

-180°< ¢ < -138° para 2 endo
-144°< y< -115° para 3 endo
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Figura 9 Conférmeros syn (izquierda) y anti (derecha)

Rotaciones respecto al enlace exociclico C4’-C5’

La nomenclatura utilizada para designar los distintos conférmeros consiste en
observar la posicion del O5 respecto al O4’. Si el O5’ esta entre O4’ y C3’ en una
proyeccion de Newman es gauche gauche (gg), si esta trans al C3’ pero al lado del
04’ se denomina gauche trans (gt), y si esta trans al O4" pero al lado del C3’ se
denomina trans gauche (tg).

La conformaciones en la serie nucledsido -> nucleétido -> polinucleétido
disminuyen en flexibilidad, lo cual permite formular el concepto de “nucledtido rigido”
(Sundarralingam M. 1972). Segun el mismo, es posible generalizar que los nucleétidos

pueden pertenecer mayoritariamente a dos clases de conférmeros,

C?-endo, gauche-gauche, anti
c®-endo, gauche-gauche, anti

Las excepciones a esta regla generalmente se encuentran en polinucleétidos

con estructuras inusuales.

1.1.3 Fosfato Internucleotidico

El fosfato internucleotidico constituye un elemento estructural fundamental ya
que forma parte del denominado “esqueleto” junto con parte del resto
ribosa/desoxirribosa. Los enlaces fosfato diéster unen el oxhidrilo de la posiciéon 3" con
el 5" del nucleétido vecino. Muchas de las propiedades quimicas y bioldgicas de los
acidos nucleicos son causa del caracter polianionico del fosfato. La repulsion entre los
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grupos cargados negativamente es compensada mediante el apantallamiento con
cationes y la red de aguas de hidratacion.

(l-u)

opioapNu
I

(1+u)

Figura 10 Definicion de los dangulos del esqueleto fosfato.

La descripcion de los angulos permite establecer pardmetros generales de la
hélice, sin embargo el estudio conformacional del esqueleto resulta mas complicado
que el de la ribosa y la base por la cantidad de angulos involucrados que generan
muchos grados de libertad y su caracter rotamérico (Murray L. 2003). De hecho
muchas de las estructuras informadas en literatura por espectroscopia de RMN y rayos
X debieron ser revisadas en los Ultimos afos por poseer imprecisiones. Hoy se
conocen mas de 42 conférmeros que se encuentran en base de datos, estos
representan la totalidad de los conférmeros estables y pueden ser utilizados como
punto de partida para el analisis estructural o para la correccién de los ya existentes.
De toda manera la determinacion de las propiedades mas importantes es
generalmente inferida a partir de la estructura y posiciéon de la base y la ribosa.

1.2 -Interacciones intra e intermoleculares

Una vez descriptos los elementos estructurales de los &cidos nucleicos es
posible describir las interacciones que conllevan a la formacién de estructuras de
caracter terciario que confieren al ADN y al ARN la posibilidad de llevar a cabo
diversas funciones bioldgicas.
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1.2.1 -Interaccion entre bases

La estructura macromolecular de los &cidos nucleicos esta determinada
basicamente por dos tipos de interaccidn entre bases mas las interacciones con el
solvente. La primera es la interaccion complementaria entre bases posicionadas en un
mismo plano y la segunda ocurre entre bases dispuestas una sobre la otra y es
conocida como apilamiento o “stacking”. Las interacciones complementarias se basan
en la formacién de puentes hidrégeno especificos sumados a fuerzas de Van der
Waals-London. La naturaleza del stacking entre bases aun es motivo de discusion.

Es importante recordar que la energia total de las interacciones Van der Waals-
London (En) es la sumatoria de las energias de interaccion entre dipolos (E,z2), los
dipolo-dipolo inducido (E ) y la energia de dispersion (E |)

Ev=Eue+E w+EL

E,i.2= -1/R%s PA uB, donde pa ps son momentos dipolares Rag es la distancia entre los
dipolos.
E = -1/R%s (0A pg + ag pA), donde o son polarizabilidades

E L= (-3/21al5)/Ia + Iz aa ag / R%ag donde |, |z son los potenciales de ionizacion.

La magnitud de las polarizabilidades son del orden de 0,010-0,012 nm?® para el
uracilo citosina y timina y 0,014 nm® para la adenina y la guanina. El potencial de
ionizacion se encuentra dentro del rango de (9 — 10 eV).

Si las bases son consideradas como dos dipolos la energia de su interaccion
no puede ser calculada con precision, por esta razdn se utiliza el método denominado
“Aproximacion monopolo” para calcular la sumatoria de contribuciones individuales. La
energia fue calculada de esta manera considerando las interacciones de atomos
individuales de una base con los de otra. La expresion utilizada es la siguiente:

EM= E QqQt E Qa. +E|_

E oq €s la energia de interacciones couldmbicas entre las cargas atomicas
netas de dos bases, E o, €s la energia de interaccién entre cargas netas de una base
y dipolos inducidos en la otra.

El mayor desafio es calcular las cargas netas de los atomos, para ello se
utilizan célculos de mecanica cuantica que son esencialmente una modificaciéon de la

teoria de orbitales moleculares.
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En las siguientes secciones se detallan los aportes energéticos a cada una de
las diferentes interacciones entre bases.

1.2.2- Interacciones complementarias entre bases

Este tipo de interacciones fueron postuladas por Watson y Crick cuando
explicaron que las bases del ADN estaban enfrentadas en un mismo plano. Este
patrén de organizacion de las bases constituye uno de los principios fundamentales de
la vida, esto incluye a la transferencia de informacion de una generacion a la siguiente,
y la biosintesis y regulacién de todos los componentes de un organismo.

Los pares de bases canoénicos también llamados de Watson-Crick se dan entre
la timidina (uridina en el ARN) y la adenosina, formando dos puentes hidrégeno

mientras que la citidina se une con la guanosina y forma tres puentes hidrégenos.

_____________ VAR

=/ %
J =
Adenine Thymine

Nt
)~
rJJ‘ J—

Guanine ?'/ Cytosine

Figura 11 Pares de Bases canonicos o tipo Watson-Crick

Estos pares de bases son responsables de la formacidn de la tipica estructura
de doble hélice de los acidos nucleicos. Sin embargo, esta combinacién de pares de
bases no es la Unica, es posible encontrar estructuras que presentan otros pares
complementarios distintos a los descriptos, que son comunmente llamados No-
Watson-Crick (Figura 12). Algunos de ellos son de gran importancia a nivel biolégico
como los pares Wooble que ocurren con frecuencia e involucran a la inosina en los
anticodones permitiéndole funcionar como “comodin” cuando existe mas de un codén

para un amino &cido.
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Figura 12 Uniones no Watson y Crick entra la inosina y distintos nucleésidos

Este tipo de apareamiento de bases surgié del mismo Francis Crick quien
explic6 como 40 tRNA pueden traducir 64 diferentes codones (Crick F. 1966). El
primer nucleétido del codén no se encuentra espacialmente restringido por lo que

puede formar uniones no candnicas aumentado el numero de posibles interacciones.

\N/H' \\7/\
- e
/m / N\ —~
b R
A U

Figura 13 Pares de bases mas frecuentes formados por la Uridina

Segun datos cristalograficos, IR y RMN de la combinaciones posibles de
apareamiento de bases las de A con T (U) y C con G corresponden a las estructuras
de menor energia de Van der Waals sin embargo existen uniones como las
presentadas en la Figura 13 entre G y U. En la siguiente tabla se muestra la energia
total de interaccion de algunos pares de bases calculado con las cargas netas de los
atomos de las bases.
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Pares de Bases EQQ EQa EL Em
A-T -5,9 -0,2 -0,9 -7
A-A -5,2 -0,1 -0,5 -5,8
T-T -3,6 -0,4 -1,2 -5,2
G-C -15,9 -2 -1,3 -19,2
G-G -5,8 -0,7 -0,6 -7,2
C-C -10,6 -1,1 -1,2 -13

Tabla 1- Energia calculadas para distintos pares bases (Kcal/mol)

De los datos de la tabla también es posible deducir que las interacciones
electrostaticas son las que realizan la mayor contribucién a la estabilidad entre bases

complementarias.

1.2.3- Interacciones de “stacking”

Los compuestos como las bases heterociclicas, nucledsidos y nucleotidos
forman complejos cuando se encuentran en soluciones acuosas. Estos complejos
consisten de mondmeros dispuestos en planos superpuestos en los cuales las bases
hidrofébicas se acercan evitando el contacto con el agua a su alrededor. Estos
complejos constituyen un claro ejemplo de interacciéon hidrofébica.

Figura 14 Interaccion de stacking entre bases

La estabilidad aportada por este tipo de interaccion estd definida por la
sumatoria de un conjunto de factores. Tal vez el mas importante es la reduccion de la
energia libre causada por la reduccion del area de la interface base-agua.

Esta interaccion puede ser cuantificada indirectamente mediante la medicién
del descenso del coeficiente osmoético @ en soluciones concentradas. Si @ desciende
al aumentar la concentracion de una solucién es posible asumir la formacion de

agregados. De esta manera es posible calcular la constante de asociacion aparente:
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K = (1- ®)/ (m ®?) donde m el la concertacién molal
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La siguiente tabla contiene los valores de ®, K como también la polarizabilidad a y el

momento dipolar p para algunos nucleésido.

®da

Nucleésido K, molal 25°C a, A® u,D
Uridina 0,61 0,943 10,2 3,9
Citidina 0,86 0,935 11 7,2
Desoxicitidina 0,91 0,905 12 3,6
Inosina - 0,888 13 5,2
2’-O-metiladenosina 5,1 0,723 12,5 4.3
Desoxiadenosina 4.5 0,688 13,9 3

Tabla 2 Parametros de stacking de nucledsidos en agua extraido de (Shabarova Z. 1994)

Observando los datos de la tabla es posible deducir que:

e El stacking de las bases purinicas es mayor que el de las pirimidinas

e Las interacciones electroestaticas dipolo-dipolo no son esenciales para

estabilizar el stacking. , el mismo se ve aumentado al

polarizabilidad a de las bases. (Shabarova Z. 1994)

aumentar

la

Estas conclusiones son vdlidas tanto para nucleésidos y nucleétidos en

solucion como en estructuras cristalinas. La mayor diferencia reside en el hecho que

en el ultimo caso el plano de la base se acerca a los grupos polares de la base

aledana, desplazando el area de interseccion de la bases levemente.

1.3 Conformacion de los Oligonucleétidos simple cadena.

La estructura de los oligonucleétidos simple cadena esta gobernada por las

interacciones de stacking entre las bases. En este tipo de moléculas los monémeros

se encuentran unidos a través del fosfato internucleotidico y el efecto de stacking se

ve favorecido, debido a esto es posible detectar este fenédmeno con mayor facilidad

que en soluciones de nucledsidos y nucleétidos monoméricos.
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La metodologia utilizada para estudiar estas interacciones es ampliamente
conocida y se basa en la modificacién de la absorbancia en la regién UV debida a las
interacciones de los orbitales © entre dos bases que se encuentran proximas. El
resultado final es que la absorbancia a 260nm de un polinucleétido es menor que la
sumatoria de los aportes individuales de cada mondmero. Este efecto se conoce como
Hipocromia. La magnitud de este efecto es generalmente expresado como porcentaje
de hipocromicidad h que es calculado de la siguiente forma:

h=100.1-g (M)
&m (L)

em Y € Son los coeficientes de extincion molar del polinucleétido y de los nucleétidos
monoméricos a una determinada longitud de onda (A). A medida que aumentan la
cantidad de nucleétidos h se hace mas grande hasta que llega a un maximo cuando la
cadena consiste entre 7 y 10 nucleétidos.

Otra técnica experimental para el estudio estructural de &cidos nucleicos es el
Dicroismo Circular (DC), si bien esta técnica es explicada mas adelante (ver
Discusién) es necesario remarcar las conclusiones que de ella se desprenden para

comprender las propiedades estructurales de los oligonucleétidos.

Los espectros de DC de los oligonucleétidos de ARN y ADN difieren en
amplitud y forma aun cuando las bases son las mismas, lo que indica diferencias
estructurales importantes. Al mismo tiempo los 2 -O-metil presentan espectros
similares a los oligorribonucleétidos, indicando que la diferencia de las estructuras de
ARN y ADN se deben a la conformacién del azucar y no a la intervencién del oxhidrilo
2" en puentes hidrégeno inter e intramoleculares.

Las estructuras observadas en DC estan determinadas por interacciones de
bases adyacentes, las interacciones de larga distancia entre nucleétidos son muy
débiles. La falta de cooperatividad en la estructuras simple cadena y el hecho de que
la conformacion de cualquier par de nucleétidos adyacentes es la misma hace posible
determinar el DC a partir de dinucleétidos y extrapolar los resultados a los
polinucleétidos.

A medida que la temperatura aumenta la estructura de los oligonucleétidos
simple cadena rapidamente se distorsiona. El agregado de solventes organicos

también desestabiliza las interacciones hidrofébicas de las bases.
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Sin embargo hoy en dia es posible realizar estudios detallados utilizando
métodos computacionales obteniendo resultados que se ajustan a los datos obtinidos

empiricamente.

1.4 Estructura de oligonucleétidos doble cadena.

Los oligonucleétidos simple cadena complementarios pueden formar
estructuras doble cadena helicoidales. El ejemplo méas simple esta dado por complejos
de homopolimeros, poli A con poli Uy Poli G con poli C. Las estructuras de hélice mas
comunes y conocidas son las dobles cadenas, las mismas estan estabilizadas por
interacciones de stacking y puentes hidrégenos entre bases complementarias
generalmente canonicas. Las secuencias en estas estructuras son antiparalelas.

Una caracteristica importante de las fuerzas intramoleculares que estabilizan
las estructuras doble cadena es su cooperatividad, bajo ciertos factores externos los
pares de bases se desnaturalizan casi simultdneamente, en un intervalo muy acotado.

Uno de los parametros mas importantes de los oligonucleétidos es la
estabilidad de las estructuras doble cadena de la cual dependen muchas de sus
funciones biolégicas. Por esta razon resulta fundamental comprender los factores que
estabilizan o desestabilizan estas estructuras.

El método mas usado para estudiar estas estructuras es la desnaturalizacién
térmica, generalmente se monitorea siguiendo los cambios de las propiedades épticas
a medida que se desnaturaliza la estructura. La desnaturalizacion esta acompafada
de un efecto hipercromico. Estas curvas se conocen cémo curvas de Melting point o
de estabilidad térmica. La estabilidad de la doble cadena aumenta proporcionalmente
con el niumero de nuclebtidos y es mayor cuanta mas rica es en pares C-G, logrando
en general, una meseta en la estabilidad a partir de los 20 pares de nucleétidos.
Existen varios factores que influencian la estabilidad de un duplex de oligonucleétidos,
uno de los mas importantes es la fuerza iénica del medio y la presencia de iones mono
o divalentes. Esto se debe a que la repulsion causada por los grupos fosfatos
cargados negativamente es disminuida por la presencia de los cationes. La efectividad
de los contraiones para apantallar las cargas negativas depende de la constante de
disociacion de los correspondientes fosfatos metalicos, por esta razén los cationes
divalentes (Mg*, Ca®, Mn ?*, etc.) estabilizan en forma mas eficiente que los

univalentes. (Existen algunas excepciones a esta regla como el Cu®".
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Un factor importante en la estructura de las biomoléculas es el pH, en este
caso no tiene un gran impacto en la estabilidad de los dimeros, dentro del rango de 5,5
a 9, fuera de estos rangos la ionizacion de las bases comienza a tener efectos
desestabilizantes.

Al igual que el resto de las biomoléculas las interacciones con el agua tienen
una gran importancia en la estabilidad de las estructuras adoptadas. La capacidad de
formar puentes hidrégeno del agua con los grupos dadores y aceptores de protones de
los &cidos nucleicos conlleva a la formacién de una red transitoria e imperfecta de
moléculas de agua. La formaciéon o disrupcion de la misma produce un descenso o
aumento de la entropia respectivamente. De hecho el caracter hidrofébico de las
bases de los acidos nucleicos son la causa de su baja solubilidad y la tendencia a
asociarse por medio del stacking.

Una de las diferencias mas importantes entre el ADN y el ARN es la presencia
del oxhidrilo 2"y su impacto en la red de solvatacién. El oxhidrilo de la posicion 2" es

acercamiento de aguas a zonas hidrofébicas cercanas a la base y presenta un brazo
direccional donde se pueden construir el resto de la estructura del agua. La presencia
del OH en 2" permite la formacién de una red de aguas que une las que interaccionan
con los fosfatos con las que lo hacen con las bases (P. M. Egli M. 1996). Este aumento
del numero de aguas es consistente con el aumento de la estabilidad respecto a la
misma secuencia de ADN AT,=25.5 °C AAG= -7,1 kcal mol’ a 37°C. El aporte
entalpico es la causa de la estabilizacién AAH=-31,1 kcal mol™. El factor entrpico por
su parte es desfavorable, aunque en principio el ARN es mas rigido y parece estar
mas pre organizado para la formacién de la doble hélice. La razén de éste fendomeno
es que debe pagar un alto costo entrépico por la mejor hidratacion del esqueleto y
grutas.

1.4.1 Estructura Macromolecular del ADN y ARN

En 1953 J. Watson y F. Crick publicaron un trabajo corto con la descripcion de
un modelo para la molécula de ADN, lograron decodificar el patron de difraccion de
rayos-X del ADN con 80% de humedad y altas conencetraciones de Li*. De acuerdo a
su trabajo el ADN forma una hélice con un diametro constante de 1,8 nm. La hélice da
una vuelta completa cada 3,37 nm y consiste de 10 pares de bases. Los planos de los
azucares son practicamente paralelos al eje de la hélice. Los grupos fosfato se
orientan hacia fuera de la hélice. Vista desde el exterior es posible encontrar dos
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ranuras en la superficie de la hélice, una de 2,2 nm llamada gruta mayor y otra de 1,2
nm llamada menor.

2.37nm

i Gruta Menor
340nim| Gruta Mayor
| SR 7
frf— Esqueleto
-
/
- ’
V- J
I,v' '_»"
\ - 3
- v T~ Bases Apareadas
-G p
- -

Figura 15 Representacion grafica de un doble hélice donde se indican los elementos
estructurales mas importantes

Esta estructura no es unica, tanto el ADN como el ARN puede formar hélices
con caracteristicas distintivas, las mas conocidas poseen los nombres de forma A, By
Z aunque existen otras (C, D, C’, E etc.). Cada una tiene pardmetros estructurales

caracteristicos que son fundamentales en funciones biolégicas tales como

reconocimiento de proteinas. Las caracteristicas mas importantes para cada forma se
resumen en la tabla a continuacion.

Forma A Forma B Forma Z

Sentido del giro Derecha

Derecha Izquierda

Par de bases /giro 11 10 12
Twist () 32.7 36 -10 a-50
Enlace Glicosidico Anti Anti Anti, syn
Conformacion Azucar C3’-endo C2"-endo C3"-endo, C2’endo

Tabla 3 Caracteristicas estructurales mas comunes de cada tipo le hélice

Cada uno de los elementos estructurales descriptos condicionan en mayor o

menor grado la estructura de la hélice. Entre los mas importantes se puede destacar la
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conformacion de los azucares, éstos pre organizan la cadena para la formacién de la
doble hélice. En el caso del ARN imposibilitan la transicién de la forma A a la B, en el
ADN la flexibilidad de la desoxirribosa le permite adoptar las formas A, By Z.

Otro de los factores que determinan la estructura de las hélices es el stacking.
La interaccién entre los distintos pares de bases produce modificaciones secuencia
dependiente con respecto a los valores promedio. Algunas secuencias como
d(GGGGGCCCC) y d(GGATGGGAG) (Mc Call M. 1985) que deberian presentar forma
B poseen forma A debido al stacking masivo entre las bases.

Existen formas intermedias o de transicion con propiedades mixtas,

generalmente pueden encontrarse en secuencias que poseen nucledtidos con

modificaciones quimicas.

Figura 16 Vista superior y lateral de las estructuras tipicas de la forma A (izqg.) y B (der)

Las hélices son el arreglo estructural mas frecuente. Estas pueden formarse
entre secuencias complementarias pertenecientes a zonas distantes de la misma
molécula, esto produce el plegamiento de las mismas. De esta manera la formacion de
pares de bases intramoleculares promueve la formacion de estructuras mas complejas
en las cuales es posible encontrar zonas simple cadena alternadas con dobles hélices.
Estas zonas simple cadena son en si mismas elementos estructurales que muchas
veces poseen funcionalidad. Las distintas combinaciones de doble hélices con zonas
simple cadena dan lugar a estructuras que reciben el nombre de motivos o estructuras
secundarias. Algunos de ellos se encuentran en la Figura 17.
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a. DUPLEXES b. SINGLE STRANDED REGIONS

T
o HAIRPINS d. BULGES
HAIRPIN LDOP
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Figura 17 Motivos de estructuras secundarias mas comunes, se mantiene el nombre en inglés
para evitar traducciones imprecisas

La combinacion de los motivos y las interacciones entre los mismos producen la
formacion de estructuras de caracter terciario. Esto les otorga a los oligonucleétidos la
capacidad de interaccionar con otras moléculas de la misma forma que lo hacen las
proteinas, lo cual permite explicar la gran variedad de funciones que son capaces de
realizar.

Las interacciones terciarias entre motivos son bdsicamente de stacking y
apareamiento de bases no Watson-Crick. El stacking es el mayor factor de
estabilizacién, la proporcion de bases involucradas por este tipo de interaccion puede
superar 90 % como en el caso de ARNt de fenilalanina de las levaduras.

Otro factor de gran importancia en la estabilizacién de las estructuras son la
hidratacion y la presencia de iones divalentes, estos son parte de redes conformadas
por puentes hidrégeno entre el agua y esqueleto fosfato de los loops. Muchas veces
poseen sitios de unién altamente especificos, como el ARNt citado anteriormente que
posee cuatro iones magnesio en su estructura. La poliaminas presentes en muchos
sistemas biolégicos también son capaces de estabilizar al ADN y ARN. Esta
complejidad estructural es mayor en el ARN que en el ADN debido a que el oxidrilo de
2" aporta un sitio de interaccion extra. En la Figura 30 de la pagina 49 se observan las
estructuras secundarias y los contactos terciario entre las mismas en la ribozima
cabeza de martillo. La figura permite comprender como la combinaciéon de motivos y

su interaccién puede generar estructuras con funciones altamente especificas.
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1.5 Utilizacion de Nucleotidos Modificados

El uso de analogos de nucledsidos surgié de la necesidad de mejorar aspectos
funcionales fundamentales de los acidos nucleicos naturales. En las proximas paginas
se resumen algunas tecnologias de gran importancia y cémo los quimicos sintéticos
han utilizado los conocimientos adquiridos en campos como la biologia estructural y
fisico-quimica para disefiar moléculas con mayor funcionalidad y/o estabilidad que las
naturales.

La gran cantidad de nucleésidos y nucleétidos modificados obligan a restringir la
discusién a las relevantes en el campo de los oligonucleétidos con aplicaciones de
silenciamiento génico. Los sitios de modificacion mas habituales cuando la intensién
es aumentar la estabilidad frente a nucleasas son el fosfato internucleotidico y la
posicion 2 de la ribosa.

1.5.1 Modificaciones sobre el Fosfato internucleotidico

El esqueleto fosfato es el sitio de hidrdlisis de las nucleasas. La reducida vida
media de los oligonucleétidos en fluidos biol6gicos fue el principal problema que
enfrentaron las aplicaciones de ADN y ARN durante mucho tiempo. Esto motivé la
busqueda de una modificacién sobre el fosfato que permitiera mantener sus
caracteristicas basicas. En la actualidad la mas comun es el reemplazo de un atomo

de Oxigeno por uno de Azufre y recibe el nombre de fosforotioato.

T OH
O=F|>—R2
Base
57 o
OH OH

Ro= CH3 Ri=0 Metilfosfonato
R2=NH-Alquil R=0 Fosfaramidato
Ro=S Ri=0 Fosforotioato
Ro=0O" Ri=N (N3” N5")Fosforamidato

Figura 18 Modificaciones sobre el fosfato internucleotidico

La utilizacion de oligonucleotidos con fosforotioatos ha demostrado ser util para
la proteccion ante las exonucleasas y han sido exitosos debido a que pueden ser
producidos facilmente durante la sintesis en fase soélida de los oligonucleétidos
mediante el reemplazo de uno de los reactivos utilizados (ver mas adelante). A pesar
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de reunir dos cualidades de gran importancia el éxito de esta modificacion se vio
menguado debido a dos causas, la primera es que la afinidad por las cadenas
complementarias de ARN es menor que en el caso de los nucleétidos naturales. Esta
disminuciéon fue atribuida a que la generacion de centros quirales en cada posicion
modificada da como resultado mezclas disteroisoméricas con afinidad variable por el
ARN blanco. A pesar de esta limitacion estos analogos de nucledsidos fueron
desarrollados al punto que fueron utilizados en pruebas in vivo con oligonucleétidos
antisentido, los resultados de estos ensayos mostraron efectos adversos causados por
una elevada afinidad por proteinas con aminoacidos azufrados (Srinivasan S. 1995).

Los fosforamidatos presentan algunas ventajas dado que su afinidad por el ARN
es mayor que la de los nucleotidos naturales y proveen buena resistencia a nucleasas
pero no han sido adoptadas masivamente debido a que la tecnologia para las cuales
fueron disefados (oligonucleédtidos antisentido) fue relegado ante el advenimiento del
RNA..

Un aspecto a mejorar es el caracter aniénico de grupo fosfato, ya que dificulta su
paso a través de membranas, provocando problemas en la distribucion. Basado en
esta observacion se han desarrollado compuestos neutros como los alquilfosfonatos y
los fosforamidatos.

1.5.2- Modificaciones del azucar

Las modificaciones sobre la posicion 2 del nucleosido son sin lugar a dudas las
mas abundantes. Existen modificaciones realizadas sobre el Oxigeno del oxhidrilo 2" y
sobre el carbono. La importancia de esta posicién es que los sustituyentes tienen gran
influencia en la conformacion del azucar y la posicion de la base. Por ejemplo la
introduccion de un sustituyente electronegativo en lugar del H del metileno 2” favorece
la conformacién 3"-endo del nucledsido, preorganizando la molécula para su unién con
el hebra complementaria de ARN (Egli M. 1998). Cuanto mas electronegativo el atomo
en esa posicion mayor es la estabilidad de los duplex formados. Por su parte los 2'-
amino desoxinucleétidos desplazan el equilibrio conformacional hacia 2’-endo. Esta
modificacion ha demostrado aportar una gran resistencia a nucleasas aunque su
afinidad por el ARN se ve reducida restringiendo su utilizacion a aplicaciones que no
requieren del apareamiento de bases.

Los analogos de nucledsido mas abundantes son los que poseen sustituyentes
sobre el oxigeno del oxhidrilo. Los mas simples son los 2"-O-alquilnucleésidos, estos
son ampliamente utilizados debido a varios factores, entre ellos su facil preparacion
partiendo del ARN natural. Ademas proveen una alta resistencia a nucleasas
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combinada con una gran afinidad por secuencias de ARN. La estabilidad de los duplex

ARN-2"-O-metilnucleétidos se debe principalmente a que la red de aguas alrededor de
la molécula se estabiliza por la presencia del grupo hidrofébico disminuyendo la
entalpia del sistema. Estos nucledsidos son utilizados rutinariamente en aplicaciones
donde el OH en 2'no es necesario y se desea proteger la posicion del ataque de las
nucleasas.

En forma similar a lo explicado en el parrafo anterior los 2"-O-((2-metoxi)etil) (2°-
O-MOE) presentan una afinidad elevada por el ARN combinada con una mejor
absorcioén y biodistribucién producto de la mayor afinidad por albuminas del suero.

Otro tipo de sustituyente incorporado sobre el oxigeno 2” apunta a mejorar la
permeacién de membranas aportando caracter positivo para neutralizar el efecto del
fosfato internucleotidico cargado negativamente. Estas modificaciones incluyen al 2°-
O-(2-(2-(N,N-dimetilamino)etoxi)etilo) (2°-O-DMAEAOQO) y otras similares las cuales
poseen gran afinidad por el ARN siempre y cuando no se introduzcan masivamente

generando repulsion entre los grupos amino.

Base
HO o 1
R
g
O=I\3—OH
Base
7 o
OH OH
Ri=H R.= OMe, OP;,
Ry =H R.= ODMAOE
R =F Ro=H
Ri=H Ro= NH,
Ry =H R.= MOE

Figura 19 -Modificaciones mas comunes sobre la posicién 2

Las modificaciones mencionadas en los parrafos anteriores fueron introducidas
anos atras con el objetivo de utilizarlas en oligonucleétidos antisentido y en ribozimas.
El impacto causado por los resultados obtenidos con el siRNA ha reavivado el interés
por esta tipo de nucledtidos modificados, entre los ultimos desarrollos reportados en
bibliografia podemos encontrar 2°-O-aminopropil y 2"-O-guanidinoetil Odadzic D. 2008.
Estos grupos con elevada afinidad por el ARN complementario demostraron mejorar

las propiedades del ARN de interferencia.
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En los dltimos afos ha surgido una familia de anologos de nucleésido cuyas
capacidad de formacion de duplex con ADN y ARN es superior a los mencionados
anteriormente, se trata de un nucleésido que posee un puente entre el oxhidrilo 2" y el
carbono 4°. Este puente mantiene bloqueada la conformacion en C3"-endo de alli su
nombre en inglés “Locked Nucleic Acid” (LNA). La conformacién en la que esta
congelado el resto ribosa del LNA favorece la preorganizacion de la doble hélice con
forma A tanto para ADN como para el ARN. La gran variedad de aplicaciones en los
que fue utilizado con éxito es resumido en muchos trabajos como el de (Vester B.
2004) y (Granweller A. 2007). Los LNA presentan caracteristicas fisico quimicas que
los convierten en los analogos de nucledsido mas utiles desarrollados hasta el
momento, ademas han probado poseer una muy baja toxicidad y una elevada vida
media en fluidos bioldgicos.

HO Base

Ho\

Figura 20 Estructura del g LNA

O

1.5.3 Modificaciones de la Base

La mayoria de las modificaciones realizadas en las bases nitrogenadas tienen
objetivos distintos al aumento de la estabilidad ante nucleasas, sin embargo es preciso
mencionar algunas porque han demostrado mejorar propiedades como la estabilidad
de las interacciones entre las bases y han sido ensayadas en estrategias de siRNA.

Los nucleodsidos halogenados en la posicién 5 de las pirimidinas estabilizan las
uniones de tipo Watson Crick con moléculas complementarias de ARN y han sido
utilizados con éxito en experimentos de silenciamiento utilizando siRNA. En el mismo
sentido la incorporacion del grupo metilo y propino en la misma posicién de la base
produce un aumento en la temperatura de melting del duplex de 0,9°C a 2,6°C por
cada nucledtido modificado dado por un aumento en la propension de stacking (Gyi J.
2003). Ademas de mejorar la afinidad por el ARN blanco, el impedimento estérico
causado por este sustituyente favorece la actividad del complejo involucrado en el
mecanismo de siRNA (RISC).
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1.6 - 2'-C-metilnucleosidos

Estructura de los monémeros y propiedades

La posibilidad de introducir modificaciones en la posicion 2” de los nucleésidos
no esta limitada Unicamente al oxigeno, en este trabajo se presentan los resultados
obtenidos con un analogo de nucledsido que reune condiciones estructurales para su
utilizacién en oligonucle6tidos. Los 2°-C-metilnucleésidos tienen la particularidad de
tener un metilo unido al anillo de la furanosa y a la vez mantienen el oxhidrilo. Esta es
una caracteristica distintiva respecto a las modificaciones ya mencionadas.

Para comprender los fundamentos en los que estd basada la hipétesis de este
trabajo es necesario conocer los resultados del los estudios conformacionales
realizados en el laboratorio (Gallo M. 2001) para la 2"-C-metiluridina. Los resultados
obtenidos mediante espectroscopia de RMN a través de las constantes de
acoplamiento 'H-'H, "H-"®C y experimentos de NOE demuestran con claridad que la
conformacion de la furanosa es C-3’endo, esta conformaciéon acomoda al metilo en
una posicion pseudo-equatorial dejando al oxhidrilo en una posicion favorable gauche
con el O4°. La cadena lateral (C5") se encuentra pseudo-equatorial y la base por su
parte pseudo-axial y en posicion anti. Estos resultados concuerdan con los publicados
para estructura de rayos X publicada por Beigelman (Beigelman L. 1987), donde
determina que la conformacién de los nucleésidos en el cristal es °T,. El equilibrio
conformacional se encuentra desplazado hacia el conférmero norte, la relacion N/S

para este tipo de nucledsido es =0,93 mientras que para la uridina natural es = 0,72.

HO N
N
o' 0

CHj

OH
Figura 21 Conformacion mas abundante de los 2°-C-metilnucledsidos

Los resultados demuestran que los 2’-C-metilnucleésidos mantienen la
conformacion de los nucledsidos naturales y su equilibrio se encuentra desplazado
hacia la conformacion “tipo ARN”. Esta mayor rigidez se debe a la presencia del
voluminoso metilo que es dispuesto en forma pseudo-equatorial, a su vez su presencia
modifica el equilibro de la posicion de la base desplazandola hacia la conformacion
anti. La hipotesis de trabajo es que este andlogo es capaz de reproducir las
interacciones del ARN natural.
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El trabajo realizado previamente en el laboratorio no se limit6 a la determinacion

estructural sino que estudié la resistencia a nucleasas del analogo de nucledsido
incorporado en una secuencia de 36 monémeros de longitud correspondiente a una
Ribozima Cabeza de Martillo modificada con 2°-O-metilnucle6tidos en las posiciones
indicadas en minuscula de la Figura 22.

-3'-5' sustrato

Hidrolisis
aa
g?agecCr GACAAAU-3'
Cuccgga cuguuua-s
Stem-Loop Cs U Qf
As Gs
Core

Ribozyme: 4 7 NJ\O

(o]
Control Uridina Uridina I
%04?4 o
UMe4 2'.C-Metiluridina  Uridina |
i o~ CHy
UMe7 Uridina 2'-C-Metiluridina

UMe47 2'-C-Metiluridina  2'-C-Metiluridinz

2'-C-Metiluridina

Figura 22 Estructura secundaria de la Ribozima cabeza de martillo y modificaciones realizadas
en el laboratorio con 2°-C-metilnucleésidos.-

Los ensayos de vida media fueron realizados en suero fetal bovino (gran
actividad de exo-nucleasas) en lisado de células y en medio de cultivo. Los resultados

obtenidos estan resumidos en la siguiente tabla.

Ribozima SFB Lisado de Medio de
Células Cultivo

Natural
Control
UMe4
UMe7
UME4,7

Tabla 4 Valores de vida media obtenidos en los experimentos de resistencia a nucleasas con
2’-C-metilnucleétidos
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La modificacion de la posicion 7 de la Ribozima produjo un aumento del tiempo
de vida media de 15 veces en medio de cultivo, 6 veces en el lisado y 10 veces en el
suero fetal bovino (SFB). Este incremento de la estabilidad en los dos primeros
demuestra la proteccion ejercida ante las endonucleasas que se encuentran en mayor
proporcién en ese medio. En el SFB puede verse que la vida media esta disminuida
por la accion de las exonucleasas, esto podria mejorarse con la utilizacion de grupos
fosforotioato en los extremos.

Para corroborar la relacion actividad/resistencia se llevaron a cabo estudios de
actividad con un sustrato marcado radioactivamente. Estas pruebas consistieron en
medir la constante cinética de la reaccién de hidrdlisis con el complejo Ribozima-
sustrato previamente apareado. Estas condiciones permitiran estudiar la constante de
la reaccién en forma independiente de los demas factores involucrados en el
funcionamiento real de las mismas (k; o de formacién complejo Ribozima —sustrato, k.
de reaccién de hidrolisis, ks, k4, 0 de disociacion de los productos hidrolizados- la
estructura y mecanismo de las ribozimas es discutido mas adelante). Los resultados
obtenidos se resumen en la siguiente tabla, la modificacion de la posicion 4 reduce
menos las actividad que cuando se modifica la 7, sin embargo esta modificacion
aporta menor resistencia a nucleasas por lo que la mejor relacién actividad/resistencia

es obtenida modificando la posicion 7.

Ribozima K (min ™)

Natural 0,7
Control 0,7
UMe4 0,4
UMe7 0,1
UMe4,7 0,1

Tabla 5 Resultados obtenidos por Gallo y col. Para la actividad de las ribozimas modificadas
con 2’-C-metilnucleédsidos

Los estudios presentados demuestran que estos nucledsidos modificados son
capaces de mejorar la resistencia ante las nucleasas, desde la publicacién de estos
resultado no han surgido en bibliografia més datos sobre los 2°-C-metilnucledsidos en
el campo de los oligonucleétidos.
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1.6.1- Antecedentes en la sintesis de 2'-C-metilnucledsidos

La sintesis de los 2"-C-metilnucle6sidos cobrd importancia en los ultimos anos a
raiz del descubrimiento de sus propiedades antivirales, especificamente anti Hepatitis
C. Esta enfermedad afecta a mas de 170 millones de personas en el mundo y aunque
muchas veces es asintomatica puede convertirse en crénica llevando en muchos
casos a cirrosis y carcinoma hepatico. En Estados Unidos es la principal causa de
cirrosis crénica causando entre 10000 y 12000 muertes por ano en ese pais. Los
tratamientos con interferén-a y ribavirina no son efectivos en los pacientes infectados
con el genotipo 1. En el termino de un afno las empresas Merck e Isis Pharmaceuticals
publicaron varios trabajos en los que se presentaban los resultados obtenidos contra
hepatitis C utilizando 2°-C-metilnucledsidos con bases naturales (Tomassini J. 2005), y
con bases modificadas (estudio sistematico), actividad sobre otros virus y docking con
la proteina blanco (Colwell L. 2004).

La repercusion de los trabajos publicados reavivo el interés por encontrar rutas
eficientes y de bajo costo para estos nucledsidos modificados. Las estrategias para la
preparacion de estos compuestos pueden dividirse en dos grandes grupos. El primero
comprende las rutas que utilizan un nucleésido natural como producto de partida,
mientras que las restantes parten de un azlcar y realizan una reaccion de glicosilacion
para incorporar la base.

El antecedente més cercano en nuestro laboratorio es la sintesis de 2'-C-
metilrudina partiendo de uridina natural y siguiendo el esquema planteado en la Figura
23.
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0s0s4, MNO, tBuOH, THF; b- NaHSO; 1 M, AcOEt; vi: TsCl, Py; vii: a- NaBH4, DMF; b- NH,Cl,viiii: TBAF, THF.
Figura 23- Ruta sintética desarrollada en el laboratorio partiendo de Uridina.

Esta ruta constituye un ejemplo muy representativo de las sintesis partiendo de
un nucleoésido entero, en el cual el paso clave es la protecciéon de los oxhidrilos 3y 5°
Para ello se utiliza 1,3-dicloro-1,1,3,3-tetraisopropildisiloxano o reactivo de Markiewicz
(Markiewicz W. 1978). Este grupo protector es muy adecuado porque puede ser
introducido con buenos rendimientos y soporta una gran variedad de condiciones,
permitiendo trabajar sobre la posicién 2” en condiciones acidas, basicas, reductoras y
oxidantes. Luego este grupo puede removerse selectivamente con fluoruro de la
misma manera que todos los silil éteres. En el caso de tratarse de un nucledsido
distinto a uridina los grupos exociclicos de la base deben protegerse en un paso
previo, se han utilizado grupos benzoilo y derivados mono, di y trisustituidos del
mismo. El paso mas importante en ésta y las demas rutas sintéticas es la creacion del
enlace carbono-carbono, en el cual se busca obtener un exceso diasteromérico a favor
de la forma ribo frente a la arabino. En el caso particular de la ruta descripta esto se
logra a través de una reaccion con tetradxido de osmio que debido al impedimento
estérico causado por el puente disiloxano y la base reacciona con el doble enlace por
la cara B de la ribosa. La selectividad de esta reaccién es del 95%. Esta estrategia

resulta conveniente frente a otras como la que se encuentran en la Figura 24.
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Figura 24 Algunas estrategias para la formacién del enlace C-C

La primera reaccion de la Figura 24 consiste en la adiciébn de un reactivo
organometdlico, ésta reaccion resulta de limitada utilidad ya que el producto
mayoritario posee la configuracion arabino, esto es consecuencia de la mayor
accesibilidad de la cara o que no se encuentra bloqueada por la base.

Las otras dos alternativas planteadas son superadoras desde el punto de vista
de la estéreo especificidad, la segunda corresponde al trabajo ya citado de Gallo y col.
La tercera opcion es la formaciébn de un epdxido y su posterior apertura
regioespecifica. Esta fue ensayada durante éste trabajo sin lograr obtener buenos
resultados por lo que no representa una alternativa til.

En lineas generales es posible decir que la preparacion de 2°-C-metilnucledsidos
a partir de nucleésidos naturales puede ser llevada a cabo con buenos rendimientos y
en un numero discreto de pasos siguiendo la ruta previamente desarrollada en nuestro
laboratorio. Sin embargo, existen algunas desventajas que merecen ser tomadas en
cuenta. En primer lugar esta ruta sélo fue aplicada con éxito para la uridina, durante el
presente trabajo se llevé a cabo la misma estrategia para la preparacion de 2°'-C-
metilcitidina y 2-C-metiladenosina obteniendo bajos rendimientos (alrededor del 1%
desde el producto de partida). El segundo problema asociado a esta ruta es la
utilizacién de reactivos de muy alto costo, principalmente el reactivo de Markiewicz que
es utilizado en el primer paso de proteccién lo cual es ineficiente desde el punto del
costo.

Existen otras alternativas para la preparacion de 2’-C-metilnucledsidos que
utilizan un azucar natural como producto de partida, luego incorporan el metilo en la
posicion 2 para finalmente realizar una reaccion de glicosilacién en la que se incorpora
la base. La principal ventaja de este tipo de ruta reside en el hecho que permite
sintetizar diversos nucledsidos a partir de un Unico sinton. La diferencia entre estas
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rutas es la estrategia utilizada para llegar al azucar con el metilo en la posiciéon 2 y
protegida en las posiciones 1,2,3 con grupos acetilo, benzoilo o algun otro grupo que
permita realizar una reaccién de glicosilacion. En el trabajo publicado por Eldrup y col
utilizan el compuesto 3,5-bis-O-(2,4-diclorofenilmetil)-1-O-metil-a-D-ribofuranosa como
producto de partida. Luego se oxida la posicion 2 con el reactivo de Dess-Martin y se
realiza la adicibn no estereoespecifica sobre el carbono con un reactivo
organometalico (MeMgBr). La reaccion de glicosilacién presentada es realizada via el
1-bromo ribésido. El producto de partida debe ser preparado a partir de algun azucar
completamente desprotegido que es obtenido en por lo menos 3 pasos de sintesis. La
estrategia utilizada es superior a otras reportadas en literatura desde el punto de vista
preparativo sin embargo la adicion del metilo no es estereoespecifica y la reaccion de
glicosilacién carece del acilo en la posicion 2, por lo que la reacciéon produce mezclas
o y B. Las restantes rutas (Beigelman L. 1987) presentan mayor numero de pasos o
requieren de reacciones menos apropiadas para su utilizacion en preparaciones a

potencialmente escalables.

1) Nucleobase

HO Bz0 S$nCL TMSOT
NTMS o
0 ' " BASE
Me 3 e
TMSO o Me
oy —> —— —_—
0BZ 2)NH; MeOH

HO  OH OBz OH
HO  OH

Figura 25 Estrategia general para la preparacién de 2°-C-metilnucledsidos a partir de un
azucar. El producto de partida y los reactivos varian pero el esquema general es el mismo

Otra estrategia utilizada en el pasado consiste en la utilizacién de 2-C-metilribo-
y-lactona (o ribonolactona) como producto de partida (Peligot E. 1879). Esta lactona
posee un metilo unido al carbono de la posicion 2 y resulta adecuada para ser utilizada
como producto de partida en la sintesis de 2CMNs. La reaccién que permite obtener
esta lactona transcurre con bajos rendimientos a partir de la forma abierta de la
fructosa, el primer paso es una enolizacién seguida por una B-eliminacion (Figura 26),
esto conlleva a un reordenamiento de tipo acido bencilico en el cual el metilo pasa a la
posicion 2. Observando las estructuras de los intermediarios es facil imaginar el gran

nuamero de productos de enolizacion y eliminacién posibles.
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Figura 26 Mecanismo propuesto para la formacién de la 2-C-metil-y-ribonolactona

Entre la enorme cantidad de productos de enolizacién y reordenamiento es
posible aislar el acido glucosacarinico que luego forma la lactona deseada. La
cuantificacién de los distintos productos de degradacién de la fructosa en soluciones
saturadas con hidréxido de Calcio fue estudiada por (Byung Yun Yang 1996).

Acidos Sacarinicos mmol %mmol
C2 Acido Etanoico, 2hidroxiglicolico 66 8
C3 Propanoico , 2-hidroxilactico 317 39
3-hidroxi propanoico , 2,3-dihidroxiglicerico 4 <<1
C4 2-metil-2,3-dihidroxypropanoico 32 4
2-hidroxibutanico 5 1
2,4-dihidroxi butanioco 62 8
3,4-dihidroxibutanoico 7 1
Eritronico S 1
Treonico S 1
C5 2-C-metileritronico 3 <<1
2-C-metiltreonico 2 <<1
Ribonico 25 3
2-desoxi-eritro-pentanoico 4 <1
2-desoxi-treo-pentanoico 7 1
3-desoxi-eritro-pentanoico 17 3
3-desoxi-treo-pentanoico 29 4
3,4-didesoxy pentanoico 7 1
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3-desoxi-2-C-(hidroximetil)tetronico 16 2
C6 2-C-metilribonoico 45 6
parasacarinico 3 <<1
3-desoxi-xilo-hexanoico 12 1
3-desoxi-ribo y arabino hexanoico 79 10
3-desoxi 2-C-(hidroximetil-eritro y treo pentanoico 44 6

Tabla 6 Listado de algunos de los productos caracterizados luego de la degradacion de
Fructosa en medio alcalino a 100°C

A la luz de estos resultados es evidente que el protocolo de purificacion es
critico si se desea utilizar esta reaccién como punto de partida para la preparacion de
nucledsidos modificados.

Esta lactona fue utilizada en el pasado para preparar 2°-C-metiladenosina
(Jenkibsky S. 1968). La estrategia planteada por los autores consiste en proteger los
oxhidrilos de la lactona con benzoilos para efectuar una reduccion con bis(3-metil-2-
butil)borano y luego realizar una reaccién de glicosilacion via un intermediario
halogenado en la posicién 1. Si bien esta estrategia permite obtener el producto, no
presenta algunos problemas. En primer lugar la reduccion de la lactona con el
derivado de boro requiere de un control estricto de la condiciones de reaccion para
obtener en el mejor de los casos mezclas epiméricas de productos parcialmente
desprotegidos y otros subproductos dificiles de separar por cromatografia, llegando a
un rendimiento menor al 50%. Por otro lado, la reaccién de glicosilacion planteada en
trabajo consiste en la reaccidbn entre el 2,3,5-tri-O-benzoil-2-C-metil-1-p-D-
clororibofuranésido y cloromercurio-6-benzamidopurina. La utilizacion de estos
reactivos resulta desfavorable debido a que la obtencién del primero requiere de un
procedimiento diferencial para cada uno de los epimeros obtenidos en la reduccion de
lactona. El rendimiento global de la ruta es menor al 8% y requiere trabajar con
mezclas de epimeros e isdmeros de posicion por lo que fue descartada para este
trabajo.
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Figura 27 Estrategia llevada a cabo por Jenkibsky y col para la preparacién de 2°-C-
metiladenosina a partir de 2-C-metilribo-y-lactona

La utilizacion de reactivos mas modernos y un esquema de proteccion

adecuado permitirian el

metilribonolactona como producto de partida, evadiendo

descriptos.

uso de estrategia basada la utilizacion de la 2-C-

los problemas antes
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1.7 Sintesis de Oligonucleétidos

Los oligonucleétidos (ON) pueden ser preparados siguiendo dos estrategias, la
primera consiste en la utilizacién de herramientas comunmente utilizadas en biologia
molecular como la transcripcién in vitro, la segunda es la sintesis quimica en un
sintetizador automatico. La eleccion de una estrategia u otra depende del largo de los
oligonucledtidos, la cantidad deseada y la utilizacion o no de nucleétidos modificados.
En general la sintesis en fase sélida es utilizada para preparar oligonucleétidos (ON)
con menos de 100 mondmeros o cuando es necesario incorporar modificaciones
quimicas que no sean sustrato de las polimerasas.

Los ON son preparados utilizando un ciclo que permite la desproteccién o
proteccion selectiva de los grupos reactivos de los monémeros, que se encuentran
debidamente funcionalizados. Los mondmeros reciben el nombre de fosforamiditas.
Los grupos presentes en estas moléculas permiten la desproteccion de las posiciones
reactivas en forma especifica y eficiente. En el caso del sustituyente de 3" el fésforo
esta sustituido de forma tal que permanece estable hasta el momento de su activacion.

NHGP NHGP
SN X
& | N
N>
DMT 5 N OMT 5 N/Ko
© OTBDMS O OTBDMS
!
NC . p ~
SO NP, NC 0" NP, 1
. ®
y A o T o
< I NH O
DMTO— o N7 ONNHGP | PN
DMT o N0 P
O OTBDMS
O OTBDMS
P P
NC NG
~. O N(iPr), NC\/\O/ \N(iPr)2

Figura 28 Estructura de los sintones utilizados para la preparacion de oligonucle6tidos
conocidos como Fosforamiditas. Los GP de las bases pueden ser benzoilos, ter-
butilfenoxiacetil, isobutirilo o acetilo entre otros.

En la Figura 29 se describen los pasos necesarios para llevar a cabo un ciclo de
sintesis, Los pasos de un ciclo completo son los siguientes:

1- Destritilacion
2- Acoplamiento
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3- Enmascaramiento

4- QOxidacién

El soporte sélido es el elemento sobre el que se llevan a cabo todas estas
reacciones y esta conformado por esferas de vidrio de tamafo de poro controlado (500
A o 100A segun el largo de los oligos a utilizar) optimizados para una transferencia
eficiente del liquido. La fase sélida derivatizada con el primer monémero a través de
un conector o “linker” es colocada en una columna encerrada entre dos filtros por la
que fluyen los distintos reactivos.

El primer paso necesario para comenzar el ciclo es la desproteccion del oxhidrilo
de la posicion 5° del nucledsido unido a las esferas de vidrio. Esto se lleva a cabo
generalmente utilizando &cido tricloroacético o dicloroacético en diclorometano o
dicloroetano. Luego de eliminar el grupo DMT se lava la columna con acetonitrilo
anhidro y pulsos de argon para eliminar restos del acido. El color naranja caracteristico
del cation DMT™ es utilizado para monitorear la sintesis, basado en la premisa que el
descenso en la intensidad del color evidencia la reduccion de oxhidrilos que liberaron
el cation y por ende una disminucion del rendimiento.

El segundo paso es la incorporacion de la segunda fosforamidita junto con un
activante, generalmente se utiliza tetrazol o algun derivado del mismo para protonar el
grupo diisopropilamino y convertirlo en un buen grupo saliente. El activante es utilizado
en exceso para asegurar un buen rendimiento. Entonces el oxhidrilo libre del
mondmero inmovilizado ataca al fésforo creando una nueva union internucleotidica.
Por su parte el grupo B-cianoetil unido al fésforo previene reacciones secundarias y
aumenta la solubilidad del compuesto, éste es removido al final de la sintesis con un
tratamiento basico acuoso que promueve una f eliminacion, el producto final reacciona
con el amoniaco produciendo 3-aminopropionitrilo que es inerte.

El paso siguiente es proteger los oxhidrilos que no reaccionaron (generalmente
alrededor de 0,1- 2%) para evitar que reaccionen en el préximo ciclo produciendo
secuencias con un nucleétido menos que serian dificiles de purificar mas tarde; este
paso es conocido como enmascaramiento o capping. Generalmente se realiza una
acetilaciéon con anhidrido acético (o algun otro anhidrido dependiendo de los grupos
protectores de la base), N-metilimidazol y 2,6-lutidina como base. El acilo es removido

durante el tratamiento basico al final de la sintesis.
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Figura 29 Ciclo de sintesis del sintetizador automatico

Una vez bloqueadas las secuencias mas cortas (n-1) se lava nuevamente la
columna y se realiza la oxidacién del P"* a P con una solucién de |,/Py/THF/H,O. La
oxidacion es llevada a cabo por un complejo l>-piridina que forma un aducto con el
fésforo trivalente, el agua presente en la reaccion descompone el complejo dando
como resultado el fosfato triéster. Luego de lavar la fase fija se comienza con el ciclo
nuevamente. Estos pasos se repiten n veces hasta obtener la secuencia deseada.

Al final el ciclo es necesario liberar el oligonucle6tido de la fase e hidrolizar los
grupos protectores de las bases y los grupos cianoetil de los fosfatos. Eso se realiza
mediante un tratamiento basico con una solucion de amoniaco concentrado durante 24
hs a temperatura ambiente o con una mezcla de metilamina/amoniaco a 55°C durante
10 minutos. Para poder llevar a cabo este ultimo tratamiento es necesario poseer
grupos protectores en las bases conocidos como fast-deprotection debido a que son
mas labiles a bases. De esta forma se reduce el tiempo de exposicion a medio basico
del sililo evitando la salida prematura del grupo protector de la posicion 2°.

Los oligonucledtidos pueden separarse del soporte sélido de dos formas
distintas, con el extremo 5’libre (DMT —-Off) o protegido con el grupo DMT (DMT-On).
Ambas estrategias difieren en la metodologia de purificacion, la DMT-On es utilizada
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cuando se dispone de un HPLC con fase C18 o C8 y permite separar con facilidad las
secuencias completas de las truncadas ya que éstas ultimas poseen oxhidrilo en lugar
del DMT. Luego es necesario eliminar el DMT con un tratamiento acido. La estrategia
DMT-off es utilizada con frecuencia y requiere de un paso menos por lo que es
utilizado en sintesis rutinarias muy puestas a punto.

Hasta este punto no se realizd una distincion entre la sintesis de oligonucleétidos
de ADN vy los de ARN sin embargo estos presentan marcadas diferencias. Los
oligonucledtidos de ADN fueron masivamente sintetizados mientras que los desarrollos
para ARN se vieron postergados. No fue hasta la aparicién del los RNAi que se
realizaron intentos serios por mejorar las técnicas para la sintesis de ARN (Marshall
W. 2004).

La principal diferencia entre ambos esta dada por la presencia de un grupo
protector en la posicién 2°de las fosforamiditas. Este grupo voluminoso disminuye la
reactividad del fésforo por lo que el tiempo de acoplamiento del ciclo debe aumentarse
de 1 min a 10 como minimo. En general el oxhidrilo es protegido con silil éteres que
pueden removerse selectivamente al final de proceso de desproteccion utilizando
fluoruro. En los ultimos anos se han buscado alternativas para la proteccion de esta
posicion con la intenciébn de mejorar el rendimiento del acoplamiento y reducir el
tiempo necesario para completar la sintesis. Cualquier candidato que cumplir esta
funcién debe ser capaz de:

e ser introducido con buenos rendimientos

e soportar condiciones acidas (desproteccion 57)

e condiciones oxidantes (oxidacién del fésforo)

e condiciones basicas ( tratamiento con amoniaco)

e removerse cuantitativamente con reactivos compatibles con las cadenas
de ARN.

La dificultad de cumplir con estos requisitos llevé a varios grupos a desarrollar
ciclos especificos para la sintesis de ARN utilizando una estrategia completamente
nueva. La mas prometedora es la conocida como 5°-Silil-2"-ortoester ACE Chemistry
(Scaringe S. 2001). Muchos adoptaron esta metodologia pero las DMT-fosforamiditas
no fueron desplazadas debido a que la implementacion de la nueva estrategia requiere
de la modificacion de componentes mecanicos de los sintetizadores automaticos.

En cuanto a los candidatos mas interesantes para reemplazar a los éteres de
silicio en la fosforamiditas tradicionales uno de los grupo mas ampliamente utilizados
es el triisopropiloximetilo (TOM). Utilizando este grupo se obtienen rendimientos de
acoplamiento mayores al 99% utilizando tiempos entre 2 y 3 minutos. (W. P. Pitsch S.
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2001). Un articulo publicado en 2004 cita estas dos metodologias como las mas
prometedoras en la sintesis de oligorribonucleotidos (Marshall W. 2004).

Caracterizacion de Oligonucleotidos mediante espectrometria de masa MALDI-
TOF

Una de las herramientas mas Utiles para veririficar el resultado de la sintesis y
purificacion de los ON es la espectroscopia de masa MALDI. La razén por la que la su
utilizacién en este campo no se ha extendido tanto como la de los péptidos de debe a
varios factores, algunas de las razones son: el menor numero de matrices especificas,
la formacion de iones multicarga y la fragmentacion reducen la resolucién y la
sensibilidad. A pesar de estos problemas es una herramienta muy poderosa si se
encuentran las condiciones adecuadas que permiten realizar el andlisis en minutos,
con cantidades femtomolares de sustrato. Ademas puede ser automatizado con
facilidad. Por esta razén es utilizado rutinariamente para la caracterizacion de
bibliotecas combinatorias de oligonucleétidos (Altman R. 1999) y para la deteccion de
polimorfismo de un solo nucleétido (Hartmer R. 2003). El uso del MALDI-TOF para
andlisis de rutina presupone un nivel de equipamiento y dominio de la técnica no
disponible en cualquier grupo de investigacion. El rango de masas que se puede
analizar aumenta afo tras afo, sin embargo no puede ser utilizado para secuencias de
mas de 40 nucleétidos. Por ello es posible concluir que la utilizacién del MALDI-TOF
se justifica cuando se trabaja con oligos de mediano y bajo peso molecular. Esta
limitacion no resta importancia a la técnica porque una de las aplicaciones mas
difundidas en la actualidad es la utilizacién de ARN cortos (ARNi siRNA etc.) que
pueden ser analizados sin problemas.
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1.8- Aplicaciones de los Acidos Nucleicos Modificados

Los acidos nucleicos en la actualidad representan un vasto campo que
trasciende las funciones tradicionales de codificacion y transcripcion de informacién
genética. Han pasado mas de 60 anos desde los trabajos pioneros sobre actividad
biologica del ADN (Avery O. 1944), hoy conocemos en detalle muchos mecanismos en
los que estan involucrados. La concepcién tradicional de las funciones del ADN y ARN
fueron desplazadas por descubrimientos como la capacidad del ARN para catalizar su
propia hidrélisis que le valié el premio Nobel a T. Cech y S. Altman en 1989. Hoy
encontramos desarrollos que van desde el uso de simples mondémeros como
antivirales hasta el uso de cadenas autoensambladas de ADN para la fabricacion de
nanocircuitos (LEE J. 2006). El amplio espectro de aplicaciones en las que se utilizan
acidos nucleicos seria dificil de resumir y excede con el objetivo de este trabajo. El
objeto de estudio de la tesis aqui presentada es la utilizacién de nucledsidos y
nucledtidos modificados en tecnologias de silenciamiento génico con potencial
terapéutico, por ello se resumen las posibles aplicaciones de los nucledsidos
sintetizados en esta area.

1.8.1- Ribozimas

Las ribozimas son moléculas de ARN capaces de ejercer funciones cataliticas,
tal y como su lo indica su nombre que proviene de una combinacion de acido
ribonucleico y enzima. La primera Ribozima descubierta pertenece al precursor del
ARNr 26S de Tetrahymena termophila (Kruger K. 1982), en 1983 se reporté otra
ribozima la M1 (Guerrier-Takadaa 1983). En condiciones de altas concentraciones de
Mg*™ estas estructuras son capaces de procesar ARN, este descubrimiento
revoluciond el concepto que se tenia del ARN y llevé a los investigadores a postular
que estas moléculas podrian ser el origen de la vida en nuestro planeta. El avance en
el conocimiento de la estructura de estas moléculas y su mecanismo de accion,
permiti6 disefiar secuencias capaces de hidrolizar sustratos externos en forma
especifica. Esta virtud fue aprovechada para utilizar a las ribozimas como herramienta
de silenciamiento génico, utilizando el mismo concepto que las estrategias antisentido
con la ventaja que las ribozimas son capaces de realizar multiples hidrélisis del ARNm.
La utilizacién de las ribozimas en terapia antisentido capté la atencion de numerosos
grupos de investigacion. Una prueba fehaciente del éxito de estas dos estrategias de
silenciamiento es su uso en el tratamiento de humanos con distintas afecciones, como

el Vitraven utilizado para el tratamiento de Citomegalo virus en pacientes
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inmunosuprimidos (sitio web FDA 1998) o el GTI-2040 aprobado para el tratamiento de

tumores soélidos (Yoon Lee 2003).

La ribozima mas amplimante estudiada es la conocida como “Cabeza de
Martillo”. A través del estudio sistematico de sus requerimientos estructurales se llegb
a obtener una version minima que conserva actividad catalitica, ésta incluye una
secuencia consenso o “core catalitico” y dos brazos laterales de unién al sustrato
externo. En la Figura 22 se puede observar la estructura basica en la cual se puede
ubicar los brazos de reconocimiento (unidos al sustrato) un stem-loop carente de
funcioén y el core catalitico.

El mecanismo de la reaccion de hidrélisis que permite a la Ribozima Cabeza de
Martillo hidrolizar una secuencia de ARNm ha sido motivo de discusion durante afnos
hasta que finalmente (Martick M. 2006) y col publicaron la estructura de rayos X que
permiti6 explicar todos los resultados obtenidos previamente y que se creian
contradictorios. En la Figura 30 se puede observar la estructura secundaria y terciaria
de la Ribozima. La estructura terciaria activa de la ribozima unida a su sustrato incluye
tres sistemas stem-loop indicados en distintos colores en la figura. Estos stem-loops
se encuentran ubicados en el espacio segun lo detallado en la figura 30B.
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Figura 30 Estructura de la Ribozima cabeza de martillo (La lineas denotan tipo de interaccion,
lineas coloreadas: Watson-Crick, Circulo junto a cuadrado : Watson-Crick/Hoogsten, circulo junto a
triangulo Hoogsten/azlcar, linea punteada puente hidrégeno simple, lineas verdes con extremo T:

stacking entre bases no adyacentes. Las flecha negras permiten seguir las secuencias nucleotidicas
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La modificacién de cualquiera de estas interacciones conlleva a una modificacién
en la actividad de la ribozima. Por esa razon la incorporacién de nucleétidos
modificados puede realizarse Unicamente en posiciones donde no produzca
alteraciones masivas ni produzca cambios conformaciones que alteren la estructura,
especialmente en el sitio activo. Esto limita el nimero de analogos de nucleétidos que
pueden utilizarse.

Otro aspecto de la ribozimas que fue materia de discusion es el mecanismo de la
reaccion de hidrélisis del sustrato. El mismo consiste en un ataque en linea similar a
una SNy(P) sobre el fosfato internucleotidico. La Figura 31 detalla el estado de
transicion planteado para la reaccion y actualmente aceptado. El nucledfilo, el oxhidrilo
de 2" de C17 se posiciona casi perfectamente para un ataque en linea. El nitrégeno de
G12 se encuentra a una distancia que permite la formacion de un puente hidrégeno y
podria abstraer el proton del oxigeno de oxhidrilo 2°. El oxhidrilo 2" de G8 forma un
puente hidrégeno con el oxigeno del grupo saliente en 57, y potencialmente es capaz
de aportar un protdn a medida que la carga negativa se acumula en el O5” de C1. Una
de las principales diferencias con los mecanismos planteados con anterioridad es que
los cationes como el Mg** no intervienen en el mecanismo de reaccion. El rol de las
cargas positivas es simplemente minimizar densidad de carga negativa pero no tiene

sitios especificos de unién en el sitio activo.
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Figura 31 Posible estado de transicién postulado a partir de la estructura de rayos X (Martick
M. 2006)
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1.8.1.1 Utilizacion de Ribozimas como herramienta de silenciamiento génico

La utilizacién de ribozimas para el silenciamiento de genes requiere de la
modificacidon completa de su estructura para poder ser aplicada en un contexto celular
o fisiolégico. Esto se debe a la baja estabilidad quimica del ARN sumada a la
presencia de exo y endo nucleasas que causan que la vida media de estas estructuras
en fluidos biol6gicos sea del orden de los segundos. Como fue mencionado en la
seccion anterior, el problema puede sulucionarse mediante la incorporacion de
nucledsidos modificados. Dado que los requerimientos estructurales difieren a lo largo
de la molécula, es necesario incorporar monémeros con distintas propiedades. El uso
de 2°-O-metilnucledsidos en todas las posiciones donde los oxhidrilos 2° no son
fundamentales para la actividad aportdé gran estabilidad frente a las endonucleasas.
Estos analogos son generalmente utilizados en los brazos de reconocimiento ya que
ademas de aumentar la resistencia a nucleasas incrementan la estabilidad del duplex
ribozima-blanco.

Por su parte, la accion de las exonucleasas es generalmente disminuia utilizando
fosforotioatos en los extremos 3y 5 de los brazos de reconocimiento. Pese a la
mejora en la estabilidad obtenida con estas modificaciones, no son suficientes para
obtener estructuras Utiles debido a que no pueden ser introducidas en algunas
posiciones sin reducir drasticamente la actividad. Estas posiciones sonla 4,5,6,7,8y
12 (ver figura 30). Los nucleétidos de las posiciones 8 y 12 participan activamente en
la catalisis de la reaccion de hidroélisis, por esta razén son muy sensibles ante la menor
modificacion. Las posiciones 4 y 7 del core catalitico constituyen un problema, porque
son un blanco usual de la nucleasas por encontrase expuestas. Ambas posiciones han
sido objeto de diversos estudios (M. J.-A. Beigelman L. 1995) en los cuales se
introdujeron distintos nucle6tidos modificados. En el caso particular de los 2°-C-
metilnucledsidos los resultados obtenidos en pruebas in vitro (Unicamente sustrato
marcado radioactivamente y buffer) demostraron que es posible obtener estructuras
con mayor resistencia a nucleasas sin perder completamente la actividad (ver tabla 5,
pag 34). Dada la dificultad de extrapolar resultados obtenidos fuera del contexto
celular es necesario continuar estudiando el potencial real de los 2°-C-metilnculéotidos
en ribozimas llevando a cabo experimentos de actividad en células utilizando
estructuras completamente modificadas con 2’-O-metilnucleétidos, fosforotioatos en
los extremos y 2°-C-metilnucleétidos en el core catalitico.
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1.8.1.2-Perspectivas de la Ribozimas

Las ribozimas fueron parte de una revolucién en la que muchos cientificos
creyeron que podrian aplicar rdpidamente la tecnologia de las ribozimas en el campo
de la clinica, basados en los conocimientos adquiridos a partir del uso de los
oligonucledtidos antisentido. Hoy las ribozimas fueron desplazadas de esa posicidon
principalmente por la aparicién del los RNAi, que presentan mayores niveles de
inhibicién y son mas facilmente sintetizados. A pesar de esto las ribozimas contindan
siendo objeto de numerosas investigaciones por ser sistemas complejos
estructuralmente capaces de realizar diversas funciones, un claro ejemplo es la
Ribozima Diels-Alderasa capaz de catalizar la reaccion que lleva ese nombre
(Serganov A. 2005). Estas enzimas de ARN pueden ser seleccionadas mediante
procedimientos de seleccidén in vitro, esto quiere decir que es posible encontrar
moléculas capaces de llevar a cabo las méas diversas funciones. Muchos de estos
experimentos se realizan para encontrar secuencias capaces de activarse en
presencia de un efector o activador y reciben el nombre de Ribozimas alostéricas
(Roth A. 2004). La capacidad de generar por métodos artificiales ribozimas alostéricas
renovo el interés por estas estructuras permitiendo su utilizacién en nanotecnologia,

biosensores (de Silva C. 2009) y descubrimiento de genes (Akashi H. 2005).

1.8.2 siRNA

El descubrimiento del mecanismo por el cual secuencias cortas doble cadena
de ARN son capaces de silenciar genes (Elbashir, 2001) significé un gran progreso en
el conocimiento de la regulacion de la expresién de genes y produjo un impacto en el
campo de la terapia antisentido. Hoy constituye el sector de mayor crecimiento y
gracias al conocimiento adquirido con sus predecesores le brinda la oportunidad ser
utilizado muy rapidamente en la clinica (Scanlon K. 2004).

Este nuevo escenario reactivd el interés en la obtencién de nucleétidos
modificados, igual que en el pasado, el fin fue mejorar distintos aspectos de las
aplicaciones previamente desarrolladas con nucleétidos naturales. El siRNA no es la
excepcion ya que a pesar de ser mas estable que un oligonucleétido simple cadena
posee problemas asociados a la estabilidad quimica y biolégica. Se han realizado
diversos esfuerzos por aplicar las mismas estrategias utilizadas en oligonucleétidos

anti-sentido: la modificacion del fosfato internucleotidico por grupos fosforotioatos y la
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incorporacion de nucledtidos modificados en la posicion 27, es evidente entonces la
importancia de ensayar nuevas modificaciones.

Dada la posibilidad de utilizar los 2°-C-metilnucleésidos en este tipo de
aproximacion resulta importante comprender las caracteristicas que un nucleétido

modificado debe poseer para poder ser utilizado en siRNA.

Los siRNAs son moléculas de ARN doble hebra de 20-21 nucleétidos
perfectamente complementarias, éstas se originan a partir de un ARN largo de doble
hebra. Los dsRNAs pueden ser de origen endbégeno (por ejemplo los transcriptos
generados a partir de secuencias de ADN repetidas en tdndem), o de origen exdégeno
(como virus o transgenes).

Este mecanismo puede ser dividido en dos etapas. En la primera una molécula
ARN doble cadena es hidrolizada en productos entre 20 y 24 mer (conocida como
siRNA) por una endonucleasa de la familia RNAasa Ill llamada DICER (Zamore P.
2000). Los siRNA resultantes poseen dos nucleétidos desapareados en los extremos
3" con OH terminales y fosfatos en ambos extremos 5°- En el segundo paso los siRNA
son incorporados en el complejo proteico denominado complejo de silenciamiento
inducido por ARN (RISC), una helicasa presente en RISC desaparea al siRNA
comenzando por el extremo 5°de la cadena complementaria, este evento activa a
RISC quien utiliza la cadena ARN como molde para encontrar el sitio de corte del
ARNm. La hidrélisis del ARNm es llevada a cabo por una enzima del complejo RISC,
en el caso de los humanos la enzima es la Argonauta 2. Esta hidroliza el fosfato
internucleotidico de las posiciones del ARNm enfrentadas con los nucleétidos 10y 11
del siRNA si se los cuenta a partir del extremo 5” (Figura 32).
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Figura 32 Mecanismo de silenciamiento génico del siRNA.

Para el complejo ARN-RISC pueda formarse correctamente e hidrolizar al ARN
mensajero deben reunirse ciertas condiciones estructurales de gran importancia. Una
de las mas importantes es que el siRNA adopte una forma A-ARN. Esta afirmacién se
basa en varios hechos experimentales. El complejo RISC no necesita del oxhidrilo 2°
para el reconocimiento de la hebra complementaria del ARNm, tampoco es necesario
este grupo para llevar a cabo la reaccion de hidrélisis como en el caso de la ribozimas.
Por esta razon es posible utilizar nucleétidos sin la funcion alcohol en esa posicién sin

perder actividad. Esta afirmacién es cierta s6lo en casos en las cuales la conformacion
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del nucleétido contribuya a la forma A-ARN del duplex, como en el caso de los 2°-F-
nucleésidos. (Cummins L. 1995). Experimentos realizados con quimeras ADN-ARN
demostraron no activar el complejo, dado que la forma adoptada por estas moléculas
es intermedia entre la forma A y B (Figura 61 de la pagina 142 ) la disrupcion de la
gruta mayor de la hélice impide la interaccion con RISC.

Otra propiedad estructural de los siRNA es la accion asimétrica de la helicasa
del complejo, esta ejerce su accién sobre el extremo 5" del ARN doble cadena, la
estabilidad del duplex de este extremo es necesario para mantener la actividad
hidrolitica mientras que la del extremo 3" no es importante. Esto se debe a que no
interviene en ninguna fase del mecanismo. Esta asimetria es importante a la hora de

disenar secuencias de siRNA con nucleétidos modificados.

La actividad hidrolasa del complejo se encuentra intimamente relacionada con
la afinidad entre las secuencias de ARNm y siRNA-RISC (Chiu Y. 2003). La estabilidad
de ese complejo es vital para la actividad del complejo, siendo ésta la primera
caracteristica a tener en cuanta a la hora de utilizar un nucleétido modificado. La
reduccion de la estabilidad entre los duplex conlleva a la inactivacion del mecanismo.
Utilizando el criterio inverso se ha estudiado la actividad de inhibicion del siRNA
utiizando modificaciones que estabilizan la estructura doble hélice tales como 2,6
diaminopurin nucleésido, 5-Br-uridina, y 2°-F-citidina entre otros. Los resultados
demostraron que la actividad aumenta al aumentar la estabilidad hasta un punto
umbral en el cual la estabilizacion desfavorece la accidn de la helicasa. (Chiu Y. 2003).

1.8.2. a- Campo de aplicacion de los siRNA en terapia

Una posibilidad muy interesante es la utilizacién del mecanismo de RNAi en
terapia especialmente si se incorporan nucle6tidos modificados para mejorar sus
estabilidad o aumentar su funcionalidad. Aunque es dificil introducir dsRNAs largos en
células de mamiferos debido a que éstos desencadenan la respuesta de interferén, el
uso de siRNAs (sintéticos o shRNAs) ha tenido méas éxito. Entre las primeras
aplicaciones en llegar a la fase de ensayos clinicos, se encuentra el tratamiento de la
degeneracién macular y el virus respiratorio sincitial. EI RNAi también se ha mostrado
efectivo en la reversion de falla hepatica inducida en modelos de ratén (Zender L
2003). Otros usos clinicos propuestos se centran en terapias antivirales, incluyendo la
inhibicion de la expresion génica viral en células cancerosas (Jiang M. 2002)

silenciamiento de los receptores y co receptores del HIV en el huésped, el
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silenciamiento del virus de la hepatitis A y de la hepatitis B (Kusov Y. 2006) y el
silenciamiento de la expresion del virus de la gripe entre otros (Li Y. 2005).

También se han propuesto tratamientos potenciales para enfermedades
neurodegenerativas, prestando atencion particular a las enfermedades de
poliglutaminas tales como la enfermedad de Huntington (Raoul C. 2006). La
interferencia de ARN también se considera una alternativa prometedora para tratar el
cancer, mediante el silenciamiento diferencial de genes sobre expresados en células
tumorales o genes involucrados en la mitosis (Izquierdo M. 2005).

Un area clave de investigacion en el uso de RNAI en aplicaciones clinicas es el
mejoramiento de las propiedades farmacolégicas, desde el aumento de la vida media
hasta aspectos referidos a la biodistribucion. Para mejorar el persistente problema
causado por el ataque de las nucleasas se utilizaron los analogos de nucledsido
empleados en los oligonucleétidos anti sentido y ribozimas para mejorar estos
aspectos como en el caso de los 2°-O-metil y 2"-F-nucleisdos(Layzer J. 2004).Esta
area sigue requiriendo del desarrollo de nuevos analogos sintéticos disefiados a partir
de una profunda comprension de los aspectos estructurales para el funcionamiento del
complejo RISC y de los deméas mecanismos involucrados en la via de los RNA..

A pesar de la proliferacién de estudios en cultivos celulares para drogas basadas
en RNAI, existen algunas preocupaciones en relacién a la seguridad del RNAI,
especialmente debido a los posibles efectos off-target, en los que un gen con una
secuencia similar al gen diana es también silenciado. Un estudio de gendmica
computacional ha estimado que la tasa de error debido a efectos off-target es
aproximadamente del 10% (Qiu S. 2005).

1.8.3- Antivirales

Los productos con actividad farmacologica son generalmente encontrados
mediante aproximaciones de monitoreo (screening) o disefo racional de acuerdo a la
cantidad de informacién disponible. En el caso de los nucleésidos modificados con
actividad antiviral es posible encontrar compuestos descubiertos o desarrollados por
medio de las dos estrategias, en lineas generales el primer paso es la deteccién de
compuestos activos que luego permiten el estudio de su mecanismo de accion. La
mayoria de estos antivirales funciona inhibiendo la polimerasa viral vy
consecuentemente la biosintesis de compuestos necesarios para desarrollar su ciclo

caracteristico. Existe un importante numero de analogos de nucledsidos modificados
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utilizados para el tratamiento de enfermedades entre ellos es posible mencionar
algunos a modo de ejemplo: influenzas, flaviviruses tratadas con ribarvirina. Herpes
simplex, varicella zoster adenovirus, polioma para los cuales se utiliza conbrivudina
(Bowman W. 1990). Otro ejemplo es el tratamiento con Cidofovir en pacientes
cytomegalovirus (CMV) retinitis y HIV (Figura 33).
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Brivudina Cidofovir Ribarvirina

Figura 33 Nucle6sidos o analogos de nucleédsidos utilizados como antivirales

Entre la gran variedad de nucleésidos modificados con propiedades antivirales
podemos ubicar a los 2°-C-metilnucle6sidos (Tomassini J. 2005). Esta familia de
compuestos es el objeto de estudio de esta tesis. Su utilizacion para el tratamiento de
la Hepatitis C fue reportada en 2004 con una serie de articulos publicados en serio
cubriendo cada uno de los aspectos posibles, desde su utilizacién para el tratamiento
de otras enfermedades hasta el mecanismo de accién y docking con la enzima.

1.8.4- Otras Aplicaciones

Existen otras aplicaciones que hacen uso de la complejidad estructural de los
oligorribonucleétidos para llevar a cabo tareas como reconocimiento de proteinas y
moléculas organicas pequefas para su cuantificacién con biosensores, arrays etc. El
ARN posee cualidades uUnicas que lo convierten en uno de los mas importantes
candidatos para su utilizacion como “building block” en la fabricacion de
nanoestructuras, éstas son capaces de autoensamblarse para formar motivos
tridimensionales con diferentes funcionalidades (PEIXUAN G. 2005). Existen varios
ejemplos en bibliografia, algunos utilizan el ARN para fabricar nanofilamentos con
propiedades similares a las proteinas del citoesqueleto (Nasalean L. 2006).

El uso de nucledtidos modificados en aplicaciones relacionados con la

natotecnologia-nanoingenieria depende directamente de la informacién estructural
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disponible y propiedades termodinamicas de los analogos utilizados. La introduccion
de distintos grupos quimicos abre la puerta para aumentar las funcionalidades del
ARN natural.

1.9- Alcances de la Tesis

Los acidos nucleicos y sus aplicaciones constituyen un fértil campo que se ha
expandido enormemente el los Ultimos anos. Hoy incluye areas que van desde la
biologia molecular y la medicina hasta la nanoelectrénica. Esta inmensa diversidad se
debe a las complejidad estructural que el ADN y el ARN pueden alcanzar simplemente
mediante la repeticion de 4 mondmeros. Estas estructuras se caracterizan por ser
modulares siendo posible conectar motivos y estructuras funcionales para obtener
otras nuevas.

Muchas aplicaciones que hacen uso del ARN requieren de la utilizacion de
nucleétidos modificados quimicamente para superar obstaculos técnicos. Estos
obstaculos generalmente estan relacionados con problemas en la estabilidad quimica,
especialmente en aplicaciones de entorno bioldgico. La vasta informacion obtenida a
partir de estudios estructurales, biolégicos y tedricos esta accesible y puede ser
utilizada racionalmente para disefiar nuevas moléculas funcionales o para resolver
problemas.

Este trabajo se centra en el desarrollo y estudio de oligorribonucleétidos
modificados con 2’-C-metilnucledsidos. Nuestro laboratorio realizé afos anteriores
experimentos que demostraron que es posible utilizar estos analogos de nucleésido
ribozimas cabeza de martillo aportando resistencia frente a nucleasas. Este trabajo fue
realizado en un contexto muy distinto al actual. No se conocian las propiedades
antivirales de los 2°-C-metilnucle6sidos por lo que conseguir nuevas rutas sintéticas
con potencial para su escalado no era prioridad. Las posibilidad de utilizar ARN doble
cadena para silenciar genes no era conocida y las ribozimas prometian ser la mejor
forma para reducir niveles de expresion de proteinas virales, oncogénicas etc.

A la luz de las nuevas circunstancias se decidio llevar a cabo este trabajo con la
idea de aportar una ruta sintética mas versatil que permitiera la preparacién de los 2'-
C-metilnucledsidos con otras bases, teniendo en consideracion que cualquier aporte
realizado seria de relevancia en el campo de los antivirales. Se llevo a cabo y escal6
una ruta sintética que reune estas condiciones. Una vez obtenidos los nucledsidos se
avanzé en la preparacion de las fosforamiditas, en este punto fue necesario encontrar

un grupo protector que presentara las condiciones necesarias para ser utilizado
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exitosamente en la sintesis en fase sélida. Se encontr6 el grupo adecuado el 2 cloro
(1-(2-cloroetoxi) etilo (CEE) y se prepararon las nuevas fosforamiditas.

El objetivo del trabajo una vez obtenidas las fosforamiditas fue completar la
caracterizacion de las propiedades de estas modificaciones. Los trabajos con la
Ribozima Cabeza de Martillo de Gallo M. fueron realizados in vitro utilizando un
sustrato corto de ARN para medir la cinética de la reaccién K, sin tener en cuenta
muchos de los demas presentes en un contexto celular. Ademas se llevaron pruebas
para determinar la estabilidad frente a nucleasas. Para conocer el efecto real de la
modificacion con 2°-C-metilnucleosidos en la relacion actividad-resistencia de las
ribozimas es necesario realizar pruebas de actividad en un entorno celular. Parte del
presente trabajo realizado consistido en disefiar y sintetizar una ribozima cabeza de
martillo para estudiar los niveles de inhibicién de expresidén de una proteina. Se eligié
como blanco el receptor de estrogeno a ya que es un blanco de relevancia en células

de cancer de mamas.

Las ribozimas son moléculas de gran interés sin embargo constituyen un sistema
con caracteristicas Unicas y particulares. Para poder caracterizar a los 2'-C-
metilnucledsidos en sentido mas general se llevaron a cabo estudios de estabilidad
térmica o Melting Point y de dicroismo circular. La eleccidén de estas técnicas se basd
en que permiten predecir la utilidad de un analogo de nucleésido en el campo de los
siRNA. Dados los resultados obtenidos se reemplazé la idea de realizar ensayos en
células con siRNA por un estudio del efecto causado por el metilo utilizando dinamica
molecular. Este estudio permiti6 comprender en profundidad y cuantificar los efectos
del metilo en la estructura doble cadena. Los resultados presentados completan la
caracterizacién de los 2-C-metilnucleétidos en oligonucleétidos sumandola al universo

de anélogos de nucledsidos utiles para el disefio racional de acidos nucleicos.
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2- Parte Experimental

2.1 -Materiales

Reactivos

Acetato de etilo
Acetonitrilo

Acido acético

Acido clorhidrico
Acido p-toluensulfénico monohidrato
Acido dicloroacético
Acido tricloroacético
Acido sulfurico
Acido oxalico
Acrilamida
Benzoiladenina
Agua deuterada
Amoniaco

Anhidrido acético

Anhidrido 4-ter-butilfenoxiacético/THF

Argén 5.0
Bicarbonato de amonio
Bicarbonato de Sodio

Bisulfito de Sodio

-cianoetoxi-N, N-diisopropilaminoclorofosfina

Acetil citosina
Cloroformo deuterado

Cloruro de benzoilo

J.T BAKER, Sintorgan

J.T BAKER
Merck
Merck

ICN
Aldrich
Aldrich
Merck
Anedra
GIBCO
Aldrich
Aldrich
Merck

J. T Baker
Proligo
AGA

Riedel-de-Haén

Anedra

J.T. Baker
Chemgenes
Aldrich
Aldrich

Merck
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Cloruro de 4,4 -dimetoxitritilo

Cloruro de sodio
Dibenzo-18-corona-6

Diclorometano

Dietilpirocarbonato (DEPC)

3,4-didhidro-2-H-pirano
N, N-diisopropiletilamina
Dimetilformamida

Etanol absoluto

Fase sélida (ADN)

Fase sélida (ARN)

Fase sdlida (2°-O-mearn)
Fosforamiditas
Hidrogeno

Hidroxido de Sodio
Hidruro de Calcio

lodo

2,6-lutidina

Metanol

Metilamina 41% en agua
N, N-metilpirrolidinona

N, N-Metilenbisacrilamida
N- metilimidazol
Nitrégeno 4.8

Pentoxido de fésforo
Magnesio (limaduras)
Piridina

Sulfato de sodio anhidro

ICN
Merck
Aldrich
J.T: Baker, Sintorgan
Aldrich
Aldrich
Aldrich
J.T Baker
Sintorgan
CPG
Proligo
Proligo
Proligo, Chemgenes
AGA
Anedra
Aldrich
Merck
Aldrich
Sintorgan
Fluka
Fluka
GIBCO
ICN

AGA
Aldrich
Aldrich
J.T Baker

Cicarelli
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Tetrahidrofurano J. T Baker, Sintorgan
1-H Tetrazol Chemgenes

Tolueno J. T Baker
Trieteilamina Sintorgan
Trihidrofloruro de trietilamonio Aldrich

Urea GIBCO

Uracilo Pahrma Waldhof

2.2 -Cromatografia y Material Para Purificacion

Columna HPLC Kromasil 100 C+g (5um 25 X 0.4) Teknokroma

Columna HPLC-IO NucleoPac-PA-100
Placas de alumnio de silica gel 60 Fas4 Merck

Resina Dowex Ag-50 W-X2 Bio-Rad

Sephadex G-25 (cartuchos) GE Healthcare
Silicagel 260 F , 230-400 Merck

2.3 Cultivo Celular y transfecciones

Linea Celular MCF-7

Medio de cultivo D-MEM GIBCO
Optimem Invitrogen
Oligofectamina Sigma
Oligonucleotidos ADN Sigma
Tamoxifeno Aldrich
Anticuerpos Primarios Santa cruz

Anticuerpos Secundarios Sigma
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2.4 Métodos y Equipamiento

Las purificaciones de los productos 1 a 20 fueron realizadas utilizando
cromatografia en columna de silicagel 60 grano 230 400 MESH. El seguimiento de las
reacciones fue llevado a cabo por cromatografia en capa delgada (c.c.d.) utilizando
placas de aluminio recubiertas con silicagel comerciales. Los componentes fueron
localizados por medio de carbonizacion con &cido sulfurico diluido y calor, con luz UV
a 254 nm o con una mezcla H,SO,/Etanol 2:8 para los productos dimetoxitritilados.

Alternativamente se utiliz6 lodo como revelador.

Las evaporaciones fueron llevadas a cabo en un evaporador rotatorio marca
Biichi con una trampa de frio -100 °C o con una trampa de Nitrégeno Liquido utilizando

una bomba de vacio.

Los solventes fueron secados en atmosfera de Ar o No. EI THF fue reflujado
sobre sédio metalico utilzando benzofenona como indicador de humedad. La DMF fue
secada por calentamiento con hidruro de calcio y luego destilada a presion reducida.
La trietilamina (TEA), la piridina (Py) fueron secadas por calentamiento a reflujo con
hidruro de Calcio y destiladas a presion atmosférica.

Los reactivos sensibles a la humedad fueron transferidos via jeringa bajo
presion positiva de nitrogeno o Argdn. Las reacciones fueron llevadas a cabo bajo
presion positiva de N, o Argon.

Las estructuras fueron determinadas utilizando resonancia magnética nuclear
de 1H *C y/o *'P en un equipo Bruker de 500 MHz para 'H. Los espectros fueron
realizados utilizando CDCl; con 0,1% tetrametilsilano (0,00 ppm, 'H-RMN) o PyDs. En
algunos casos se utiliz6 metanol deuterado para aumentar la solubilidad de los
compuestos. Los desplazamientos quimicos citados como multipletes estan referidos
al centro aproximado de la sefial. Para las asignaciones de las sefiales '*C-RMN se
realilzaron experimentos de DEPT a 135° para facilitar la asignacion. Para las

asignaciones de los 'H se realizaron correlaciones 'H-'H 'y 'H-"*C

Los oligonucleétidos fueron sintetizados en un sintetizador automatico ABI 392
(secuencias ADN estudios preliminares) mediante el método de la B cianoetil
fosforamidita, utilizando etiltio tetrazol como activador y TCA o DCA como detritilante.
Los oligonucleétidos ARN y quimeras ARN, 2°-O-MeARN, 2°-C-metilARN con
fosforotioato en los extremos fueron realizados en un equipo Expedite 8909.
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Las purificaciones por HPLC de fase reversa fueron realizadas en un
cromatografo Gilson con dectector UV-vis, las purificaciones en HPLC —intercambio
idnico fueron realizadas en un Equipo Hitachi equipado con una columna NucleoPac-
PA-100). En ambos casos se detectaron los compuesto mediante un detector UV a
254 nm. La cuatificaciébn en espectrofotmetrica se llevé a cabo en un equipo
Ultraespec 2000 (Pharmacia). Los oligonucleétidos se evaporaron en un evaporador
centrifugo SAVANT conectado a una trampa refrigerante a -100°C y una bomba de

vacio.

Los espectros de masa fueron realizados en un equipo Applied Biosystems
Voyager MALDI en modo positivo con un analizador de tiempo de vuelo lineal (TOF)
en el grupo del Prof. Dr. Karas en la Universidad J. W. Goéthe, Frankfurt.

Los experimentos de estabilidad térmica o Melting point de los oligonucle6tidos
fueron realizados en un espectrofotometro marca Jasco V-650. Las curvas de
dicroismo circular fueron obtenidas en un equipo Jasco j-810.

Los estudios computacionales fueron realizados utilizando el programa Amber 9
en paralelo utilizando el campo de fuerzas parmbscO.
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2.5 Metodologia

2.5.1 Sintesis de los monémeros

2-C-metil-ribono-y-lactona (1)

HO o Mr 162.1406
=0 Rf: 0,43 AcOEt MeOH 100 : 1
Rendimiento 11 %
OH OH

2 Kg de B-fructosa fueron disueltos en 20 litros de agua previamente
descarbonatada. Se agregaron 200 g de Ca(OH), y se burbujed la mezcla con Ny,
durante 10 minutos. Luego se tap6 herméticamente y se mantuvo durante 15 dias a
temperatura ambiente agitando diariamente. Entonces se agregaron 800 g de Ca(OH),
y se volvio a desplazar el aire con N, . La reaccion se mantuvo durante 8 semanas a
temperatura ambiente y agitada una vez por dia. Luego se retird la fase liquida, se
lavé la fase sélida con agua y se juntaron y descartaron los soélidos. Las fracciones
liquidas fueron combinadas y burbujeadas con CO, hasta llegar a pH =9. El CaCO,
precipitado fue separado de la fase liquida y centrifugado para maximizar la
recuperacion del liquido, se agregd agua y se repitié el procedimiento. Las fracciones
liquidas fueron combinadas. Se agregd lentamente una solucién saturada de acido
oxalico hasta que no se formé mas precipitado blanco. Se dej6 la mezcla en reposo
durante 2 dias hasta que las fases se separaron por decantacion. Se retir6 el
sobranadante amarillento por succion utilizando una bomba de vacio, el sélido fue
lavado con agua dos veces y centrifugado a 8000 rpm permitiendo recuperar el
sobrenadante. Se combinaron las fracciones acuosas y se pasaron por una columna
de intercambio cati6nico previamente acondicionada con acido utilizando una resina
tamano de particula de 600 + 50 um con una capacidad de intercambio de 1.5 a 2 eq/I
con un caudal de 80 ml/min.| de resina. Se verificé la ausencia de Ca®* en el liquido
eluido mediante el método de negro de eriocromo T. Las fracciones eluidas de la
columna fueron combinadas y evaporadas con una corriente de aire forzado a 50 °C
hasta volumen constante. Entonces se agregaron 500 ml de etanol absoluto y se
mezclé hasta obtener un jarabe viscoso homogéneo. Se repité el procedimiento de
secado con aire caliente, luego se agregaron 500 ml de AcOEt y 100 g de silicalgel. Se
mezcld la suspesion y luego se dejé en un bafno ultrasénico durante 2 horas. Se
sembr6 la mezcla en la cabeza de una columna de silica y se eluyd con AcOEt
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caliente. Las fracciones fueron analizadas por ccd, se juntaron las que contenian el
producto. Se evapor6 el solvente hasta la mitad del volumen y se agregaron 50 ml de
hexano y se dej6 2hs a 4 °C. Los cristales formados se filtraron y lavaron con AcOEt
frio, a las aguas madres se le agregaron 50 ml mas de hexano y se repitieron los
pasos de critalizacién dos veces. Se obtuvo el producto con un rendimiento del 11%
(1989).

Espectro de 'H NMR (MeOD, 500 MHz):6 1.41 (s,3H, CHs), 3.94 (dd, J1=13.2 Hz, J,=3.9Hz,
1H, H-5) 3.98 (dd, J;=13.1Hz, J,=3.9Hz, 1H, H-5), 4.00 (d, J= 7.5 Hz, 1H, H-3), 4.51 (m, 1H, H-
4).

Espectro de '>°C NMR (MeOD, 125 MHz): & 19.37 (CHs), 62.49 (C-5), 74.63 (C-3), 75.69 (C-2),
86.19 (C-4), 176.07 (C-1).

2,3-O-isopropiliden-2-C-metilribono-y-lactona (2)

HO o Mr : 204.2044
—0 Rf 0,3 AcOEt : n-Hex 1:1

Rendimiento 100%
O O °

A

1 g de 1 (6,17 mmol) fue disuelto en 45 ml de acetonitrilo anhidro y se agregaron
0,75 ml de 2,2-dimetoxipropano (6,06 mmol) y 15 mg de acido p-toluensulfénico. La
mezcla fue agitada durante 24 hs a 30 °C . Entonces se agregaron nuevamente 0,1 ml
(0,81mmol) de 2,2-dimetoxipropano y 5 mg de acido p-toluensulfénico (0,025mmol).
Luego de agitar durante 36 horas a 30 °C no se observo material de partida por ccd.
Se agregaron 30 mg de NaHCO; y el producto fue concentrado a presion reducida
luego de filtrar el NaHCO;. La mezica fue purificada en una columna de silicagel
utilizando una mezlca de n-hex-AcOEt 1:2 obteniéndose 2 (1,25 g 99% de

rendimiento).

Espectro de ®C NMR (ClsCD, 125 MHz): § 19.59 (CH3), 26.46 (CH;iPr), 26.64 (CH;iPr), 61.74
(C-5), 82.40 (C-3), 82.72 (C-2), 83.53 (C-4), 112.66 (C iPr), 176.97 (C-1).

Espectro de 'H NMR (Cl;,CD, 500 MHz): & 1.42 (s, 3H, CH; iPr), 1.44 (s, 3H, CH; iPr), 1.64
(s,3H, CHy), 4.5 (d, J = 0,6 Hz, 1H, H-3), 3.81 (dd, J;= 12.5 Hz, J» = 2.9 Hz, 1H, H-5), 3.70 (J;=
12.5 Hz, Jo= 2.9 Hz, 1H, H-5), 4.50 (m, 1H, H-4).
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5-0-Bencil-2,3-0O-isopropiliden-2-C-metilribono-y-lactona (3)

Mr Tebrico: 292.3207

07 o
_w_o Rf 0,69 AcOEt : n-Hex 1:1
Rendimiento 80%
po

10,1 g de 2 (49,95 mmol) fueron disuletos en 200 ml de tolueno anhidro bajo
atmésfera de N,. Entonces 0,6 g de Kl (3,6 mmol) y 13 g de Ag.O (56,27 mmol) fueron
agregados a la mezcla. Luego se agregaron gota a gota 29 ml de bromuro de bencilo
(243 mmol). La reaccion se calento a reflujo hasta no apreciar mas reactivo de partido
por ccd (aprox 15 minutos). Entonces se enfrié la mezcla, se filtré el Ag.O y se lavo
con tolueno y luego con n-hexano. Se combinaron los filtrados y se evaporaron en un
evaporador rotatorio a presion reducida. Luego se purificé la mezcla en una columna
de silica gel (n-hexano 100 - n-hexano, AcOEt 4:6). Se obtuvo el producto 3 (11,76 g,
80 % de rendimiento, solido crisitalino blanco)

Espectro de °C NMR (Cl,CD, 125 MHz): 5 19.42 (CHy), 26.36 (CH;iPr), 26.59 (CH,iPr), 68.82
(C-5), 73.43 (CH.Ph), 81.54 (C-3), 82.34 (C-4), 82.50 (C-2), 112.32 (C iPr), 127.79 (Ph), 128.08
(Ph), 128.22 (Ph), 176.03 (C-1).

Espectro de 'H NMR (Cl;CD, 500 MHz): & 1.41 (s, 3H, CH;iPr), 1.44 (s, 3H, CH4Pr), 1,57 (s,
3H, CHa), 3.70 (dd, J1=11.0 Hz J,=3.1 Hz, 1 H H-5) 3.70 (dd, J;= 11.0Hz, J,= 3.0 Hz, 1 H, H-5)
4.45-46 (m, 4H, H-3, H-4, CH.Ph), 7.26-7.37 (m, 5H , Ph)
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o, 5-0O-bencil-2,3-O-isopropiliden-2-C-metilribosa (4)

Mr: 294,3438

91 o
OH Rf 0,47 AcOEt : n-Hex 1:1
Rendimiento 84%
pe

5,41 g de 3 (18,5 mmol) fueron disueltos en 189 ml de tolueno anhidro bajo atmdsfera
de Ar. La mezcla se enfri6 a -70°C en un bafo hielo seco/acetona. Se agregaron 31,7
ml (21,7 mmol) de una solucién 1M de DIBAL-H gota a gota con fuerte agitacion.
Luego de 2 hs a -70 °C se agregaron 3 ml de metanol. Luego se permitié a la reaccién
llegar a temperatura ambiente. El precipitado coloidal de aluminio fue destruido
mecanicamente y sembrado en la cabeza de una columna de silica. Entonces se
percolé utilizando acetato de etilo caliente. El percolado fue evaporado en un
evaporador rotatorio a presion reducida obteniendose 4 ( 3.81 g , 84% de rendimiento,

aceite amarillo)

Espectro de °C NMR (CIsCD, 125 MHz): & 20.00 (CHs), 21,44 (CHj), 27.06 (CH; iPr), 27.32
(CH4iPr), 27.75 (CH; iPr), 28.19 (CH; iPr), 71.19 (C-5), 71.77 (C-5), 73.77 (CH: Ph), 74.19
(CH.Ph), 80.76 (C-3), 85.32 (C-3), 87.32 (C-4), 87.07 (C-4), 92.65(C-2), 102.25 (C-1a), 105.42
(C-1B), 112.41 (C iPr), 113.24 (C iPr), 127.84 (Ph), 127.90 (Ph), 128.31 (Ph), 128.49 (Ph),
128.59 (Ph), 128.83 (Ph)

Espectro de 'H NMR (CIsCD, 500 MHz): §1.17-1.43 (m, 15H, CHg o5, CH3 iPr ), 3.54-3.86 (m,
3.3 H, H-5 ;) 4.08-4.16 (m,1.7H, H-4 ), 4.35-513 (m, 6.4 H, H-3 ., H-1 5, CHBn ,5) , 7.23
(m, 8.2 H, Ph ).

5-0-bencil-2-C-metilribosa (5)

e) 0 Mr: 294,348
_W«OH Rf 0,453 AcOEt

Rendimiento 92%
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5 g de 4 (17 mmol) fueron suspendidos en 5 ml de una mezcla 10:1 de
THF:agua. 20 g de resina Dowex AG-50 hidratada y previamente tratada con HCI y
lavada con la misma mezcla THF:H,O fueron agregados a la suspensién. Luego de
agitar vigorosamente a reflujo por 3 hs se filtrd la reaccién y se lavé el sélido con THF:
Agua, THF y luego AcOEt. Los liquidos se combinaron y evaporaron. Se purificé el
producto en una columna de silica gel utilizando n-Hexano, AcOEt 1:1 - AcOEt 100%
- AcOEt, MeOH 10:2. Se recuperé el producto de partida que no reaccioné y se repitd
el procedimiento obteniéndose 5 (4.63 g 92 % rendimiento, solido blanco)

Espectro de *C NMR (Cl,CD, 125 MHz): & 19.05(CH,), 22.53 (CHj), 70.99 (C-5), 70.39 (C-5),
73.58 (CH, Ph), 73.60 (CH: Ph), 75.28 (C-3), 75.42 (C-3), 75.95 (C-2), 79.27 (C-2), 81.05 (C-4),
82.14 (C-4), 100.70 (C-10), 102.91 (C-1B), 127.80 (Ph), 127.81 (Ph), 127.89 (Ph) 128.03 (Ph),
128.41 (Ph), 128.54 (Ph).

Espectro de 'H NMR (Cl;CD, 500 MHz): & 1.26 (s, 3H, CHg), 1.29 (s, 1H, CH3), 3.55-3.62 (m,
1,35 H, H-5), 3.62-3.67 (m, 1.35 H, H-5, H-5), 4.01-4.03 (m, 0,35 H, H-4), 4.05-4.08 (m, 1H, H-
4), 4,53 (m, 2,7 H CH,Ph, H-3 ), 457 (d, J =5.8 Hz, 1H, H-3), 4.63 (dd,J;=3.7 Hz J,= 9.0 Hz,
0.35 H, CH,Ph ), 5.02 (sa, 1,35 H, H-1).

5-0-bencil-1,2,3-tri-O-benzoil-2- C-metilribdésido (6)

(0]
04 o >—® Mr 556,597
Ej\ wo Rf 0,63 AcOEt : n-Hexano 7:3
o]

N0 o Rendimiento 69%

1,659 (6,48 mmol) de 5 fueron disueltos en 33,8 ml de CH,ClI, bajo atmésfera de
Ar. 49 ml de Et;N (31 mmol) y 5 mg de 4-dimetilaminopiridina (0,04 mmol) fueron
agregados a la solucién. La mezcla se enfri6 a 0°C y 4,45 ml (28,3 mmol)de cloruro de
benzoilo fueron agregados gota a gota. Luego de agitar 3 hs a temperatura ambiente
se agregaron 5 g de hielo. La mezcla fue luego extraida con una solucion saturada de
NaHCO; y luego con una solucién saturada de NaCl. La fase organica fue secada con
Na,SQOys) y evaporada a presion reducida. El producto resultante fue purificado en una
columna de silica gel utilizando una mezcla de AcoEt:Hexano 6:4 para obtener 6 (2,5 g
69 % rendimiento, aceite incoloro). El espectro de RMN solo muestra 1 juego de
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sefales, indicando que en el equilibrio termodindmico el producto caracterizado es el

mayoritario.

Espectro de '°C NMR (CI;CD, 125 MHz): 5 16.66 (CHj), 69.57 (C-5), 73.37 (CH.Ph), 76.14 (C-
3), 80.25 (C-4), 86.62 (C-2), 97.78 (C-1), 127.35, 127.42, 128.12, 128.38, 128.42, 128.48,
129.65, 129.79, 129.84, 130.07, 133.26, 133.38, 133.55, 133.58, 137.70 (Ph, Bz), 164.61,
165.72 (CO).

Espectro de 'H NMR (CIsCD, 500 MHz): § 1.90 (s, 3H, CHg), 3.59 (dd, J; = 3.9 Hz, J,= 10.9 Hz,
1H, H-5), 3.63 (dd, J= 3.9 Hz, J,= 10.9 Hz, 1H, H-5), 4,47 (sa, 2 H CH,Ph ), 4.69 (m,1H, H-4),
6.01 (d,J=7.7 Hz, 1H, H-3), 7.09 (s,1H, H-1), 7.14-10.13 (m, 20H, Bz, Ph).

5°-0-bencil-2",3 -di-O-benzoil-2'-C-metiluridina (7)

NH Mr : 570.561
| /go Rf 0,23 AcOEt : n-Hexano 1:1

@) o N
_w Rendimiento 70%

2,8 g de uracilo (24,98 mmol) fueron suspendidos en 22 ml de acetonitrilo seco
bajo atmésfera de Ar. 12,4 ml de N,O-bis(trimetilsilil) acetamida (50 mmol) fueron
agregados a la suspension agitada magnéticamente. La mezcla se agité calentando a
reflujo durante 30 minutos y la suspension se convirtié en una solucién incolora. Luego
de llevar la Mezcla a temperatura ambiente se agregaron 3,5 g de 6 (6,17 mmol ).
Entonces se adicionaron 26 ml de SnCl, (27.8 mmol) gota a gota en el seno de la
solucién utilizando una canula metalica. Luego de 3 horas no se detectd producto de
partida por ccd. Se agregaron 300 ml de AcOEt y la mezcla se extrajo con una
solucién saturada de NaHCO;. La fase organica fue secada con Na,SO,s y evaporada
a presion reducida. Luego se purificd en una colmna de silica gel usando un gradiente
de Hexano 100% —> Hexano: AcoEt 6:4 obteniendo 7 (2,409, 70% de rendimiento).

Espectro de '°C NMR (CI;CD, 125 MHz): & 17.55(CHj), 68.35 (C-5), 73.85 (CH.Bn) , 74.96 (C-
27), 77.01(C-3") , 81.92 (C-4"), 85.41 (C-1"), 101.99 (C-5), 127.91, 128.06, 128.39, 128.42,
128.67, 129.70, 128.53, 129.74, 129.85 , 130.01 (Bz, Bn), 137.30 (C-6), 150.30 (C-2), 163.7 (C-
4), 164.87 (CO), 165.29 (CO).
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Espectro de 'H NMR (Cl5CD, 500 MHz): § 1.71 (s, 3 H, CH3), 3.96 (dd, J; = 2.9 Hz, J,= 11.0 Hz,
1 H, H-5), 3.99 (dd, J; = 2.3 Hz, J, = 11.0 Hz, 1 H, H-5"), 4.43-4.49 (m, 1 H, H-4"), 4.62 (sa, 2H,
CH- Bn), 5.60 (d, J= 8.2 Hz, 1 H, H-5), 5.76 (d, J= 5.6 Hz, 1 H, H-3"), 6.64 (s, 1 H, H'1), 7.27-
7.59 (m, 9 H, Bz, Bn), 7.81 (d, J= 8.2 Hz, 1 H, H-6), 7.86 (d, J= 8.0 Hz, 2 H, Bz), 8.06 (d, J=8.0
Hz, 2 H, Bz), 8.11 (d, J= 7.9 Hz, 2 H, Bn).

2°,3’-di-O-benzoil-2 -C-metiluridina (8)

O
E\E\I\H Mr: 466,440
HO— o N0 Rf 0,25 AcOEt : n-Hex 7:3
Rendimiento 98%
Ox. -0 O-_g

1,35 g de 7 (2,43 mmol) fueron disueltos en 28 ml de AcOEt y 0,3 ml de AcOH.
Se agregaron 227 mg de Pd(OH), /C . Se purg6 el recipiente con H, y dos veces
retirando el aire con una bomba de vacio. Se llen6 el recipiente con Hoa 1 atm y se
agitdé mediante un agitador orbital externo a temperatura ambiente hasta observar la
desaparicién de la mancha correrspondiente al producto de partida (24 horas). Luego
se filtré la mezcla y se lavo el sélido con MeOH y con CH,Cl,. Se evaporé el solvente a
presidon reducida en un evaporador rotatorio obteniendose 8 (1,19, 98% de
rendimiento, sélido blanco).

Espectro de "°C NMR (CI,CD, 125 MHz): 5 17.00 (CH3), 60.32 (C-5), 74.59 (C-3"), 83.05 (C-
2'), 84.94 (C-4°), 88.57 (C-17), 101.68 (C-5), 128.17, 128.25, 129.45, 129.63, 133.31, 133.44
(Bz), 141.26 (C-6), 150.34 (C-2), 164.02 (C-4), 165.08 (CO), 165.45 (CO).

Espectro de 'H NMR (Cl,CD, 500 MHz): § 1.82 (s, 3 H, CHa), 4.08 (dd, J; = 2.8 Hz, J, = 12.6
Hz, 1 H, H-5), 4.17 (dd, J; = 2.2 Hz, J, = 12.6 Hz, 1 H, H-5), 4.40-4.42 (m, 1 H, H-4"), 5.69 (d,
J=8.3Hz, 1H,H-5),5.85(d,J =56 Hz, 1 H, H-3), 6.71 (s, 1 H, H'1), 7.26 (t, J= 7.7 Hz, 2 H,
Bz), 7.40 (1, J = 7.7 Hz, 2 H, Bz), 7.47 (t, J = 7.5 Hz, 1 H, Bz), 7.54 (t, J = 7.5 Hz, 1 H, Bz), 7.90
(d, J=7.6 Hz, 2 H, Bz), 7.92 (d, J = 8.3 Hz, 1H, H-6) 8.09 (d, J = 7.6 Hz, 2H, Bz).
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2’-C-metiluridina (9)

NH
ﬁ Mr: 258,228
Ko

Rf 0,40 CH2Cl2:MeOH 9:1

Rendimiento 75%

300 mg (0,643 mmol) de 8 fueron disueltos en 5 ml de etanol y enfriados a 0°C.
Una vez enfriada la mezcla se burbujeé NH; y durante 15 minutos manteniendo la
temperatura baja. Luego se tap6 herméticamente el sistema y se agité durante 48 hs a
temperatura ambiente. Transcurrido este tiempo no se detect6 el producto de partida
por ccd, entonces se evaporaron los solventes en un evaporador rotatorio y se purifico
la mezcla en una columna cromatografica n-Hex = n-Hex: CH.Cl, > CH.Cl,: MeOH
8:2 obteniendose 9 (124,5 mg, 75% rendimiento).

Espectro de '°C NMR (DMSO-dg, 125 MHz): & 19.3 (CH,), 59.9 (C-57), 72.7(C-3"), 79.4 (C-2"),
82.1 (C-47), 92.0 (C-17), 102.5 (C-5), 151.0 (C-2), 166.4 (C-4).

Espectro de 'H NMR (DMSO-dg, 500 MHz): 8 1.00 (s, 3H, CH3), 3.79 (dd, 1H, J;-=11.8 Hz, J,=2
Hz, H5"), 3.84( d, 1H, J=9.5 Hz, H3"), 3.79 (m, 1 H-4") , 3.98 (m,1H, H-5"), 5.05 (sa, 2H, OH-
2’y OH-5'), 5.19 (sa, 1H, OH-5), 5.84 (d, J =8.2 Hz, 1H, H-5), 5.59 (s,1 H, H-1") 7.86 (d, 1 H, J=
8.2 Hz, H-6).

3',5"-di-O-acetil-2"-C-metiluridina (10)

O
| NH Mr : 342,31
AcO o N X0 Rf 0,40 CH2Cl2:MeOH 95:5
Rendimiento 90%
OACcOH

1,70 g de 9 (6,39 mmol) fueron disueltos en 34 ml de piridina anhidra bajo
atmésfera de Ar. 0,6 ml de Ac,O (6,37 mmol) fueron agregados y la mezcla se agitd

durante 16 hs a temperatura ambiente. A continuacién se agregaron 0,6 ml adicionales
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de Ac,0O (6,37 mmol). Luego de 15 horas adicionales no se detecté la presencia del
producto de partida ni del monoacetilado por ccd. La mezcla fue evaporada a
sequedad y el producto fue purificado con una columna de silicagel utilizando como
fase movil una mezcla CH,Cl,:MeOH 98:2 obteniendose 10 (2,09 90% de rendimiento,
sélido blanco)

Espectro de "°C NMR (Cl;CD, 125 MHz): & 20.6(-CHs), 20.7 (CH; Ac), 62.5 (C-3°), 78.1(C-2"),
78.3 (C-4") 91.6 (C-17), 102.7 (C-5), 139.0 (C-6), 151.0 (C-2), 163.3 (C-4), 170.1 (CO), 170.2
(CO).

Espectro de 'H NMR (Cl,CD, 500 MHz): § 1.20 (s, 3H, -CHs), 2.12 (s, 3H, CHzAc ), 2.17 (s, 3H,
CHsAc), 4.35-4.45 (m, 3H, H4", H5"), 4.92 (d, 1H, J-=6.7 Hz, H3"), 3.79 (m, 1 H-4"), 5.78 (d, 1H,
J=8.2 HZ, H-5), 6.01 (s, 1H, H-1"), 7.63 (d, J =8.2 Hz, 1H, H-6), 9.45 (sa, 1 H, NH).

2°-0-(1-(2-cloroetoxi)etil)-2’-C-metiluridina (11)

0]

NH Mr : 258,228
| Rf 0,15 CHxClo:MeOH 95:5

HO o. N =0
Rendimiento 62 %

OH O

bl

0

Cl

500 mg (1,46 mmol) de 10 fueron disueltos en 5 ml de 2-cloroetilvinileter bajo
atmédsdera de argdn. Se agregaron 10 mg de p-toluensulfonato de piridonio como
catalizador. La mezcla se agir6 a 70 °C durante 15 horas. Luego se agregaron 0,5 ml
de 2-cloroetilvinileter adicionales y prosiguié la reaccion por 2 horas mas hasta
detectar por ccd el fin de la reaccion. Se evaporaron los solventes a presion reducida y
se purificé en una columna de silica utilizando un gradiente CH.Cl, > CH,Cl,: MeOH
9:1, luego se repitié el procedimiento descrito para el compuesto (9) y se purifico
mediante una columna de silica gel utilizando CH,Cl,. MeOH 95: 5 como fase maévil. De

esta forma se obtuvo 11 (328mg, 62% de rendimiento, sélido blanco).

Espectro de "°C NMR (Cl;CD, 125 MHz): & 16.46, 16.54 (CH,) 21.00, 21.56 (CH,CEE), 42.87,
42.96 (CHLC| CEE), 59.80 (C-57), 64.62,65.25 (CH-OCEE), 72.96 (C-3), 82.40 (C-4"),
83.84,84.68 (C-27), 89.60 (C-17), 95.84,96.20 (CH CEE), 102.50, 102.56 (C-5), 140.14, 140.90
(C-6), 150.77, 150.80 (C-2), 163.99, 164.09 (C-4).
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Espectro de 'H NMR (CI,CD, 500 MHz): § 1.27 (s, 3 H, CHa), 1.33 (s, 3 H, CHj), 1.40 (d, J = 4.2
Hz, 3 H, CH,CEE), 1.44 (d, J = 4.2 Hz, 3 H, CH,CEE), 3.63-3.98 (m, 16 H, CH,CEE, CH,O
CEE, H5", H4"), 4.09 (sa, 2 H, H-3"), 5.31-5.33 (m, 2 H, CHCEE), 5.74(d, J = 8.1 Hz, 1 H, H-5),
5.76 (d, J = 8.1 Hz, 1 H, H-5), 6.00 (sa, 1 H, H-1"), 6.41 (sa, 1 H, H-1"), 8.09 (d, J = 8.1 Hz, 1H,
H-6), 8.11 (d, J = 8.1 Hz, 1H, H-6).

5°-0-(4,4 -dimetoxitritil)-2"-O-(1-(2-cloroetoxi)etil)-2 - C-metiluridina (12)

—0
® I
(\kNH Mr: 667,1451
N

Rf 0,35
(0 oy o
O Et Pet :AcOEt:Et3N 4:3:0,01
OH O Rendimiento 72%
~ Y

400 mg (1,08 mmol) de 11 fueron disueltos en 8,8 ml de piridina anhidra , 0,25 ml
de Et3N (1,06 mmol) bajo atésfera de Ar. Entonces 0,526 g de cloruro de 4,4°-
dimetoxitritilo (1,56 mmol) y 7,6 mg de 4-(dimetilamino)piridina (0,06 mmol) fueron
agregados. La reaccion fue agitada durante 15 horas a temperatura ambiente. Al
verificar la usencia del producto de partida por ccd se agreg6 1 eq de agua. La mezcla
fue extraida dos veces con 30 ml de Et,O. La fase etérea se seco con Na,SOys) y se
evapor6 el solvente a presiéon reducida. Luego se purificd en una columna de silica gel
utiizando un gradiente de Heanox:EtsN 100:1:0,1 ->Hex: AcOEt: EtzN 50:50:0,1
obteniendo 12 (518 mg 72 % de rendimiento).

Espectro de *C RMN (Cl,CD, 125 MHz): (5) 14.14 (CH,), 16.7 (CH,), 20.9 (CH,CEE), 21.7
(CH,CEE), 42.27 (CH,CCEE), 42.28 (CH»Cl CEE), 55.19 (OCH,DMTr), 60.35 (C-5'), 64.42
(CH.O, CEE), 64.62 (CH,O CEE), 73.88 (C-3'), 73.94 (C-3'), 81.93 (C-4'), 82.05 (C-4'), 84.7 (C-
2'), 87.04 (C DMTr) 87.13 (C DMTY), 89.22 (C-1'), 95.15 (CH CEE), 95.81 (CH CEE), 102.39 (C-
5), 113.22 (DMTY), 113.25 (Ph DMTr), 127.12, 127.95, 128.14, 130.09, 130.20, 134.92, 135.20,
135.24 (Ph DMTY), 139.90, 140.14 (C-6), 144.32, 144.33 (C-2 DMTr), 150.70, 150.75 (C-2),
158.62, 158.68 (C-OCH, DMTTY), 163.39,1 63.46 (C-4).

Espectro de 'H RMN (Cl,CD, 500 MHz): (5, ppm) 1.29 (s, 3H, CHa), 1.33 (s, 3H, CHa), 1.40
(d,J=5.0 Hz, 3 H, CHs CEE), 1.40 (d, J=5.0 Hz, 3 H, CH, CEE), 3.56-3.77 (m, 14H, CH.CH,
CEE, H4",H5"), 3.80 (s, 6H, OCH,), 4.12 (d, 1H, J= 7.2 Hz, H-3), 5.20 (d, 1H, J=7.9 Hz, H-5),
5.22 (d, 1H, J=7.9 Hz, H-5), 5.29-5.34 (m, 2H, CH CEE), 6.04 (s, 1H, H-1"), 6.46 (s, 1H, H-1",
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6.85 (m, 8H, DMTr), 7.20-7.45 (m, 18H, DMTr), 8.18 (d, 1H, J= 7.9 Hz, H-6) 8.21 (d, 1H, Js6=
7.9 Hz, H-6).

5°-0-(4,4 -dimetoxitritil)-3"-O-(2-cianoetil-N,N-diisopropilfosforamidita-)-2"-O-(1-(2-
cloroetoxi)etil)-2 -C-metiluridina (13)

O |
NH Mr: 867,363

Rf0,44 Et Pet :AcOEt:Et3N 4:3:0,01

oo bk
O w Rendimiento 78%

P
C

~O
o

<7

O
Cl

560 mg de 12 (0.922 mmol) fueron disuletos en una mezcla de 3,4 ml de CH,Cl,
anhidro, 0,7 ml de THF anhidro y 0,92 ml de N,N-diisopropiletilamina (5,2 mmol). La
mezcla se calent6 a reflujo con agitacién, se agregaron 0,23 ml de B—cianoetoxi-N,N-
diisopropilaminoclorofosfina (1,16 mmol) que fueron inyectados en el seno de la
solucion. Luego de 15 minutos la reaccion concluyd y se observé la aparicion de un
precipitado blanco. La mezcla fue enfriada y se agregaron 0,2 ml de metanol seguido
con 25 ml de AcOEt y 1,5 ml de EtsN. Se extrajo el crudo de reaccion dos veces con
una solucion saturada de NaHCO; y luego con una solucion saturada de NaCl. Se
secé la fase organica con Na,SO,, se filtr el sélido y se evaporaron los solventes. El
produco fue purificado en columna de silica gel eluyendo con una gradiente de CH,Cly:
EtsN 100:1 = CH.Cl.:MeOH: Et;N 95: 5: 0,1 obteniendose el producto 13. (78 % de
rendimiento, sélido blanco)

Espectro de '°C RMN (CDCI, 125 MHz) (5, ppm) 16.40 (CH,), 16.89 (CH,), 20.01 (CH:CN
fosforamidita) 20.07 (CH.CN fosforamidita), 21.03, 21.46, 21.67 (CH; CEE), 22.82, 22.84,
22.91, 22.93 (CH; fosforamidita), 42.71 (CHs fosforamidita) 42.81 (CHs fosforamidita), 45.25
(CH:CI CEE), 45.30 (CH-CICEE), 55.15 (OCH3; DMTr), 55.19 (OCHsDMTr), 57.61, 58.13, 58.17
(CH20 fosforamidita), 60.35, 60.40, 60.45, 60.46 (C-5'), 64.54 (CH,O CEE), 64.29 (CH.O CEE),
73.85 (C-3), 73.93 (C-3"), 81.90 (C-4") 82.02 (C-4"), 83.80 (C-2") 84.69 (C-2'), 87.02(C DMTr)
87.09 (C DMTr), 89.21 (C1'), 95.84(CHCEE), 95.17 (CHCEE), 102.43 (C-5), 102.45 (C-5),
113.14, 113.21, 113.24 (Ph, DMTr), 116.81(CN fosforamidita), 117.34 (CN fosforamidita),
127.08, 127.11, 127.94, 127.96, 128.14, 130.08, 130.18, 134.93, 134.98,135.21, 135.25,
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135.45 (Ph DMTr), 139.88(C-6), 140.06 (C-6), 144.29 (Ph DMTr), 144.32 (Ph DMTr), 150.64 (C-
2) 150.68 (C-2), 158.60, 158.62, 158.65, 158.66 (C-OCH3; DMTr), 163.26 (C-4),163.33 (C-4).
Espectro de 'H RMN (CDCI, 500 MHz): (3, ppm) 0.96-1.14 (m, 72H, CH; CHs3 CEE,CH;ss
fosforamidita), 2.66 (m, 4H, CH.CN), 3.56-3.77 (m, 28H, CH»-CH,CEE, H4",H5"), 3.79 (m, 24H,
OCHSs), 3.80-4.42 (m, 16 H CH fosforamidita CH.Ofosfarmidita) 5.01-5.03 (m, 4H, H-5), 5.38-
5.43 (m, 4H, CHCEE), 6.01 (s, 1H, H-1"), 6.03 (s, 1H, H-1"), 6.31 (s, 1H, H-1"), 6.33 (s, 1H, H-1"),
6.85 (m, 16H, DMTr), 7.20-7.40 (m, 36 H, DMTr), 8.17-8.821 (m, 4H, H-6).

Espectro de P NMR (GDC,): (5, ppm) 149.46/149.69/150.73/150.84

5-Bromo-2"-0-(1-(2-cloroetoxi)etil)-2"-C-metiluridina (14)

Br
NH Mr : 443,678
HO | )§ Rf 0,15 CH2Clo:MeOH 95:5

Rendimiento 62 %

Cl

171 mg de 11 (0,47 mmol) fueron disueltos en 4,85 ml de acido acético glacial y
3,46 ml de Py. Luego se agregaron 0,16 ml de una solucién de 9% Br, en CH.Cl,. Tras
reaccionar durante toda la noche se evaporaron los solventes y se purificé en una
columna de silica gel utilizando un gradiente de CH,Cl, 100% - CH,Cl,. MeOH 95:5
obteniendo 14 (129 mg ,62% rendimiento sélido blanco) y recuperando producto de
partida 11 sin reaccionar.

Espectro de "°C NMR (Cl,CD, 125 MHz): & 16.39 (CHa), 16.45 (CHa) 20.93 (CH.CEE ), 21.94
(CH,CEE), 42.68 (CH,-Cl CEE), 42.75 (CH,-CI CEE), 58.42 (C-5'), 63.68, 64.25 (CH,O CEE),
72.75(C-3"), 83.05 (C-4°), 83.95 (C-2), 84.74 (C-2°), 89.13 (C-1"), 95.34(CHCEE), 96.20
(CHCEE), 104.00 (C-5), 104.56 (C-5), 139.48 (C-6), 139.98 (C-6), 150.56 (C-2), 150.61 (C-2),
159.73 (C-4).

Espectro de 'H NMR (Cl;CD, 500 MHz): § 1.26 (s, 3 H, CH), 1.33 (s, 3 H, CH), 1.40 (d, J = 5.2
Hz, 3 H, CH,CEE), 1.45 (d, J= 4.2 Hz, 3 H, (CH,CEE), 3.61-3.98 (m, 14 H, CH, CEE, OCH,
CEE, H-5", H-4",), 4.04 (sa, 2 H, H-3"), 5.39-5.46 (m, 2 H, CH CEE), 6.06 (s, 1 H, H-1), 6.47 (s,
1H, H-1), 8.88 (s, 1H, H-6), 8.95 (s, 1H, H-6).
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5-Bromo-5"-0-(4,4 -dimetoxitritil)-2"- O-(1-(2-cloroetoxi)etil)-2 - C-metiluridina (15)

o O Mr Tebrico: 667,145
O Br\kaH Rf 0,35 EtPet: AcOEt: EtsN
4:3:0,01
O 57 o N/go i
O Rendimiento 80%
> OH o\/
o)
Cl

100 mg (0,225 mmol) de 14 fueron disueltos en 1,8 ml de piridina anhidra 'y 0,12
ml de Et;N (0,51 mmol) bajo atésfera de N,. Luego 0,29 g de cloruro de 4,4'-
dimetoxitritilo (0,86 mmol) y 1,29 mg de 4-dimetilaminopiridina (0,014 mmol) fueron
agregados. La reaccion fue agitada durante 15 horas a temperatura ambiente. Al
verificar la usencia del producto de partida por ccd se agreg6 1 eq de agua. La mezcla
fue extraida dos veces con 30 ml de Et,O. La fase etérea se sec6 con Na,SO, y se
evapor6 el solvente a presion reducida. Luego se purificé en una columna de silica Gel
utilizando un gradiente de Hex:Et;N 100:1 ->Hex: AcOEt: Et;N 50:50: obteniendo 15
(120 mg 80 % de rendimiento). El producto no fue caracterizado por RMN, fue utilizado

directamente en la siguiente reaccién.
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5-Bromo-5"-0-(4,4 -dimetoxitritil)-3 - O-(2-cianoetil- N, N-diisopropilfosforamidita-)-
2°-0-(1-(2-cloroetoxi)etil)-2'-C-metiluridina (16)

3 Br o Mr: 946,259

O m\)kNH Rf0,44 Et Pet :AcOEt:EtsN 4:3:0,01
Q O—@Nko Rendimiento 77%

O

- O O
PR
SR
NC) Cl

120 mg de 15 (0,1680 mmol) fueron disuletos en 0,65 ml de CH,Cl, anhidro, 0,02
ml de THF anhidro y 0,18 ml de N,N-diisopropiletilamina (1,01 mmol) . La mezcla se
calent6 a reflujo con agitacion y 0,045 ml de p—cianoetoxi-N,N-diisopropilamino-
clorofosfina (0,22 mmol) fueron inyectados en el seno de la solucion. Luego de 15
minutos la reaccidén concluyé y se observé la aparicion de un precipitado blanco. La
mezcla fue enfriada y se agregaron 0,2 ml de metanol seguido con 5 ml de AcOEt y
0,5 ml de Et3N . Se extrajo el crudo de reaccidén dos veces con una solucién saturada
de NaHCO; y con una solucién saturada de NaCl. Se sec6 la fase organica con
Na,SO, y se evaporaron los solventes. El produco fue purificado en columna de silica
CH.Cl,: Et;N 100:1 > CH.Cl,:MeOH: Et;N 95: 5: 0,1 obteniendo 16 (122,44 mg , 77%
de rendimiento, sélido blanco).

Espectro de '°C RMN (Cl,CD, 125 MHz): (5, ppm) 16.65 (CHs), 16.91 (CH,), 20.0 (CH.CN
fosforamidita), 20.1 (CH--CN fosforamidita), 21.05 (CH;CEE), 21.45 (CH,CEE), 22.80, 22.81,
22.89, 22.91 (CH; fosforamidita), 42.70, 42.80 (CHsfosforamidita), 45.25 (CH.Cl CEE), 45.29
(CHCl CEE), 55.13 (OCH; DMTr), 55.17 (OCH; DMTr), 57.61, 58.14, 58.15 (CH:0O
fosforamidita), 60.33, 60.37, 60.43, 60.46 (C-5'), 64.34, 64.29 (CH.O, CEE), 73.78, 73.90 (C-3"),
78.01, 82.56 (C-4'), 83.78, 84.60 (C-2'), 87.00, 87.09 (Ph; DMTr), 89.21 (C-1"), 95.78, 95.02
(CH, CEE), 103.03,104.45 (C-5), 113.10,113.18,113.20 (Ph, DMTr), 116.70,117.14 (CN
fosforamidita), 127.07, 127.09, 127.89, 127.90,128.12, 130.00,130.18,
134.9,134.96,135.21,135.25,135.45 (Ph DMTr), 139.85,140.06 (C-6), 144.02,144.25 (Ph DMTTr),
150.03,150.17 (C-2), 58.21,158.58,158.62,158.66 (OCH3; DMTr), 162.86,163.23 (C-4).

Espectro de 'H RMN (CDCl,): (3, ppm) 0.93-1.13 (m, 72H, CHs CH; CEE,CHjs fosforamidita)
2.62 (m, 8H, CH.CN), 3.57-3.77 (m, 28H, CH,-CH.CEE, H4",H5"), 3.79 (m, 24H, OCHj), 5.01-
(m, 16H CH fosforamidita CH.O fosforamidita), 5.38-5.43 (m, 4H, CH CEE), 6.01(s, 1H, H-1"),



80
Parte Experimental

6.03(s, 1H, H-1"), 6.31(s, 1H, H-1"), 6.33 (s, 1H, H-1'), 6.85 (m, 16H, DMTr), 7.20-7.40 (m, 36H,
DMTr), 8.17-88.21 (m, 1H, H-6).

31
Espectro de P NMR (CDCl,): (3, ppm) 149.93,149.69,150.00,150.08

2’-O-tetrahidropiranil-2’-C-metiluridina (17)

NH
(l Mr: 426,41
Ko

Rf : 0,5 CH2Cl2: MeOH 95:5

Rendimiento 55%

134 mg de del 10 (0,4 mmol) fueron agregados a una solucién de 3,4-dihidro-2H-
pirano (0,52 ml 5,7 mmol, 1,4 eq.) con 5 mg de p-toluensulfonato de piridoinio (0,2
mmol) bajo atmosfera de argén . La reaccidn se agité a temperatura ambiente durante
15 horas, luego se evaporo y el producto se extrajo con CH,Cl,/agua. La fase organica
fue secada con Na,SO,i anhidro. Se purificd en una columna de silica gel utilizando
CH.Cl,/MeOH 98:2. Se repiti6 el procedimiento descrito para el compuesto (9)
obteniendo 17 como una mezcla epimérica (93 mg, 55 % de rendimiento, sélido
blanco)

3C NMR (Cl:CD, 125 MHz): § 15.7(CHs), 16.5 (CHa), 20.4 (C-3 THP), 20.7 (C-3 THP), 24.8 (C-
4 THP),25.3 (C-4 THP), 31.8(C-2 THP) ,31.9 (C-2 THP), 61.9 (C-5), 62.1 (C-5'), 64.1(C-5
THP), 64.6 (C-5 THP), 72.5 (C-3"), 73.1 (C-3"), 82.5 (C4"), 82.7 (C4"), 85.2 (C-2"), 85.4 (C-2"),
90.2(C1%), 95.1 (C-1 THP), 95.5 (C-1 THP), 102.0(C-5), 102.1 (C-5) 140.2 (C-6), 150.8 (C-2),
164.7 (C-4).

"H NMR (CI,CD, 500 MHz): 5 1.28 (m, 2H H-3 THP), 1.27 (s 3H, CHa), 1.30 (s 3H, CH,); 1.57
(m, 3H H-3", H-4'THP), 1.85 (m, 1H, H-2, H2'THP), 3.37-4.05 (m, 5H, H-4, H-5", H-5 y H5
THP), 4.07 (m, 1H, H-3), 4.15 (m, 1H, H-3"), 4.94 (m 1H, H-1 THP), 5.12 (m 1H, H-1, THP),
5.73 (d, 1H, J=9.0 Hz, H-5), 5.74 (d, 1H, J =9.0 Hz, H-5); 6.03 (s, 1H, H-17), 6.51 (s, 1H, H-17),
7.93 (d, 1H, J =9.0 Hz H-6), 8.02 (d, 1H, J =9.0 Hz H-6).
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5-0-Bencil-1,2,3 tri-O-acetil-2-C-metilribosido(18)

Rf 0,69 AcOEt n-Hex 6:4

©/\o—@o /H\ Mr: 380,39

YO @) Rendimiento 65%
o)

2 g (7,87 mmol) de 5 fueron disueltos en 40 ml de piridina anhidra bajo atmdsfera
de N.. La mezcla se enfrié a 0°C y 3,9 ml de anhidrido acético fueron agregados gota
a gota. Luego de agitar 24 hs a temperatura ambiente la mezcla se calent6 a 100°C
durante 2 hs. Luego se extrajo con una solucion saturada de NaHCO; y con una
solucion saturada de NaCl. La fase organica fue secada con Na,SO, y luego
evaporada a presion reducida. El producto resultante fue purificado en una columna de
silica gel n-Hex: AcOEt 7:3 para obtener el producto 18 (1,94 g 65 % rendimiento,

aceite amarillento).

Espectro de *C NMR (CI;CD, 125 MHz): & 15.93 (CHs), 20.49, 20.71, 21.49, 20.54, 20.82,
21.07 (CHs Ac), 68.76(C-5), 69.49 (C-5), 73.15 (CH. Bn), 73.42 (CH» Bn), 74.76 (C-3), 74.95
(C-3), 79.38 (C-4), 85.49 (C-2), 97.021(C-1), 98.31 (C-1), 127.41, 127.51, 128.12, 128.19,
137.75,137.78 (Bn ), 168.70, 169.10, 169.83, 168.92, 169.45,169.97 (CO Ac)

Espectro de 'H NMR (ClCD, 500 MHz): 8 1.57 (s, 3H, CH3), 1.60 (s, 0.8H, CH3) 1.93 (s,
3H, CHs; Ac), 2.06(s, 3H, CH3 Ac), 2.084 (s, 3H, CH; Ac), 2.00(s, 0.8 H, CH3 Ac) , 2.05 (s, 0.8
H, CH; Ac), 3.56 (dd, J;= 3.7 Hz, Jo= 10.2 Hz, 1H, H-5), 3.65 (dd, J; = 4.8 Hz, J, = 10.2 Hz, 1H,
H-5) Ver H 5 e H aromaticas, 4.20-4.23 (m, 1H, H-4), 4,54 (sa, 2 H CH-Bn ), 4,57 (sa, 0,53 H
CH:Bn ), 5.12 (d, J1= 4.0Hz,H-3), 5.40 (d,J;=7.8 Hz, 1 H, H-3), 6.35 (s, 0,26H, H-1), 6.45(s, 1H,
H-1).7.24-7.28 (m, 1,3 H, Bn), 7.30-7.34 (m, 5H, Bn)

5°-0-bencil-6-N-benzoil-2',3 -di-O-acetil-2 - C-metiladenosina (19)

NHBz
</N | \/)N Mr: 559,56
@Ao o NN Rf 0,65 AcOEt
w Rendimiento 49%
YO o) <

0,275 g de 6-N-benzoiladenina (0,57mmol) fueron suspendidos en 2,88 ml de
acetonitrilo seco bajo atmésfera de N,. 0,34 ml de N,O-bis(trimetilsilil)acetamida (1,4
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mmol) fueron agregados a la suspension agitada magnéticamente. La mezcla se
calentd a reflujo durante 30 minutos y la suspension se convirti6 en una solucién
incolora. Luego de llevar la mezcla a temperatura ambiente 0,230 g de 18 (0,6 mmol )
fueron agregados. Luego se adicionaron gota a gota en el seno de la solucién
utilizando una canula metélica 192 mg de trifluorometanosulfato de trimetilsililo (0,85
mmol). Tras 20 horas de agitacién a temperatura ambiente no se detectd producto de
partida por ccd. Se agregaron 200 ml de AcOEt . La mezcla luego se extrajo con una
solucién saturada de NaHCOs. La fase organica fue secada con Na,SO,) y evaporada
a presion reducida. Luego se purificd en una columna de silica gel eluyendo con un
gradiente de CH,Cl, 100% - CH,Cl,: MeOH 95:5 obteniendose 19 (880 mg, 49 % de
rendimiento)

Espectro de *C RMN (CDCly): (5, ppm) 17.23 (CHj) 20.59 (CH; Ac), 21.55 (CH; Ac), 67.97 (C-
5'), 73.58 (CH.Ph), 74.02 (C-3’), 80.99(C-2") 85.32 (C-4’), 89.39 (C-1), 123.10 (C-5),
127.83,127.90, 127.95, 127.97, 132.77, 133.64, 137.38, (Bz, Bn), 141.79 (C-8), 149.7 (C-4),
149.67 (C-2), 152.99 (C-6), 164.68 (COBz), 169.69(COAc),169.75 (CO Ac).

Espectro de 'H RMN (ClsCD, 500 MHz): (5, ppm) 1.41 (s, 3H, CHs), 2.12, (s, 3H, CH3 Ac), 2.14
(s, 3H, CH3; Ac) , 3.80 (dd, 1H, J;= 10.39 Hz, J,= 4.6 Hz, H-5), 3.89 (dd, 1H, J;= 10.4 Hz, Jo=
4.5 Hz, H-5), 4.32 (m, 1H, H-4), 4.64 (sa, 2H, CH.Ph) 5.58 (d, J= 6.7 Hz, 1H, H-3’), 6.60 (s, 1H,
H-1"), 7.27-7.62 (m, 10 H, Bz, Ph), 8.03(s, 1H, H-2), 8.045 (s, 1H, H-2), 8.43 (s, 1H, H-8), 9.23
(sa, 1H, NH).

4-N-acetil-5-O-bencil-2",3"-O-dibenzoil-2’- C-metilcitidina (20)

NN Mr 597,614
| /go Rf 0,2 AcOEt : Hex 6:4

o N
©/\ w Rendimiento 68%

57 mg de 4-N-acetilcitosina (0,373 mmol) fueron suspendidos en 1,2 ml de
acetonitrilo seco bajo atmésfera de N,. 0,185 ml de N, O-bis(trimetilsilillacetamida (0,74
mmol) fueron agregados a la suspension agitada magnéticamente. La mezcla se agitd
y calentdé a reflujo durante 30 minutos, la suspension se convirtié en una solucion
incolora. Luego de llevar la mezcla a temperatura ambiente 50 mg de 6 (0,09 mmol)
fueron agregados. Entonces se adicionaron 0,05 ml de SnCl, (0,05 mmol) gota a gota
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en el seno de la solucién utilizando una canula metalica y luego de 3 horas no se
detecté producto de partida por ccd. Se agregaron 3 ml de AcOEt y la mezcla luego se
extrajo con una solucién concentrada de NaHCO;. La fase organica fue secada con
Na,SQOys) y evaporada a presion reducida. Luego se purificd en una colmna de silica
gel utilizando un gradiente de Hex: AcoEt 6:4 - 7:2. De esta manera se obtuvo 7
(40,5mg 68,2% de rendimiento).

Espectro de "°C NMR (Cl,CD, 125 MHz): & 17.66(CHs), 24.63 (CH; Ac), 60.35 (C-5°), 68.36
(CH.Ph), 73.80 (C-3°), 82.18 (C-2°), 85.59 (C-4°), 96.63 (C-17), 101.36 (C-5) 127.90, 128.10,
128.27, 128.35, 128.59, 129.69, 129.85, 129.75, 129.95, 133.25, 133.42 (Bz,Bn), 137.30 (C-6),
154.93 (C-2), 163.01 (C-4), 165.01(CO Bz), 165.30 (CO Bz), 171.10 (COAG).

Espectro de "H NMR (CIsCD, 500 MHz): & 1.63 (s, 3 H, CH3),2.29 (s, 3H, CH3Ac) 3.62 (dd, J; =
10.9 Hz, J, = 2.6 Hz, 1 H, H-5"), 4.00 (dd, J; = 10.9 Hz, J, = 2.6 Hz, 1 H, H-5"), 4.50 (id, J=
5.3,2.6 ,2.6 Hz, 1 H, H-4"), 4.62 (sa, 2 H, CH.Ph), 5.59 (d, J = 8.2 Hz, 1 H, H-5), 5.76 (d, J = 5.3
Hz, 1 H, H-3"), 6.79 (s, 1 H, H-1), 7.27-7.58 (m, 15 H, Bz, Bn), 7.86 (d, J = 8.2 Hz, 1 H, H-6),
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Sintesis del TOM-CI

Triisopropilsilil(etiltio)metil éter

Mr 248,497

\/S\/O\Si\( Rendimiento 85%

3,06 g (0,102 mol) de paraformaldehido fueron suspendidos en 7,5 ml de EtSH
(0,102 mol) y enfriados a 4 °C. Luego se agregd 1 gota de NaOH 10 M y se permitié
que la reaccion llegue a T. ambiente , al llegar a los 15 °C aprox. Se observd una
reaccion exotérmica. Luego de agitar 1 h a 40 °C se llevd la mezcla a temperatura
ambiente y se agregaron 100 ml de CH,Cl,, 1-H-imidazol (13,8 g, 0,204 mol) y 'PrSiCl
(20,5 ml, 0,097 mol). La suspension fue agitada durante 14 hs a temp ambiente. Luego
se agregaron 200 ml de n-hexano y se extrajo con una solucién 10% de NaH,PO, . Se
secd la fase organica con Na,SO,s anhidro y luego se destilé a presion reducida
obteniendo el producto (20,6 g 85 % de rendimiento, liquido incoloro).

'H NMR (CI,CD, 500 MHz): § 1.08-1.18 (m,21H, iPrSi); 1.31 (t,J= 7.4 Hz ,3H, MeCH,); 2.71 (q,
J=7.4 Hz , 2H, MeCH,); 4.88 (s, 2H, SCH,0).

3C NMR (CI,CD, 125 MHz): §12.0 (Me,CH); 15.0 (Me,CH); 17.9 (MeCH,); 24,7 (MeCHs); (76.1
(SCH,0)

Cloruro (triisopropilsililoxi)metilo

Mr 222,829

C'\/O\Si\( Rendimineto 95%

Una solucién de triisopropilsilil(etiltio)metil éter a 4°C (17,6 g, 0,07 mol) en CH,CI, fue
tratada con SO.Cl, (5,74 ml, 0,07 mmol) agitando la mezcla durante 1 hora. El liquido
amarillo luego fue destilado a presion reducida para dar el producto deseado (14,8 g,
95%)

"H NMR (Cl;CD, 500 MHz): & 1.08-1.10 (m, 21H, iPrSi); 5,66 (s, 2H, CICH,0)
3G NMR (Cl;CD, 125 MHz): §11,8 (Me,CH); 17.7 (MeCHs); (76.6 (CICH,0)
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Determinacion de la estabilidad de los grupos protectores en medio acido (ciclo
de sintesis)

Los productos 11 y 17 fueron disueltos en metanol y transvasados en sendos
eppendorfs. Luego de liofilizar las muestras se agregd 1 ml de DCA 2% en CH,Cl; a
cada eppendorf y se tomaron alicuotas a distintos tiempos que fueron tratadas con
Na,COs y agitadas en un bafo ultrasénico. Luego la muestras fueron evaporadas y
resuspendidas en ACN. Tras centrifugar a 13000 rpm se analizé el sobrenadante
mediante un HPLC utilizando un gradiente de buffer de acetato de trietilamonio (TEAA)

pH7 y ACN indicado en la siguiente tabla.

% ACN Tiempo

(min)

60 20
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2.5.2 -Sintesis de los Oligonucleétidos

La sintesis en fase soélida fue realizada mediante el método de las
B—cianoetilfosforamiditas en un sintetizador automatico utilizando la escala 1 uM. Se
usé como fase sélida un soporte de vidrio de poro controlado de 500 A sobre el cual se
encuentra unido covalentemente el primer monémero (extremo 3°). Las fosforamiditas
fueron analizadas por *'P RMN antes de ser utilizadas para verificar su integridad y
luego fueron disueltas en ACN anhidro hasta alcanzar una concentracién de 1 mg/ml.
Durante el ciclo se utilizé TCA 3% para los oligonucleétidos sin 2°-C-metiluridina, una
vez incorporada la modificacion se utilizo DCA 2% en CH,Cl,. Se activaron las
fosforamiditas con 5-etiltio-1H-tetrazol en ACN anhidro. Las lineas que alimentan las
fosforamiditas y el activante fueron mezcladas antes de ingresar a la columna. Para el
enmascaramiento de los oligonucleétidos que no reaccionaron se utilizé anhidrido t-
butilfenoxiacético para las secuencias de ARN y anhidrido acético para las ADN, en
ambos casos se utilizé N-metilimidazol para aumentar la reactividad de los oxhidrilos.
Se utiliz6 yodo en THF para oxidar el fosforo (lll) del enlace fosfito triester a fésforo
(V). Para modificar el fosfato y obtener el fosforotioato se utiliz6 el reactivo de
Beaucage (3H-1,2-benzoditio-3-ona-1,1-dioxido)(lyer R. 1990) en lugar de la solucién
oxidante ya descripta. Se modificd el protocolo del sintetizador editando el archivo de
comandos para invertir el orden de los pasos de oxidacién y capping. Para incorporar
los 2°-C-metilnucleétidos se realizdO un procedimiento denominado “doble
acoplamiento” que consiste en repetir el paso de acoplamiento antes de enmascarar
las posiciones sin reaccionar. Al finalizar los ciclos de sintesis elimin6é el paso de
dedimetoxitritilacién para el ADN, mientras que el ARN fue sintetizado DMT-OFF para
su purificacion por HPLC de intercambio idnico.

Oligonucleétidos ADN

Las sintesis de oligonucletoidos ADN fueron utilizadas para poner a punto la
concentracion del acido del paso de detritilacion y fueron sintetizados en un equipo
ABI 392. Al finalizar el ciclo se extrajo la fase sélida de la columna sin realizar el ultimo
paso de detritilacion. Estos Oligos DMT-on fueron suspendidos en NHg(c, durante 24hs
en un vial cerrado. Luego se evapor6 el solvente y se disolvié la muestra en buffer
TEAA pH:7 . Los productos fueron analizados por HPLC utilizando un gradiente ACN/
buffer TEAA pH 7 como fase mdévil en las porporciones indicadas a continuacién.
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% ACN Tiempo
(min)

16
22
30 28
60 35
60 38
16 50

Desproteccion y purificacion de Oligonucleotidos de ARN

Los oligonucledtidos de ARN de 12 mondmeros de longitud fueron
desprotegidos en una mezcla 1:1 de MeNH, (55%) y NHj saturada durante 10 minutos
a 55°C en un recipiente sellado al que previamente se le transfirié la fase sélida
(apartir de este punto se utiliz6 material estéril y agua tratada con DEPC). Luego se
tomo el sobrenadante y se enjuagé dos veces la fase sélida con la misma mezcla
basica y con etanol. Se juntaron los lavados y se evaporaron en una centrifuga
concentradora (SAVANT). Una vez secos se agregé la mezcla desililante (trietilamina
trihidrofloruro, trietilamina y N-metilpirrolidinona, 4/3/6, v/v/v) y se trataron por 90
minutos a 65°C. Luego se agregé 1 ml de 1-butanol y se enfrio a -70°C durante 30
minutos y se centrifugd a 12000 rpm en una centrifuga refrigerada a -20°C. Se
descart6 el sobrenadante y se purificd el precipitado por HPLC-IO utiliazando una
columna semipreparativa termostatizada a 55°C y un gradiente de agua (DEPC) / LiCl
1M (DEPC) como fase movil.

Tiempo caudal % LiCl 1M
0 5 ml/min 0
28 5 ml/min 49
29 5 ml /min 100

Luego de recolectar las fracciones con tiempo de retencién adecuado se
evapord el agua en un concentrador y se desalaron los oligos con una columna de
Sephadex G-50 , sembrando el total del oligo en 1 ml de agua. Se eluyeron 5 ml de
agua y se tomaron fracciones de 1 a 1,5 ml. Luego de identificar las de mayor
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absorbancia se toma una alicuota para realizar un espectro de masa MALDI y el resto
se evaporé a sequedad.

Purificacion de las Ribozimas

Los oligonucleétidos mas largos y con fosforotiatos en los extremos fueron
tratados inicialmente de la misma forma que los descriptos anteriormente. Se
realizaron purificaciones por HPLC—IO y/o por PAGE de acuerdo al rendimiento
obtenido y el perfil de HPLC-10O. Las fracciones luego fueron analizadas por PAGE
analitico.

Condiciones del HPLC-Intercambio Inonico

Tiempo caudal % LiCl 1M
0 5 ml/min 0
5 5 ml/min 15
50 5 ml/min 80
55 5 ml /min 100

Condiciones del Gel Preparativo:

Se preparé un gel con 16 % acrilamida (19:1), 7M urea en TBE 1X. Las
dimensiones del gel fueron de 200 X 250 X 1 mm. Luego de una precorrida de 1 hora
con el gel vacio se sembraron entre 400 y 1000 pg de oligonucleotido por calle junto
con el buffer de siembra (40 % formamida, 5 mM EDTA, 0,05% azul de bromofenol).
Se corrié a 300 V hasta observar la migracion del marcador hasta la distancia desada.

Luego se identificaron las bandas a extraer poniendo el gel sobre una placa de
silica con indicador fluorescente e iluminando con luz UV a 254 nm. Se extrajeron las
bandas de interés utilizando un bisturi y se transfirieron los fragmentos de gel a tubos
libres de RNAasas. Se centrifugaron durante 1 minuto a velocidad maxima (12000
rom) y de rompié mecanimente el pellet para maximizar la eficiencia de extraccion.
Luego se sumergieron en 500 — 1000 ul de buffer 500 nM acetato de sodio (pH 5,2)
1% SDS, 1mM EDTA. Se agitaron los tubos durante 12 horas a temperatura ambiente,
luego el sobrenadante se transfirid a una columna con un filtro “Quantum Prep Freeze
‘N Squeeze® de Bio-Rad. Se centrifugaron las columnas a 12000 rpm y luego el ARN
se precipité agregando 3 volumenes de etanol absoluto y dejando en reposo a -70 °C y
luego centrifugando a -17°C.
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El precipitado se desal6 en columnas NAP-10 (General Electric) y se evaporaron
las fracciones luego de su cuantificacion espectrofotométrica.

Gel Analitico

Se prepard un gel con 16 % acrilamida (19:1), 7M urea en TBE 1X. Las
dimensiones del gel fueron de 100 X 100 X 0,6 mm. Se sembraron entre 100-2000 ng
de oligonucleotido por calle junto con el buffer de siembra (40 % formamida, 5 mM
EDTA, 0,05% Azul de Bromofenol). Se corrié a 300 V hasta observar la migracién del
marcador hasta la distancia deseada.

Luego el gel fue removido de la cuba y separado de los vidrios. Se fijé el gel en
una solucion 20 % TCA durante 20 minutos o hasta que los marcadores de frente no
fueran mas visibles. Luego se lavd 3 veces por 5 minutos con agua mQ y se agrego
una solucién de AgNO; 0,1%. Se agitdé durante 20 minutos. Luego se reveld el gel con
la solucién reveladora recién preparada y fria (3 % Na,COj; , 0,03 % formaldehido ). y
se fij6 el gel con una solucion 10% de &cido acético.

2.5.3 Determinacion del Melting Point y Dicroismo Circular

Para la determinacion de la estabilidad térmica se agregaron cantidades
equimolares de la hebras sentido y antisentido (2uM de cada hebra). Los experimentos
se realizaron en una cubeta de cuarzo de 1 ml con 1 cm de paso éptico previamente
lavada en un buffer fosfato pH 7 con 140 nM NaCl tapada con un tap6n de Teflén. La
mezcla de las hebras se calenté a 80°C y se enfrio lentamente hasta 0°C para permitir
la formacion del duplex. Luego se calenté a razén de 0,5 °C por minuto registrando la
absorbancia a 260 nm. Cada curva se midié dos veces y la temperatura fue extraida
utilizando el modelo de dos estados.

Los experimentos de Dicroismo Circular fueron realizados en una cubeta de
cuarzo de 0,1 cm de paso 6ptico. Las determincaciones fueron llevadas a cabo en
buffer fosfato pH 7 con 140 nM NaCl utilizando ambas hebras en la misma
concentracion que en los experimentos de Melting point. Se recolect6 el espectro de
los duplex desde 190 nm hasta 260 nm a 20°C y a 10°C luego de ajustar el blanco.
Los espectros resultantes son el promedio de 10 espectros individuales.
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2.5.4- Estudio Computacional

El estudio computacional fue realizado utilizando el programa Amber 9 en
paralelo en un cluster de 64 bits con 224 procesadores con conectividad infiniband.

En primer lugar se generaron las secuencias ARN sin modificar utilizando el
modulo nucgen del programa. Esta estructura no modificada fue editada en el
programa Leap cargado con el campo de fuerzas parm99.ff00 modificado con
parmbscO. En este programa se agregaron los Hidrégenos faltantes, se neutralizaron
las cargas con iones Na*. Se confiné la molécula y los iones en una caja octaédrica de
agua TIP3PBOX. Luego se generaron los archivos de topologias (.prmtop o .top) y los
archivos conteniendo las coordenadas de los atomos y las dimensiones de la caja
periédica (.inpcrd o .crd)

Para generar las estructuras modificadas se edit6 la libreria de Amber agregando
la definicién del nucledsido modificado con todos sus atomos, coordenadas y energias.
Basicamente se tomo la uridina como molde y se agregaron los atomos del metilo y
sus conectividades, se considerd que la carga total de nucleétido debia permanecer en
-1. Una vez editada las librerias se realiz6 una copia del archivo generado en nucgen
del duplex natural y se edit6 el nombre del nucle6sido modificado para que Leap lo
encontrara en su biblioteca y agregara el metilo y los demas elementos ya
mencionados para el duplex natural. Se generaron los archivos .top y .crd de la misma

manera que con el anteriormente descripto.

Los oligonucleétidos y los mondmeros fueron sometidos a 2500 rondas de
minimizacion. Para las primeras 1000 se utiliz6 “steepest descent minimization” ya que
result6 ideal para remover contactos inadecuados en estructuras de elevada energia.
Los siguiente 500 pasos se realizaron utilizando algoritmo de gradiente conjugado
para obtener el minimo local. Se utiliz6 un Cut-off de 10 angstroms.

Una vez minimizadas las estructuras fueron termalizadas de 0K a 325 K
utilizando dindmicas de Langevin para controlar la temperatura utilizando una
frecuencia de colisién de 1,0 ps™'. Utilizando Particle Mesh Ewald (PME) se corrieron

los ns necesarios para realizar el andlisis detallado en la seccién Resultados.

Los resultados fueron extraidos y analizados utilizando el moédulo ptraj y los
programa X3DNA y VMD para visualizar la trayectorias y estructuras promedio.
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2.6 Estudio de actividad de las ribozimas

Los valores experesados en la discusion son representativas de tres experimentos
independientes.

Transfeccion de Células MCF-7.

Las céluas MCF-7 fueron incubadas a 37°C en una estufa humedecida con 5%
de CO,, la confluencia el dia de la transfeccién fue del 50 %. Las células se lavaron
dos veces con PBS y se agreg6 la mezcla previamente preparada de Oligofectamina,
oligonucledtido y se completé agregando medio sin suero para cubrir la placa en su
totalidad (1,5 ml). Las células se incubaron a 37°C durante 4 horas, luego se agrego
medio de crecimiento con tres veces las concentracion de suero fetal bovino

charcolizado sin remover la mezcla de transfeccién.

Para preparar el medio de transfeccion para realizar western blots se utilizaron
placas de 60 mm de diametro. Para microscopia confocal se utilizaron porta objetos

compartimentalizados (chambers) con 200ul de capacidad.

Las mezclas de oligonucleétidos y oligofectamina empleadas en las transfecciones
fueron preparadas utilizando las proporciones indicadas en el siguiente cuadro. El
primer paso se mezclo la oligofectamina con el OptiMEM, se dejo6 reposar la mezcla 5
minutos y se agregd el oligonucleotido stock previamente diluido en Opti-MEM. La
mezcla se agité en un vortex y luego se agitdé durante 20 minutos a temperatura

ambiente. Todos los experimentos fueron realizados por triplicado.

Stock Oligo OptiMEM para | Oligofectamina Opti-MEM Medio sin Volumen Volumen de

(6,6 uM) diluir Stock para dilour suero transfeccion Medio con

OLigofect. suero 3X

Placa 60 15ul 262 pl 6 ul 225u | 1200 | 1500wl | 750 pl
Chamber 2ul 32 ul 1,6 ul 6 ul 160 ul 200 100 pl

Extraccion de proteinas

Una vez finalizados los tratamientos, las células se lavaron dos veces con buffer
fosfato (PBS) y se recolectaron utilizando un scraper. Luego se sedimentaron por
centrifugacion y se eliminé el sobrenadante. Se agregé buffer RIPA (50 mM tris-HCI
(pH 8.0), 150 mM NaCl, 0,1 % SDS, 0,5% desoxiglicolato de sodio y 1 % Nonidet P-
40) con un cocktail de inhibidores de proteasas (Sigma). Se lisaron durante una hora
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en agitacién con hielo. Luego se centrifugd a 12.000 rpm durante 20 minutos a 4°C y el
sobrenadante obtenido fue utilizado en los estudios de western blot.

Western Blot

Los extractos proteicos de la células en cultivo se diluyeron en buffer de
siembra 4X (0,25 mM Tris; 20 % SDS; 4% sacarosa; 1mg/ml azul de bromofenol) con
el agregado de 5% P -mercaptoetanol y se calentaron en bano termostatizado a 100°C
durante 2 minutos. Se midi6 la concetracion de proteina de los extractos por el método
de Bradford. Las muestras se sembraron (50 pg de proteina por calle) y se corrieron
en geles entre 6 y 12 % de SDS-poliacrilamida-bispoliacrilamida (SDS-PAGE). Se
transfirieron a membranas de PDVF (Biorad) previamente activadas (10 segundos en
metanol), se bloquearon toda la noche a 4°C con una solucién 5% leche descremada
en PBS-Tween 0,1%, y se incubaron con los anticuerpos primarios disueltos en PBS-
Tween 0,1% toda la noche a 4°C. Luego se realizaron tres lavados de 10 minutos con
PBS-Tween 0,1% y se incubaron los anticuerpos secundarios conjugados a

peroxidasa durante una hora a temperatura ambiente y con agitacion.

La reaccion antigeno-anticuerpo se detectd6 por reacciébn de
quimioluminiscencia (ECL GE Healcare Life Science) y placas fotosensibles ( Kodak
Biomax Light film). Luego de reveladas, las membranas fueron tratadas con “stripping
buffer’ (62,5 mM TRIS, 2% SDS, 10mM B -mercaptoetanol, pH 6,7) para ser
neutralizadas. Se utilizé6 un densitometro (BioRAD) para medir las bandas obtenidas
utilizando el programa Molecular Analyst.

Inmunofluorescencia

Las células MCF7 fueron crecidas sobre cubreobjetos con medio DMEM/F12 +
10 % suerofetal bovino durante 48 hs, luego de realizar las transfeccidénes se fijaron
las células con 4% formaldehido en PBS durante 20 minutos. Se lavaron con PBS y
luego fueron permeabilizadas con Triton X-100 0,1% en PBS durante 20 minutos. Se
bloquearon con SFB 2% en PBS durante una hora a temperatura ambiente. Se lavaron
nuevamente con PBS y se incubaron los anticuerpos primarios durante toda la noche a
4°C. Finalmente se volvieron a lavar con PBS y se incubaron con los anticuerpos
secundarios correspondientes conjugados con FITC (Zymed). Las células se

analizaron en un microscopio confocal Nikon.
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Ensayo de muerte Celular

La determinacién de muerte celular fue realizada utilizando el métdo de ioduro de
propidio. Luego de la transfeccién la celllas se lavaron con PBS y se tifieron con
ioduro de propidio. Luego las células se fijaron con formaldehido 4% (formol neutro)
por 10 minutos y se lavaron con PBS. Més tarde se tifieron los nucleos con DAPI. Se
contabilizaron las células muertas sobre el total de células en tres experimentos
independientes. Los valores obtenidos fueron analizados por ANOVA de 1 via.
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3- Sintesis de los monomeros

3.1- Objetivo

El presente capitulo pretende describir la ruta sintética desarrollada para la
preparacion de los 2’-C-metilnucledsidos, la busqueda de un grupo protector
adecuado para la sintesis en fase sélida de oligonucleétidos y la preparacion de las
correpondientes fosforamiditas. El principal objetivo fue conseguir una metodologia
adecuada para la preparacion de 2°'-C-metilnucleésidos teniendo en cuenta el costo de
los reactivos y la posibilidad de un potencial escalado. Se trabajé para obtener una
ruta que permitiera obtener distintos nucledsidos modificados, tanto purinicos como
pirimidinicos y las fosforamiditas en cantidades suficientes para realizar la sintesis de
los oligonucledtidos necesarios para el resto del trabajo
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3.2- Sintesis de 2'-C-metilnucledsidos

La ruta desarrollada y llevada a cabo durante este trabajo (Figura 34) consiste
en el aprovechamiento de un reordenamiento de la fructosa en una medio basico, mas
especificamente en una soluciéon saturada de hidroxido de calcio. Esta reaccion es
conocida hace mas de un siglo (Peligot E. 1879) y entre los productos resultantes es
posible encontrar la 2-C-metilribono-y-lactona 2. Esta lactona posee el metilo en la
posicion 2 en la configuracién adecuada (R) para ser utilizada en la preparacion de 2°-
C-metilnucledsidos. El resto de la ruta se basa en proteger adecuadamente los grupos
reactivos de la molécula para realizar la reduccién de la lactona a ribosa vy
posteriormente realizar la glicosilacion quimica. Antes de analizar en detalle cada
reaccion es importante remarcar que los rendimientos obtenidos a lo largo de toda ruta

y la utilizacion de reactivos econdmicos permitié la implementacion de la ruta a escala

multigramo.
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Figura 34- Ruta sintética llevada a cabo para la preparacién de 2°-C-
metilnucledsidos

La primera reaccion de la ruta consiste en la obtencion de una 1.,4-

y—ribolactona con un grupo metilo unido al carbono de la posicion 2. Esta reaccién
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puede realizarse a partir fructosa grado alimenticio mediante el agregado de una
solucién saturada de hidréxido de calcio grado técnico en agua previamente
descarbonatada.

Si bien el rendimiento de la reaccion es bajo (11%), el uso de ésta estrategia es
conveniente debido al bajo costo de los reactivos involucrados. El primer objetivo de
los ensayos efectuados fue reducir los tiempos de reaccién que son del orden de 45 a
60 dias a temperatura ambiente. Para ello se llevaron a cabo reacciones con distintos
hidroxidos (Ca**, Mgy Pb**) y se monitorearon las reacciones por ccd. La utilizacion
de hidroxido de plomo permitié obtener el producto 2 con rendimientos similares a los
obtenidos con el hidréxido de calcio. Los tiempos de reaccién y perfiles de productos
resultaron similares en ambos casos, por lo que se abandond la posibilidad de utilizar
el hidroxido de Plomo, especialmente si se tiene en consideracion la mayor

complejidad a la hora de disponer de los residuos.

Una vez definidos los reactivos se estudiaron distintas condiciones de reaccién.
Se ensayaron las presentadas en trabajos recientes (Byung Yun Yang 1996) donde se
propone que es posible realizar la reaccion calentando a reflujo la mezcla durante dos
horas utilizando una solucién saturada de hidroxido de calcio. Luego de una
purificacién previa en una columna de silica no pudo detectarse el producto 2 por ccd.

También se estudié la posibilidad de llevar a cabo la reacciéon a altas
temperaturas utilizando radiacion de microondas en lugar de calentamiento
convencional. La posibilidad de modificar la cinética de las reacciones por el
sobrecalentamiento (Loupy A. 2004) que ocurre bajo estas condiciones podrian
favorecer la formacién de productos de alto peso molecular en detrimento de los

primeros compuestos numerados en la

Tabla 6 de la introduccion. Para explorar esta posibilidad se utiliz6 un
microondas multi-modo adaptado con un refrigerante, controlando Unicamente el
ajuste de la potencia del equipo. Si bien pudo detectarse la presencia del producto 2
por ccd en 4 minutos, se observaron también gran cantidad de subproductos de
reaccion por lo que se descarté esta posibilidad. Por otra parte la elevada
concentracion de iones presentes en el medio de reaccién produce un calentamiento
extremadamente rapido que ademas de aumentar el nimero de subproductos produce

proyecciones peligrosas. Queda pendiente el ensayo de la reaccion en un horno
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monomodo con control de temperatura y reactores de teflon para estudiar el

rendimiento en condiciones de alta presion.

Como fue mencionado anteriormente el punto clave para producir cantidades
importantes del producto 2, fue la puesta a punto de la purificacién. En lineas
generales este proceso consiste de las siguientes operaciones:

e Precipitacién del Ca®* en forma de CaCOs s por agregado de CO,(q)

e Precipitacion del remanente Ca®* por formacién de oxalato de calcio
insoluble, mediante el agregado de una solucién saturada de acido
oxalico

e Intercambio iénico del Ca®** remante por H* en una resina cationica
DOWEX AG50 (acondicionada con acido).

e Evaporacion del agua.

e Cromatografia en silica gel.

e Recristalizacion.

Debido al volumen utilizado (mas 30 litros durante el escaldo) se intentd
simplificar cada una de las operaciones. En primer lugar se evité el filtrado de los
precipitados de carbonato de calcio debido a que su tamafio de las particula y su
abundancia la operacién de filtracidén resultaba inadecuada. En su lugar se decanté el
precipitado y se separ6 el sobrenadante, luego el precipitado fue lavado con agua y

centrifugado, maximizando la recuperacion del crudo de reaccion.

En el caso del precipitado de oxalato de calcio se procedié de manera similar.
El precipitado se lavo con agua destilada y se permitié que el precipitado decantara
nuevamente para poder retirar el sobrenadante. Repitiendo esta operacién 2 veces se
evité la centrifugacion. Esto es posible debido a que el oxalato en estas condiciones
forma un precipitado con tamano de particula mayor que el CaCO; que resulta mas
compacto y atrapa menor cantidad de solucion.

Una vez eliminada la mayor parte del calcio es necesario eliminar el resto que
podria encontrarse como sal del acido 2-C-metilribénico o incluso complejando los
oxhidrilos de la ribosa. Debido al costo que implica realizar la columna de intercambio
i6nico para reemplazar el Ca** por H* se estudié la posibilidad de eliminar este paso y
acidificar la mezcla con acido clorhidrico diluido. Para ello se trataron en forma



99

Resultados y Discusion // Sintesis de los monémeros

diferenciada dos fracciones de producto. La fraccién que no fue percolada en una
resina de intercambio presenté un rendimiento un 60% menor luego de ser percolada
en silica y recristalizada en relacién a la que se sometié a un intercambio exhaustivo.
Este dato indica que la remocion completa del calcio es necesaria para obtener el
producto en forma eficiente.

Una vez determinada la necesidad de realizar el paso de intercambio iénico se
realiz6 una primera aproximacién utilizando resinas de intercambio normalmente
utilizadas en laboratorio (Dowex Ag 50 100- 200 mesh). Estas resinas son muy
eficientes, sin embargo su alto costo hace imposible el tratamiento de las cantidades
necesarias para obtener el producto necesario para el escalado de la sintesis. Por esta
razén, se reemplazé la resina por una con mayor tamarno de particula utilizada a nivel
industrial para el acondicionamiento de aguas (DOWEX 600£50um).Para poder
realizar este paso en forma continua se utilizaron dos columnas en paralelo, una vez
detectada la presencia de Ca®* con negro de eriocromo T en una de los columnas se
utilizé la segunda mientras la primera era tratada con acido y luego con agua.

Luego de intercambiar el Ca®* por H*, se evapor6 el agua mediante una
corriente de aire a 50 °C. De esta manera se evitd el uso de evaporadores rotatorios y
bombas que no resultaron adecuados para la gran cantidad de agua proveniente de la
reaccion y de la columna de intercambio idnico. Una vez que no se detecto
disminucion en el volumen de liquido se prepard el producto para la cromatografia en
columna. La mezcla obtenida luego del secado resulté inadecuada para ser sembrada
en la cabeza de la columna, ya que sin un tratamiento previo forma una fase muy
viscosa e inmiscible con el solvente de elucién. La realizaciéon de la cromatografia en
estas condiciones requiri6 de presiones muy altas de trabajo, arrojando una
recuperacion muy baja del producto. Este problema fue solucionado mediante la
preparacion de una pastilla que fue realizada agregando etanol absoluto al crudo de
reaccion y repitiendo la evaporacién con corriente forzada de aire para deshidratar la
mezcla. Luego se agregd una mezcla de silica gel y tierras diatomeas y se
homogenizé utilizando como solvente una mezcla etanol acetato de etilo en proporcion
3 a 1. Se evapord nuevamente el solvente y se resuspendié en un volumen adecuado
de acetato de etilo utilizando un bafo ultrasénico para lograr una suspension
homogénea. La fase moévil de la cromatografia (acetato de etilo) se calenté a 40°C
favoreciendo la recuperacion del producto. La preparacion de la mezcla mediante
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agregados sucesivos de solventes en combinacion con el ultrasonido mejor6 la

recuperacion de la lactona y permitié el escalado a escala multigramo.

La 2-C-mteilribono-y-lactona eluida de la columna fue purificada por
Recristalizacién. Para favorecer este proceso se agregd n-hexano y se enfrio a 4° C
durante 3 horas. Es importante remarcar que es posible realizar una cosecha de los
cristales formados y repetir el agregado de hexano, de esta manera se obtuvieron
distintas fracciones distinto grado de pureza que fueron recristalizadas sucesivamente
hasta obtener el producto puro.

Adicionalmente se hicieron intentos por realizar la formacién del cetal ciclico en
el paso previo a la recristalizacién, obtenido el producto 3 a partir del agregado de
acetona y &cido p-toulensulfonico directamente en el crudo de reaccion. El principal
objetivo era aumentar el Rf de los productos con dos oxhidrilos vecinos orientados en
el mismo sentido como es el caso de los ribo derivados. Sin embargo esta idea fue
descartada porque los resultados demostraron que la utilizacién del producto de
partida recristalizado permite obtener mejores rendimientos, no obstante esta opcién
podria utilizarse en una escala semi industrial o industrial ya que evita los pasos de

recristalizacion.

Resulta evidente que el protocolo de purificacién requiere de numerosos pasos,
sin embargo es importante tener en cuenta que el costo de los reactivos utilizados, la
estereoselectividad la reaccion y la alta pureza con la es posible obtener el producto
permiten compensar estas dificultades.

Una vez purificada la 2-C-metilribono-y-lactona fue necesario proteger los
oxhidrilos para llevar a cabo la reduccion a ribosa. Al finalizar la reduccién estos
grupos protectores deben ser reemplazados por acilos o benzoilos ya que como se
explica mas adelante son necesarios en la reaccion estereoselectiva de glicosilacién.
El esquema de proteccion utilizado en este trabajo consiste en la utilizaciéon de dos
grupos, un acetal para los oxhidrilos de las posiciones 2- y 3- y un grupo bencillo para
la posicion 5-. Esta combinacién de grupos protectores permite remover el acetal sin
alterar el bencilo, de esta manera se mantiene bloqueada la posicion 5 y se evita la
formacion de estructuras piranédsicas una vez convertida la lactona en ribosa. Por su
parte el grupo isopropiliden resulta adecuado ya que puede ser introducido con muy
buenos rendimientos utilizando 2,2-dimetoxipropano o acetona en medio &cido como

reactivos. La utilizacién del primero produjo en un ligero aumento del rendimiento pero
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en un eventual escalado podria ser reemplazado por acetona sin problemas. El acido
utilizado como fuente de protones es el ampliamente utilizado acido p-toluensulfénico.
Las observaciones realizadas durante el trabajo permitieron determinar que debe ser
realizada a 30°C para evitar la precipitacion de la lactona. La cinética y rendimiento de
la reacciéon resulté ser dependiente de este factor. Este efecto fue evidente
especialmente durante el escalado, donde se detectaron diferencias entre los distintos
reactores utilizados en paralelo para la preparacién del producto 3. Para obtener
resultados homogéneos en las reacciones en paralelo fue necesario calentar la mezcla
de reaccion antes del agregado del &cido y del 2,2-dimetoxipropano para asegurar la
ausencia de nucleos de cristalizacion. Realizando este procedimiento y un agregado
adicional de reactivos a las 24 hs se logré desplazar el equilibrio agotando la lactona
desprotegida. De esta manera se puede obtener cuantitativamente el producto 3.

El siguiente paso propuesto en la sintesis es la proteccion del oxhidrilo de la
posicion 5. La eleccidén del bencilo como grupo protector esta basada en dos motivos;
presenta una gran estabilidad a las condiciones de las reacciones posteriores, y es
posible realizar su remocion selectiva una vez incorporada la base. Para lograr su
incorporacion con buenos rendimientos se ensayaron distintas condiciones. En una
primera aproximacion se utilizé6 KH) para generar el alcoholato y PhBr como reactivo,
sin embargo el rendimiento no fue el adecuado. Otro activante comunmente utilizado
es el 6xido de plata, se llevd a cabo la reaccion con éste producto y se determin6 que
la reaccion procedia con buen rendimiento luego de dos horas a reflujo de tolueno.

En un intento por mejorar los resultados obtenidos con Oxido de plata se
realizaron ensayos agregando Kl y BuyN*I" en cantidades -cataliticas. Estos
compuestos fuente de ioduro permiten, en muchos casos, modificar la especie reactiva
ya que el ioduro sustituye al bromo, siendo el loduro de bencilo formado més reactivo.
En el caso particular de la reaccion con el compuesto 3 el ioduro de potasio demostrd
ser mas adecuado ya que permitié obtener rendimientos del 80%. Persiguiendo el
mismo objetivo se llevd a cabo la reaccién en un horno de microondas multimodo
adaptado con un refrigerante enfriado con hielo seco (transparente a las microondas).
Si bien se pudo detectar la aparicion de producto por ccd se descarté esta
metodologia debido aparicion de subproductos con Rf similar al del producto que no
habian sido encontrados en las condiciones de calentamiento tradicionales. Esta

opcion podria ser valida pero requiere una puesta a punto de las condiciones.
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A continuacién se procedié a reducir la lactona debidamente protegida con
hidruro de diisobutilaluminio (Dibal-H). Este reactivo es ampliamente utilizado en la
quimica de los hidratos de carbono y permite la reduccion controlada de ésteres a
aldehido y en este caso de lactona a ribosa. Para evitar la reduccion de la ribosa es
necesario realizar la reaccion a -78°C, a esta temperatura el intermediario tetraédrico
de la Figura 35 es estable y no reduce la ribosa formada, luego es hidrolizado antes de
aumentar la temperatura. La utilizacion de este reactivo es una de las claves que
permitié superar las dificultades planteadas para la ruta de Jenkibsky y col. descripta

en la introduccién.

Figura 35 Diagrama del intermediario estable formado por el Dibal-H y un éster una vez

concluida la primera reduccién.

La reaccién con DibalH fue llevada a cabo enfriando con un bafo de hielo
seco/acetona utilizando tolueno como solvente. El principal problema de esta reaccion
es la formacion de una suspension coloidal blanquecina. Este coloide se produce
luego del agregado del metanol utilizado para quenchear la especie reductora. Este
precipitado es muy dificil de filtrar y constituye un inconveniente ya que ocluye a la
mezcla de reaccién dificultando su purificacion y causando mermas importantes en el
rendimiento. Luego de ensayar distintas alternativas reducir las pérdidas de masa se
encontraron las condiciones de extraccion descriptas en la parte experimental. Estas
consisten en repetir extracciones con THF acelerando la decantacién del precipitado
insoluble mediante centrifugacion. Llevando a cabo estos pasos fue posible obtener el

producto deseado con excelente rendimiento.

Una vez reducida la lactona es necesario remover los grupos protectores y
reemplazarlos con grupos que permitan la futura incorporacién de la base mediante
una reacciéon de glicosilacion quimica. En este punto es muy importante dejar la
posicion 5 protegida para evitar la formacion de productos pirandsicos. Esta es la
razon principal por la que se utilizan los grupos isopropiliden para la posicion 2y 3 y
bencilo para la posicion 5.
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Para remover el acetal que protege a los oxhidrilos de las posiciones 2 'y 3 es
posible utilizar, en principio, una gran variedad de reactivos y condiciones. La mas
eficiente en este caso consistio en la utilizacién de una resina de intercambio cationica
(DOWEX-AG50) en su forma acida y una mezcla THF/H,O como solvente. La eleccion
de esta mezcla de solventes permitd6 mantener al reactivo y el producto en solucién. La
clave para obtener buenos rendimientos fue la combinacién de una agitacion vigorosa
y el calor utilizado para mantener el sistema en ebullicion. Una vez concluida la
reaccion solo fue necesario filtrar la mezcla para separar la resina insoluble. Para
evitar la aparicién de impurezas provenientes de la resina fue necesario realizar un
acondicionamiento previo de la misma. Este pretratamiento consistié en dejar la resina
a reflujo en la misma mezcla de solventes de la reaccion y luego lavar
exhaustivamente con agua a pH 2 seguido por una limpieza con agua calidad mQ a
pH7. Con la resina acondicionada de esta manera se obtuvo el producto 6 con un 92%

de rendimiento.

El producto obtenido luego de hidrolisis acida del grupo isopropiliden (5-O-
bencil-2-C-metilribosa (6) es el sintdn del cual divergen dos posibles estrategias para
la obtencion de distintos nucledsidos. Dependiendo del esquema de desproteccion a
utilizar en los ultimos pasos de la ruta, es posible proteger los oxhidrilos de las
posiciones 1, 2 y 3 con acetilos o con benzoilos. La eleccion del éster esta relacionada
con la estrategia de proteccion utilizada en los pasos posteriores. Los nucledsidos
como la uridina no requieren de grupos protectores en la base durante la sintesis en
fase sélida de oligonucleotidos. Por ello puedne utilizarse tanto benzoilos como
acetilos para proteger los oxhidrilos del azucar. La adenosina, en cambio presenta un
grupo amino exociclico que generalmente es protegido con un grupo benzoilo, este
debe permanecer hasta el producto final de la ruta ya que es necesario en la sintesis
en fase sdlida. La dificultad en este caso consiste en que una vez realizada la reaccion
de glicosilacion es necesario desproteger los oxhidrilos esterificados en presencia de
la amida exociclica de la base. Dado que la desproteccion selectiva de los ésteres de
benzoilos es dificil de realizar quimicamente, se intento modificar el esquema se
sintesis. La estrategia (Figura 36) planteada consist6 en acetilar los oxhidrilos en lugar
de benzoilarlos de forma tal que mas tarde pudieran ser desprotegidos selectivamente
por una lipasa. Dado que la enzima no reconoce como sustrato la amida bencilica es
posible realizar la desproteccién quimioselectiva, sin agregar pasos adicionales de
sintesis (ej: proteccion transitoria de los OH del azucar, proteccion de la base). Segun
trabajos previos del laboratorio es posible desproteger la 2"-C-metiluridina peracililada
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utilizando Candida Antartica Lipasa B (CAL-B) en buffer a pH7 (Iglesias L. 2000). Esta
estrategia no so6lo seria util para la preparacion de las fosforamiditas sino que
mejoraria los rendimientos reportados en la sintesis de 2'-C-metilpurinas que son de
30%.
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Figura 36 Estrategias de desproteccién alternativas

En este trabajo se sintetizaron las ribosas protegidas con benzoilos como
también con acetilos. La primera fue utilizada para la sintesis de 2°-C-metilnucleésidos
pirimidinicos y el sinton acilado fue utilizado para preparar 2°-C-metilnucle6sidos
purinicos. Se realiz6 un ensayo preliminar para la desproteccion con CALB
determinando que es necesario desproteger la posicién 5°del nucleésido para que sea
aceptado como sustrato por la enzima.

La siguiente reaccién de la ruta es la incorporacion de la base mediante un
glicosilacién quimica conocida con el nombre de glicosilacién de Vérbruggen (U.
Niedballa 1970). Esta reaccién utiliza un azlcar peracilada, y una base nitrogenada
persililada aceptora del azlcar. La reaccién es catalizada por un acido de Lewis y
transcurre a través de un intermediario aciloxonio que determina la estereoselectividad
del proceso. Por esta razén la presencia del grupo éster en la posiciébn 2" es
fundamental (Figura 37) para obtener el nucledsido con la configuracion correcta en el
C-1".
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Figura 37 Mecanismo de la formacion del intermediario aciloxonio responsable de la
estereoselectividad de la reaccion de glicosilacion
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La principal ventaja de esta reaccion es que permite la incorporacion de
distintas bases tanto naturales como modificadas. Esta caracteristica fue determinante
para la eleccion de la estrategia sintética frente a la utilizacion de un nucleésido entero
como producto de partida. Aunque el interés estaba centrado en la preparacién de 2°-
C-metiluridina y su correspondiente fosforamidita se avanzo en la sintesis de otros 2°-
C-metilnucle6sidos. De esta manera quedd allanado el camino para estudios
posteriores de las propiedades de estos nucledsidos. Se avanzd en la sintesis dos
pirimidinas: 2’-C-metilurudina, 4-N-acetil-2"-C-metilcitidina, y una purina: 6-N-benzoil-
2’-C-metiladosina, obteniendo los productos de glicosilacion indicados en la Figura 34.
En todos los casos se optimizaron las relaciones molares de los reactivos,
especialmente la cantidad de base y reactivo persililante obteniendo rendimientos
entre 49% y 76%.

Una vez obtenidos los correspondientes nucledsidos protegidos se trabaj6 para
encontrar las mejores condiciones para desproteger los oxhidrilos del azucar.
Existiendo dos grupos éster y un bencilo se decidié remover por hidrogendlisis este
ultimo en un primer paso. La razén de esta decision es que los grupos éster proveen el
caracter lipofilico necesario para mantener en solucion el producto de la reaccion. Para
la hidrogendlisis de las pirimidinas se estudiaron distintos catalizadores, Pd/C, Pt/C y
Pd(OH),/C. Este ultimo result6 el mas adecuado, ademas de estar reportado en
literatura como un catalizador eficiente que permite evitar la hidrogenacion del doble

enlace de las pirimidinas.

La reaccion de hidrogendlisis se llevd a cabo en forma eficiente a 1 atm de
presiéon de hidrégeno, por lo que no requiri6 de equipamiento especial para trabajar a
altas presiones. Luego de filtrar el catalizador exhaustivamente se evaporé el solvente
y se llevé a cabo la hidrélisis de los ésteres de las posiciones 2 y 3 utilizando
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amoniaco en metanol frio. Luego de 2 dias se purificd por columna de silica el
nucledsido desprotegido, como fue mencionado esta reaccién solo es Util en el caso

de la uridina ya que no hay otros grupos labiles a medio basico.

De esta forma se obtuvo la 2°-C-metiluridina que fue utilizada para preparar 2"-

C-metilfosforamidita y 5-bromo-2°- C-metilfosforamidita.
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3.3 - Busqueda del grupo protector para la posicion 2° de las 2'-C-metil-
fosforamiditas

La obtencién del derivado de uridina completamente desprotegido mediante
una ruta eficiente y que utiliza reactivos de bajo costo significa el cumplimiento del
primer objetivo planteado para este trabajo. Este es el punto en el que divergen
distintas alternativas de aplicacion, la primera es el uso de los monémeros como droga
antiviral. Este campo cuenta con un gran potencial y es objeto de numerosos estudios
en universidades y laboratorios privados. El segundo campo de aplicacién ha sido
menos estudiado y es su incorporacion en oligonucleétidos. El potencial de esta
especialidad de la quimica aumenta de la mano del desarrollo de la biologia molecular.
Una de las razones por las cuales los 2°-C-metilrribonucledsidos no han sido
ensayados en esta area es que requieren de un esfuerzo sintético adicional para la
preparacion de los analogos utilizados en la sintesis en fase sélida, las fosforamiditas.
Dado que estos nucledsidos no son sustrato de las enzimas polimerasas la sintesis

quimica es la unica alternativa para su incorporacion en oligonucleétidos.

Las fosforamiditas mas utilizadas son conocidas como DMT-fosforamiditas vy.
Deben su nombre a que poseen el grupo protector dimetoxitritilo en la posicion 5. Este
grupo es muy voluminoso por lo que reacciona en forma regioselectiva con el oxhidrilo
primario del nucledsido. Su baja estabilidad en medio acido es aprovechada para
promover su remocién especifica durante el ciclo de sintesis en fase sdlida. Estas
fosforamiditas son utilizadas tanto para la preparacion de oligonucleétidos de ADN
como de ARN. En el caso particular del los ribonucledsidos, la posicion 2 posee un
oxhidrilo que debe permanecer protegido durante todo el ciclo. En el ARN natural esta
posicion es secundaria pero en los 2 -C-metilnucledsidos el oxhidrilo es terciario, esta
diferencia impide el uso de los reactivos empleados habitualmente para proteger esta
posicion. En este trabajo se buscd un grupo que cumpliera con todos los requisitos
necesarios para ser utilizado en la preparacion de los oligonucleétidos de interés, para
comprender en detalle el problema es necesario revisar las condiciones del ciclo de

sintesis detallado en la introduccién.

Como fue mencionado con anterioridad, en el caso de oligorribonucleétidos el
oxhidrilo de la posicion 2° esta protegido, generalmente con éteres de silicio como el
dimetil-ter-butilsilil éter. Los grupos protectores sililados son removidos facilmente

utilizando fluoruro de tetrabutilamonio con N-metilmorfolina en un Gltimo paso. El orden
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de las reacciones de desproteccion no es arbitrario sino que responde a la necesidad
de mantener el oxhidrilo del azicar bloqueado durante el paso béasico, para evitar la
degradacién quimica de la cadena de ARN. La baja estabilidad en medio basico del
ARN es producto del ataque del oxhidrilo 2 sobre el fosfato y la posterior formacion del
fosfato ciclico (ver Figura 38). El fosfato ciclico puede ser atacado por un OH’
produciendo la mezcla de 3’y 2" nuclettidos fosfato mas una porcion del nucledsido

libre.

HO— o Base o Bas HO
“ o — ™= 0 0 o

O OH OHO

b < I OH OH
o=p”on o/ oH O=T_OH HO- P—O
0 Base OH
:O: Ho—  Bas OH
OH OH OH OH

Figura 38 Mecanismo de degradacion del ARN en medio béasico

La incorporacion del grupo metilo en la posicibn 2° de los 2°-C-
metilribonucledsidos impide su proteccidn con los reactivos tradicionalmente utilizados.
El caracter de alcohol terciario y el impedimento estérico de la posicién 2 dificultan la
utilizacién de estos reactivos aun utilizando condiciones especiales para oxhidrilos
muy impedidos (triflato de ter-butildimetilsililo, éter corona, hidruro de potasio (Braish
T. 1986). Dado que los éteres de silicio menos voluminosos son mas labiles y no
soportan las condiciones de sintesis, se utiliz6 en una primera instancia el grupo
tetrahidropiranilo THP (M. Gallo 2001 ). Este grupo puede ser introducido en
condiciones acidas suaves y removido mediante un tratamiento con una soluciéon de
HCI . El principal problema de este grupo es que es hidrolizado parcialmente en los
pasos de remocion del DMT realizados con DCA o TCA. La pérdida del grupo
protector en 2°conlleva a reacciones de degradacion de la cadena oligonucleotidica.
Esta reduccion del rendimiento final justifica la busqueda de un grupo protector mas
estable (Gallo 2002).

El cloruro de (triisopropilsililloximetilo (TOM-CI) (W. P. Pitsch S. 2004) fue el
grupo propuesto al comienzo del trabajo debido a la posicion mas alejada de los
sustituyentes isopropilo de la posicidn reactiva. Este reactivo es utilizado en la sintesis
de oligorribonucleétidos naturales con muy buenos resultados y su remocién es

cuantitativa utilizando fluoruro de tetrabutilamonio. El primer paso fue sintetizarlo, ya
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que al momento de realizar el trabajo este reactivo no era comercialmente asequible.
Se lo prepard a partir de formaldehido y etanotiol siguiendo el esquema de la Figura
39.

(CH0)+EtSH i_.\/s\/o"' "—»\/S\/O\Q:< L C'\/O\3>:<
i) NaOH ii)'Pr;SiCl, imidazol iii) SO,Cl,

Figura 39 Esquema de sintesis del TOM-CI

Luego de sintetizarlo y purificarlo se buscaron condiciones alternativas a la
planeada por Pitsch para su introduccién. Esto se debe a que la estrategia del trabajo
original (Figura 40) no es aplicable en este caso particular La idea original consiste en
realizar la formacién de un derivado dibutilestaniliden con los oxhidrilos 2" y 3" sobre el
que reacciona el TOM-CI , de esta manera se obtiene la mezcla 1:1 de isbmeros
protegidos en 2°y 3.

Base DMTO Base TOMCI

DMTO DMT Base DMTO Base
o Bu,SnCl,, iPr,NE ©
—_—
CICH,CH,Cl 25°C
OH OH 2" Op HN(<)
sn—cl Y 2

VF fs‘ﬁ

Figura 40- Estrategia reportada para la proteccién del oxhidrilo 2'con TOM-CI Pitsch

Esta metodologia resulta claramente inapropiada e inaplicable ya que el
producto protegido en 3" debe ser desechado perdiendo 50 % de material, es
importante tener en consideracién que los autores utilizan el TOM-CI para proteger
nucleésidos naturales. En el caso particular de los 2°-C-metilnucleosidos seria
esperable obtener mezclas de isémeros enriquecidas en nucledsido protegido en la
posicion 3°. Por ello fue necesario buscar otra estrategia de proteccion. El caracter
terciario del oxhidrilo 2" brinda la posibilidad de proteger selectivamente los oxhidrilos
5%y 3’con muy buenos rendimientos. Por esta razon se utilizé la 3°,5°di-O-acetil-2"-C-
metiluridina para intentar la reaccion de sustitucién nucleofilica sobre el carbono

halogenado del TOMCI. Se realizaron diversos intentos de activacién del oxhidrilo,
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para los primeros se emplearon bases suaves como la N,N-diisopropil-N-etilamina. Al
encontrar que en esas condiciones la reaccidbn no ocurria se intent6 aumentar la
reactividad del nucledfilo produciendo el alcoholato con bases mas fuertes como la 2-
ter-butilimino-2-dietilamino-1,3-dimetilperhidro-1,3,2-diazafosforina (BDDDP). También
se realizé agregado de hidruro de potasio y 18 éter-corona para secuestrar el catién
potasio pero ninguna de estas bases permitié obtener el producto deseado. Otro
aspecto que se intentd mejorar es el caracter de grupo saliente del halégeno
agregando ioduro de potasio o ioduro de tetrabutilamonio en la mezcla para sustituir el
cloruro por ioduro del TOMCI, obteniendo en todos los casos resultados negativos.

Dada la imposibilidad de encontrar condiciones para realizar la proteccion de la
posicion 2°con el TOM-CI se abandoné la idea de utilizar este grupo. Basados en los
resultados anteriores con el THP se buscd un grupo que pudiera ser introducido en
condiciones similares pero que fuera mas resistente al tratamiento acido del ciclo de
sintesis en fase sdlida. El grupo encontrado fue el (2-cloroetoxi)etilo o CEE (Yamakage
S. 1989 ). Segun el trabajo de estos autores es posible introducir el 2-
cloroetoxivinileter en condiciones similares al grupo THP. La razoén por la cual el CEE
no fue adoptado masivamente se debié a su caracter de acetdlico. Esta es una
desventaja frente a los silil éteres que son removidos especificamente y soportan las
condiciones acidas del ciclo. Ademas este grupo genera un centro quiral adicional. Lo
que duplica las sefales en los espectros RMN. El aumento en la multiplicidad de
sefales complica su interpretacion y la determinacién de detalles como las constantes
de acoplamiento con el fosforo en las fosforamiditas. A pesar de ésto, representa una

solucién para el caso de oxhidrilos estéricamente impedidos.

Se optimizaron las condiciones de la reaccién de formacion del acetal con el
CEE. En lugar de acido p-toluensulfonico se utilizé p-toulensulfonato de piridonio como
catalizador. Utilizando el vinileter como reactivo y como solvente de la reaccion se
obtuvieron rendimientos superiores al 78%, evitando la formaciéon de subproductos y
facilmente de purificable por columna de silica. Esta es una primer ventaja respecto al
uso del THP debido a que la reaccion para su formacion a partir de DHP acarrea
problemas de rendimiento y se debe recuperar el producto de partida sin reaccionar
(M. Gallo 2001 ).

Tras verificar la posibilidad de proteger el oxhidrilo terciario se realizaron
ensayos de estabilidad en las condiciones del ciclo de sintesis con el fin de determinar
la aplicabilidad de este grupo en la sintesis de oligonucleétidos. Se comparé la
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estabilidad de los nucleésidos protegidos con THP y con CEE en una solucién de

acido dicloroacético (DCA) en diclorometano al 2%. En la Figura 41 se presentan la

reaccion llevada a cabo y proporciéon de producto protegido/total durante la cinética

para ambos grupos protectores cuantificada por HPLC. La cinética de hidrdlisis

permite apreciar una marcada diferencia en la estabilidad entre de ambos grupos

protectores. Transcurrida 1 hora en DCA 2% la fraccion de CEE no hidrolizada es el

doble que el THP. Este dato permite presumir que esta proteccion sera mas eficiente

durante la sintesis en fase sélida del oligonucleétido.

b)

AcO

fos

OAc OH

HP, PPTS, CH,CL,

NH NH
(. (.
HO v o HO "o
o
CEE, PPTS NH,/MeOH DCA 2%
CH,Cl,
OH OGP OH OH

GP: THP, CEE

Protegido/Total

1.2

0.8

0.6

0.4

0,2

Cinetica de Hidrolisis

- OH O
. e T
? 2 \C\
=
S HO—| o Base
= m CHO, O

10

20

30 40 50 60 70

min

Figura 41 a) Esquema para la preparacion y posterior hidrélisis del nucledsido protegido en

2’para el CEE y para el THP b) Cinética de hidrdlisis de grupo CEE vs THP
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Luego de confirmar las propiedades del CEE como grupo protector se
estudiaron las condiciones de desproteccion para ser utilizadas una vez sintetizados
los oligonucledétidos. Para llevar a cabo esta determinacion se monitore6 la reaccion en
HCI 0,01N por ccd (Figura 42). Luego de 20 hs a temperatura ambiente se pudo

observar que la reaccién practicamente se completa.

Protegido — G

D tegido—> - : ;"'i
esprotegi p - a 9 . :

1°30" 1h 3h 20h B Patron
(HCI 0,01N)

Figura 42 Cromatografia en placa delgada de la cinética de desproteccién de CEE (11), la
mancha superior pertenece al nucleésido protegido en 2'con el CEE, la inferior al nucledsido
libre.

El grupo protector ensayado para el oxhidrilo 2" de los 2°-C-metilnucledsidos es
capaz de soportar las condiciones del sintetizador y a diferencia de otros potenciales
candidatos puede ser introducido y removido con buenos rendimientos. Este avance
permite sortear uno de los problemas por los cuales estos analogos de nucledsidos no
han sido caracterizados completamente en el campo de los oligonucleétidos
(ribozimas, siRNA, antisentido etc.).

3.4 - Sintesis de las Fosforamiditas

Una vez establecido el grupo protector para la posicion 2°de los nucledsidos se
continué con la sintesis de las 2'-C-metilfosforamiditas a partir de los nucleésidos
preparados en el laboratorio. En la Figura 41 se pueden observar los pasos llevados a
cabo para la obtencion de la fosforamidita a partir de la 2"-C-metiluridina. La utilizacion
de la uridina como modelo para la puesta a punto de las condiciones de reaccién
resulta ventajosa porque no posee grupos protectores en la base. Ademas de ser el

requerido en los experimentos con oligonucleétidos.
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La estrategia utilizada en el laboratorio consiste en aprovechar el hecho de que
el oxhidrilo 2” es terciario, de esta manera es posible acetilar regioselectivamente las
posiciones 3y 5" utilizando 2 equivalentes de anhidrido acético a temperatura
ambiente. Una vez obtenida la 3°,5"-di-O-acetil-2’-C-metiluridina es posible proteger el
oxhidrilo restante utilizando las condiciones encontradas en la etapa de desarrollo del
grupo protector. La reaccién se realizé utilizando el 2-cloroetilviniléter como solvente y
p-toulensulfonato de piridonio como catalizador. El producto de esta reaccién es la
mezcla de estereoisémeros del acetal. Los correspondientes diasteroisomeros pueden
ser separados por cromatografia en columna de silica gel, pero por simplicidad en este
trabajo se utilizé la mezcla diasteroisomérica. Una vez purificado el compuesto se
realizd una aminolisis del los acetilos a temperatura ambiente, obteniéndose el
producto 11 con un 83 % de rendimiento. El producto 9 fue dimetoxitritilado
regioselectivamente en la posicion 5 utilizando cloruro de dimetoxitritilo y se purifico
por cromatografia en columna de silica gel tomando la precaucién de agregar

trietilamina para evitar exponer el producto a condiciones acidas.
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Figura 43 Sintesis de la fosforamidita a partir de 2"-C-metilrudina

El producto 12 fue convertido en la correspondiente fosforamidita final por
medio de una reaccion con B-cianoetoxi-N,N-diisopropilaminoclorofosfina en
diclorometano con N,N-diisopropiletilamina. Generalmente el agregado de la fosfina se
realiza sobre la mezcla enfriada a 0°C con bano de hielo. Sorprendentemente en estas
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condiciones reaccién no tuvo lugar. La baja reactividad del oxigeno de la posicion 3”
podria deberse a la formacién de un ciclo a través de un puente hidrégeno con uno de
los oxigenos del grupo protector, la formacion de este ciclo podria disminuir la
reactividad del oxhidrilo por el impedimento causado por el resto del grupo CEE. Esta
teoria concuerda con el hecho experimental de que tras calentar a reflujo y agregar
THF anhidro la reaccién transcurre con un rendimiento del 78% utilizando solo 1,1 eq
de clorofosfina. EI THF podria aportar oxigenos aceptores de puente hidrégeno y
evitar la formacion del ciclo intramolecular. De la misma manera el aumento de la
temperatura se traduce en un incremento de la reactividad. Utilizando esta
metodologia fue posible obtener la fosforamidita sin necesidad de aumentar la
cantidad de fosfina utilizada. Esto resulta conveniente debido a que evita los
problemas causados para purificar los compuestos derivados de la fosfina en exceso.

Adicionalmente, se exploré la posibilidad de utilizar la misma ruta para preparar
2’-C-metilfosforamiditas con modificaciones en las bases. Una de las modificaciones
posibles es la halogenaciéon de la posicion 5 de la pirimidinas, ademas de poseer
propiedades interesantes en si misma, es el punto de partida para la adicion de un
gran numero de funcionalidades utilizando reacciones como los acoplamientos de
Sonogashira (Frolow 2007). De esta manera es posible aumentar el espectro de
aplicaciones de los 2°-C-metilnucledsidos. Se realiz6 entonces la bromacion de esa
posicion partiendo de 12, agregando Br, en cloroformo obteniéndose el producto 14.
Este producto fue convertido en la fosforamidita en las mismas condiciones que el

nucledsido con la base no halogenada.
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Figura 44 Sintesis util para la obtencién de derivados modificados en la base
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3.5 - Conclusiones

Se disefi6 una ruta para la preparacion de 2’-C-metilnucleésidos a partir de
fructosa comercial aprovechando un reordenamiento que da como resultado una
ribono-y—lactona que posee el metilo en la posiciébn 2°con la configuracion adecuada.
Se puso a punto el protocolo de purificacion de la lactona y se escalé la ruta partiendo
de 3Kg de fructosa. El esquema de proteccion es versatil y permite obtener distintos

nucledsidos con muy buenos rendimientos y a un bajo costo potencialmente escalable.

Se prepararon distintos nucleésidos purinicos y pirimidinicos. El desarrollo de
esta ruta posee relevancia en la campo de los antivirales anti hepatitis C.

Se avanzd en el mejoramiento de las condiciones de desproteccion de las
purinas modificando el esquema de proteccion, para poder realizar futuros intentos con

métodos enzimaticos.

Se demostro la imposibilidad de utilizar el TOM-CI como grupo protector para la
sintesis en fase sélida de oligonucleotidos con 2°-C-metilnucleédsidos. En su lugar se
encontré un grupo que reune las condiciones necesarias para soportar las condiciones
del ciclo de sintesis que puede ser introducido y removido en forma eficiente y limpia el
CEE.

Se sintetizaron 2 fosforamiditas a partir de la 2°-C-metiluridina para utilizarlas
en la sintesis de oligonucledtidos de interés. Se adecuaron las condiciones de
reaccion obteniendo muy buenos rendimientos y posibilitando el estudio de las
propiedades de estos analogos de nucledsido en el campo de los oligonucleétidos
modificados.
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4- Sintesis de los Oligonucledétidos

4.1 Objetivo

El primer desafio detallado en éste capitulo es la puesta a punto las condiciones de sintesis ,
desproteccion y purificaciéon de oligonucleétidos utilizando las 2°-C-metilfosforamiditas
previamente sintetizadas En una primera etapa fue realizada con secuencias de 12 mondémeros
de longitud disefiados para ser utilzados en experimentos posteriores. El segundo objetivo fue
utilizar estas condiciones adecuandolas para preparar las ribozimas necesarias para llevar a

cabo los experimentos detallados mas adelante.
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4.2 Sintesis en fase soélida de los oligonucleétidos.

La sintesis es en fase sélida de oligonucleétidos recibe su nombre porque es
llevada a cabo sobre esferas de vidrio de tamafio controlado (CPG) que generalmente
poseen entre 500 A y 1000 A. Estas poseen grupos silanoles derivatizados con un
nucledsido que corresponde al extremo 3" de la secuencia a partir del cual la cadena
es elongada. Para llevar a cabo estas reacciones el CPG o fase es confinada en una
columna de 5 mm de didametro cerrada en ambos extremos por filtros de vidrio
sinterizado o membranas que permite el paso de los reactivos utilizados para realizar
el acoplamiento de los monémeros.

El sintetizador automatico consiste de una serie de conductos y valvulas que
permiten el paso de los reactivos desde sus reservorios hacia la columna en forma
controlada. Todo el sistema se encuentra bajo atmdésfera de argén o nitrégeno seco
para evitar el contacto con la humedad del ambiente. Los nucledsidos utilizados para
elongar la cadena reciben el nombre de fosforamiditas. Las mas utilizadas para ARN
poseen un grupo DMT en el extremo 57, ter-butildimetilsililo (TBDMS) en 2" acilos en
los grupos exociclicos de la base. En este trabajo se utilizaron las fosforamiditas de la

Figura 45 para las posiciones de ARN natural.

La escala de la sintesis es regulada ajustando la cantidad de fase cargada en
la columna. Los sintetizadores ajustan las condiciones del ciclo a la escala utilizada
mediante el uso de protocolos predefinidos que envian distinta cantidad de cada
reactivo a la columna. Las escalas mas habituales en equipos de laboratorio de
investigacion son 200 nmoles; 0,5 umoles y 1umol aunque existen equipos para
escala piloto e industrial en los cuales es posible cargar distintas columnas y sintetizar
cantidades mayores. En este caso particular se utilizd un sintetizador marca Expedite
modelo 8909 cuya escala mas pequefa para preparar secuencias de ARN es 1uM.
Esta escala es 5 veces mayor que la escala mas pequena de equipos como el ABI
392.

Debido a las caracteristicas de construccién del equipo empleado (diametro de
las tuberias, control de caudal etc.) no fue posible realizar un ajuste fino de las
condiciones de reaccion. Por esta razén el objetivo estuvo centrado en la obtencién de
los oligonucleédtidos y no en el estudio de las condiciones éptimas para maximizar el
rendimiento y reducir al minimo el consumo de reactivos (especialmente la

fosforamidita modificada).
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Figura 45 Fosforamiditas Fast deprotection utilizadas en la sintesis de los oligonucleétidos de
ARN

Debido a la limitacién en las variables operativas impuesta por el equipo se
realizaron todos los ajustes posibles desde el punto de vista quimico fuera del mismo,
de esta manera fue posible asegurar el maximo rendimiento.

Los ensayos de estabilidad realizados sobre el grupo protector (CEE) de la
posicion 2” de los 2"CMN fueron ya descriptos en el capitulo anterior, la estabilidad de
este grupo a lo largo de los ciclos de sintesis es de gran importancia para obtener
cantidades suficientes para realizar estudios posteriores.

El siguiente punto critico a la hora de obtener buenos rendimientos es la
optimizacion del primer paso encargado de remover el grupo protector de la posicion 5
a través de una hidrdlisis acida. La concentracion del acido empleado (DCA) para
remover el DMT es de especial interés para este trabajo ya que si bien el grupo
protector empleado en la posicion 2° del nucledsido modificado es mas estable que el
THP, sigue siendo labil al medio acido. La situacion presupone un compromiso en el
que debe usarse la menor concentracion de acido posible para asegurar la completa
remocion del dimetoxitrilo sin afectar al grupo CEE. La bibliografia propone
concentraciones minimas para remover cuantitativamente el DMT que van desde 1,5%
(Yamakage S. 1989 ) a 3 %DCA (M. Gallo 2001). Con el fin de determinar la
concentracion a utilizar y evacuar todas las dudas al respecto se sintetizaron

secuencias de ADN de 10 nucleétidos de largo utilizando dilusiones de 1,5% 2% y 3%
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de DCA y 3% TCA como control que es generalmente utilizado para la sintesis de
oligonucledétidos ADN .

Analizando los perfiles de HPLC DMT-ON de los productos fue posible
observar que el uso de 1,5% DCA arroj6 como resultado una mayor proporciéon de
secuencias mas cortas con mayor tiempo de retencion. Este aumento evidencia la
desproteccion incompleta del grupo DMT durante los ciclos de sintesis. El uso de DCA
al 2% por su parte presenta el mismo perfil cromatogréafico que el correspondiente al
TCA 3% en una secuencia de 10 nucleétidos Esta similitud podria no mantenerse en
secuencias con mayor numeros de ciclos. En el caso de las secuencias disefiadas
para este trabajo, el numero de ciclos luego de la introduccién de la modificacién no
supera los 15, lo cual permite presumir que el uso 2% DCA obteniendo resultados
similares que con TCA y evitando la hidrélisis del grupo CEE.
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Figura 46 Cromatogramas de los oligonucleétidos de ADN DMT-ON sintetizados con distinta
concentraciéon de DCA a) 1,5% b) 2% c) 3% TCA para la secuncia AATTCCGGAA

Los pasos subsiguientes a la desproteccién con &cido fueron realizados con
reactivos comerciales siguiendo los protocolos preestablecidos para ARN. Estos
involucran tiempos de acoplamiento 10 veces mayores que para el ADN. Esta
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diferencia se debe a que el grupo protector en 2" produce un importante impedimento
que desfavorece el ataque del nucledfilo sobre el fésforo.

Siguiendo este procedimiento se sintetizaron secuencias de 12 nucleétidos de
longitud disefiadas para llevar a cabo estudios de melting point y dicroismo circular. La
Figura 47 muestra la secuencia sintetizada y los nucleétidos incorporados en la regién
central. Como se puede apreciar en esta figura la modificacion introducida en la
secuencia 2’-C-metil1"-desoxiuridina (dUme) carece del oxhidrilo en la posicién 27,
esta diferencia resultd util para la puesta del protocolo de desproteccion y de
purificacién. Se eligié esta modificacién porque la usencia del grupo en 2'mejora el
rendimiento en la sintesis y ademas al no poseer el grupo protector CEE en 2" también
se evita trabajar con la mezcla diasteroisomérica. El producto terminado y
caracterizado por espectroscopia de masa MALDI-TOF fue usado como patrdén para
poner a punto la desproteccion ede la posicion 2°en HCI de los oligorribonucledtidos
modificados y en los estudios de DC y melting point.

a- 3-UUC-UUU-CUU-UUC-5

b-  3-UUC-UUUn.-CUU-UUC-5
c-  3-UUC-UUsgUne-CUU-UUC-5"
d- 3-UUC-UU4Ume-CUU-UUC-5"

ﬁci 0 0 0
Br
NH NH NH
| | | N
NS
OH OH OH OH OH OH OH
U Ume 5BrUme dUme
Figura 47 Secuencia sintetizada utilizando fosforamiditas modificadas.
Una de las principales ventajas del uso de la proteccion de la posicion 5°con
DMT es que el progreso de la sintesis puede ser monitoreado mediante la

cuantificacién espectrofotométrica del cation DMT liberado en cada paso. El equipo

utilizado posee una celda espectrofotométrica con el cual se monitorean en tiempo real

! Monémero sintetizado por la Lic. Laura Robaldo



122

Resultados y Discusion // Sintesis de los oligonucleétidos

los acoplamientos. En la Figura 48 se puede observar la salida correspondiente a una
de la sintesis. A diferencia de otros equipos como el Applied Biosystems 392 o el 394
la sensibilidad y precision del método de monitoreo no permite realizar una
cuantificacién precisa del rendimiento puede ser usada como una estimacién para
encontrar problemas puntuales como la baja eficiencia de acoplamiento en algun paso.

Los perfiles obtenidos durante la sintesis de los primeros oligonucleétidos
realizados con las fosforamiditas modificadas pueden observarse en la Figura 48. Mas
alld de su limitaciébn como herramienta analitica el andlisis de los perfiles de DMT
permiti6 anticipar el rendimiento de los acoplamientos con las fosforamiditas
modificadas. Los primeros intentos arrojaron rendimientos menores al 50 %. Para
descartar que no se trataba de un problema relacionado con la descomposicion de la
fosforamidita se realizé un experimento de RMN de *'P (ver Figura 49) en el que no se
detectaron las sefales tipicas de los productos de descomposicion del grupo reactivo
(fosfonatos). Estas senales son utilizadas como parametro en el analisis de calidad de
las fosforamiditas.

Habiendo asegurado la pureza del producto de partida se intentd forzar el
aumento del rendimiento, para ello se increment6 el tiempo de reaccion entre el
nucledsido desprotegido y la fosforamidita un 30%. Adicionalmente, se programé el
ciclo de forma tal que se repitiera el agregado de reactivo y activante antes de realizar
el enmascaramiento de los oxhidrilos sin reaccionar. En la Figura 48 se muestran los
perfiles de DMT obtenidos antes (A) y después (B) de modificar las condiciones de
acoplamiento, comparando el alto de las barras al comienzo y final de cada sintesis es
facil apreciar el aumento en el rendimiento. Utilizando esta metodologia de doble

acoplamiento fue posible sintetizar las secuencias mencionadas anteriormente.
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Figura 48 Perfil de DMT producido por el sintetizador automatico. A- Acoplamiento normal B-
Doble acoplamiento, la flecha indica la incorporacién de la 2°-C-metiluridina. Las leyendas del
eje X no son las secuencias sino las posiciones del equipo donde fueron conectadas las
fosforamiditas.
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Figura 49 NMR *'P de la 2'-C-metilfosforamidita realizado antes de la sintesis de la figura
anterior, indica la presencia de un Unico compuesto de fésforo correspondiente al fosforamidita
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4.3- Desproteccion y Purificacion de los Oligonucleoétidos.

La utilizacibn del método de las fosforamiditas para la sintesis de
oligonucledtidos brinda la posibilidad de purificar los productos de dos formas distintas
ya que es posible mantener el DMT final o retirarlo con un ultimo tratamiento con DCA.
La eleccién de la estrategia esta intimamente relacionada con el equipamiento del
laboratorio, ambas poseen ventajas y desventajas. El DMT es un grupo altamente
lipofilico, por esta razén es muy util para facilitar la purificacion de las secuencias por
HPLC utilizando columnas fase reversa de C-8 y C-18. Con este grupo en el extremo
(DMT-on) resulta muy facil purificar las secuencias truncadas que fueron
enmascaradas. Por otra parte resulta util para determinar la proporcién de secuencias
con menor numero de nucleétidos (n-1, n-2) ya que el tiempo de retencién aumenta al
disminuir el largo de la cadena, como en el caso de las secuencias de ADN
presentadas en la

Figura 46. La principal desventaja de esta estrategia es que es necesario
realizar un paso &cido de hidrdlisis luego de la primera purificacién y muchas veces es
necesario realizar una segunda cromatografia o un gel PAGE con el problema que
acarrea la manipulacién de ARN.

La segunda alternativa es remover el DMT (DMT-off) antes de separar el
oligonucledtido del soporte solido. En general esta estrategia se utiliza cuando se
cuenta con un HPLC capaz de utilizar columnas de intercambio i6nico termostatizadas.
El método de purificacién es méas simple pero en casos de bajo rendimiento puede
resultar mas engorroso debido a que los tiempos de retencion de los productos no
guardan relacion con su longitud, por ende el perfil cromatografico brinda menos
informacién y es necesario caracterizar por PAGE desnaturalizante o espectrometria
de masa todas las fracciones para encontrar el producto.

Para la preparacion de las secuencias de ARN de este trabajo se utilizé la
segunda estrategia. Una vez finalizada cada sintesis se retird la columna del equipo y
se transvaso el soporte solido a un recipiente cerrado para realizar un tratamiento con
base. Este tratamiento puede ser realizado con amoniaco concentrado durante 24 hs a
T? ambiente, o con una mezcla 1:1 de amoniaco/metilamina a 55°C durante 10
minutos. Como fue explicado en el capitulo anterior la exposicién del ARN a medios
bésicos promueve su hidrolisis quimica. Dada la variedad de fosfoarmiditas
disponibles con distintos grupos protectores es necesario ajustar los protocolos de
desproteccion para maximizar los resultados. Para comprobar cual de los dos
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tratamientos resultaba mas adecuado para las fosforamiditas utilizadas se sintetizé
una secuencia natural de ARN y se sometieron distintas alicuotas a cada tratamiento.
En la Figura 50 se observan los cromatogramas de los productos obtenidos en cada
caso. La fraccion con mayor tiempo de retencién corresponde al producto final de 12
nucleétidos. El cromatograma de la derecha presenta una pequena disminucion en la
proporcién de oligbmeros mas cortos de menor tiempo de retencién. El protocolo
rapido representa una ligera mejora en el rendimiento y reduce considerablemente los

tiempos por lo que fue implementado para todas las sintesis.

Figura 50 Cromatogramas de HPLC-IO de oligonucleétido de ARN natural tratado con NH3
(izg.) y con MeNH>/NH; (der),

Luego de liberar las secuencias sintetizadas del soporte y desproteger las
bases con el tratamiento basico es necesario desproteger los oxhidrilos de las
posiciones 2°. Para ello se utiliz6 una mezcla de trihidrofluoruro de trietilamina, N-
metilpirrolidinona y trietilamina (Una vez removidos los grupos protectores de 2° es
necesario utilizar material estéril y agua tratada con dietilpirocarbonato (DEPC) para
evitar la degradacion de ARN por parte de las omnipresentes nucleasas. Luego de
precipitar los crudos con n-butanol se separaron los componentes de la mezcla en un
HPLC-10 semipreparativo utilizando un gradiente de LiClI como fase mévil a pH7.

La fracciones de HPLC fueron desaladas utilizando una columna de exclusién
con sepahedex G-25. Las fracciones se cuantificaron midiendo su absorbancia a 260
nm y luego se analizaron por espectrometria de masa MALDI-TOF. La Figura 51
muestra el cromatograma y espectro de masa obtenido con el oligonucleétido
modificado con 2°-C-metildesoxiuridina (dUme), se indica la fraccion colectada y
desalada. La primera conclusion que se desprende del espectro de masa es que el
peso molecular se corresponde con el tedrico, un detalle a tener en cuenta es que la
formacion de aductos con litio proveniente de la fase movil requiere de un proceso de
desalado mas cuidadoso, especialmente en la sintesis de secuencias con actividad
biol6gica o estructuras especificas en la que es necesaria la presencia de iones
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divalentes y el arrastre de gran cantidad de iones litio podria alterar resultados
posteriores.

nv

Figura 51 (arriba) Cromatograma del oligonucleétidos 12 mer (d) modificado con 2°-C-
metildesoxiuridina, se indica la fraccion recolectada. (abajo) Espectro de masa MALDI-TOF
modo positivo, peso calculado 3607 encontrado m/z 3608,68 [M+H" ], m/z 3617,07 [M + Li"],el
resto de las sefiales corresponde a aductos con litio.

En el caso de los oligonucle6tidos Ume (b) y 5Br2me (c) fue necesario poner a
punto el dltimo paso para realizar la desproteccion del grupo CEE. Para llevar a cabo
la puesta punto se realizé una purificacion exhaustiva de los oligonucleétidos
modificados y protegidos con el grupo CEE por HPLC, en el caso de la Figura 52 se
observa el cromatograma obtenido luego de separar la mezcla por segunda vez por
HPLC. Las fracciones purificadas fueron sometidas a un tratamiento con HCI 0,01M
durante 12 horas, repitiendo las condiciones establecidas con el monémero. Luego se
caracterizaron ambas fracciones por espectrometria de masa MALDI- TOF. Como
puede observarse en la figura el producto con menor tiempo de retencién corresponde
al producto con un nucleétido menos. El segundo producto posee el peso molecular
correspondiente al producto deseado. Se lo cuantificd para su utilizacion en ensayos
posteriores y se repitid el procedimiento con el oligonucleétido modificado con 5-
bromo-2°-C-metiluridina.
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Figura 52 A) Cromatograma HPLC-IO con gradiente de solucion LiCl de correspondiente al
crudo de la sintesis del oligonucle6tido de 12 mer con 2°-C-metiluridina (b) ,B) Espectro MALDI-
TOF del pico con menor tiempo de retencion, corresponde al 11 mer (n-1) calculado 33001,91
encontrado m/z= 3304,68 [M +H'] C) Espectro Madi-TOF del pico con mayor tiempo de
retencion, corresponde al peso molecular calculado 3623 encontrado sefial m/z= 3624 [M +H’]
y m/z =3630 [M +Li*"] —el espectro muestra el centro de las dos sefiales.

4.3.1- Utilizacion de espectrometria MALDI-TOF en sintesis de oligonucleétidos

En este punto resulta conveniente hacer algunos comentarios sobre el uso de
la espectrometria de masa MALDI como herramienta de andlisis rutinario ya que
difiere bastante de lo tradicionalmente utilizado en el laboratorio. La combinacion de
HPLC-10 con MALDI es muy ventajosa desde el punto de vista preparativo. Se realiza
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caracterizacién sin la necesidad de realizar geles analiticos para determinar el peso
molecular de los productos. Esto puede hacerse utilizando cantidades muy pequenas
de muestra y permite discriminar entre oligos con diferencia de masa muy pequena,
esta caracteristica es muy deseable, especialmente en el campo de los
oligonucledétidos modificados ya imposible determinar diferencias de masa pequefios
cémo el de un metilo u otro atomo por medio de la electroforesis. En este caso fue
posible determinar el peso molecular del oligonucleétido modificado con el grupo
metilo y se convalid6 el trabajo sintetico realizado desde la obtencién de la ribono-y-

lactona.

4.4- Sintesis de la ribozimas

La sintesis de las ribozimas fue llevada a cabo utilizando las condiciones
determinadas durante la preparacion de las secuencias dodecaméricas previas. Las
ribozimas consisten de secuencias de 36 nucleétidos, por lo tanto resultaron mas
complejas de preparar, sumado a que se trataba de quimeras de ribonucleétidos
naturales, 2"-O-metilnucleétidos, 2°-C-metilnucle6tidos y ribonucleotidos fosforotioatos

en los extremos. La

Figura 53 muestra las secuencias sintetizadas, los recuadros corresponden a los
segmentos en los que se debid dividir la sintesis para cambiar los reactivos del equipo.
Los enlaces internucleotidicos fosforotioato fueron realizaron reemplazando el reactivo
del paso de oxidacién (normalmente iodo,py, THF, agua) por el reactivo de Beaucage
(3H-1,2-benzoditio-3-onai,1-dioxido)(lyer R. 1990). Este reactivo es inestable en
solucion por lo que fue necesario retirarlo del equipo y lavar los canales por donde
circulé en el menor tiempo posible para evitar obturaciones. En este caso también se

utilizé el protocolo de doble acoplamiento para la incorporacién de la 2°-C-metiluridina.

x: ARN 1)5’-ug gug gcu g | cugaug agu ccg uga ggaga aa | ca calaua-3’
x: 2’-OMe 2)5’-uggug gcu g | cugaugauc cgu gag gagaaa ca cauaua -3’
x: 2’-CMe 3)5’-uggug gcu g | cugaug agu ccg uga ggaga aa | ca cauaua -3’

x: fosforotioato

Figura 53 Secuencias de las ribozimas sintetizadas
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Las secuencias fueron sintetizadas DMT-off, removidas del soporte y
desprotegidas de la misma manera que las anteriores. La principal diferencia en el
comportamiento de las quimeras surgi6 durante los pasos de purificacion. EI mayor
peso molecular de estas estructuras dificulta la separaciéon por HPLC, especialmente
en el caso de HPLC-1O donde la formacion de estructuras secundarias y terciarias se
ven favorecidas por la alta fuerza idnica de la fase movil. Estas estructuras poseen
tiempos de retencion muy variable aumentando el numero y ancho de los picos. Los
cromatogramas se vieron aun mas complicados por la presencia de los grupos
fosforotioatos, estos grupos quirales son generados mediante una reaccion no
estereoespecifica de modo que la mezcla contiene la combinatoria de todos los
diasteroisémeros posibles. Los perfiles de HPLC obtenidos luego de las reacciones de
desproteccion y precipitacidén de las ribozimas no fueron la excepcién. En la Figura 54
se observa el cromatograma obtenido con la primera ribozima ensayada (3), donde se
puede observar la complejidad del cromatograma. Dado que los perfiles de DMT
indicaban que la reaccion habia procedido con buenos rendimientos, el enorme
nuamero de picos del cromatograma debia ser producto de las condiciones del HPLC.
Para comprobar esta hipétesis se llevd a cabo un PAGE analitico en condiciones
desnaturalizantes de distintas diluciones de la misma mezcla inyectada en el
cromatégrafo. Luego de revelar el gel (ver Figura 54) se pudo observar la presencia de
un producto mayoritario con el peso molecular esperado y algunos rastros de
productos de menor peso molecular (n-1, n-2). En esta instancia se llevaron a cabo
dos procedimientos en paralelo. El primero consistié en mejorar las condiciones de
elucion del HPLC y el segundo explorar la posibilidad evitar el problema mediante la
purificacién de las ribozimas mediante un gel preparativo.

Para mejorar la resolucion de la corrida cromatografica se acondicion6 la
muestra mediante una purificacion por cromatografia de exclusién antes de su
inyeccion para eliminar los restos de fluoruro y demas sales provenientes de los pasos
de desproteccion que pudieran estar favoreciendo la formacién de estructuras con
distinto tiempo de retencién. Ademas se modificd la temperatura de la columna, ésta
es una de las variables mas utilizadas para desestabilizar la formacién de estructuras
secundarias y terciarias, se aumentd 15°C llegando a los 55°C. De esta manera se
logré mejorar el perfil de HPLC de la Figura 55. El resultado de estas modificaciones
introducidas en el protocolo puede ser observado comparando los cromatogramas de
la Figura 54 y la Figura 55.
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Figura 54 A)-HPLC-IO a 40°C del Ribozima (3) 36mer fosforotioato sin desalar luego de
desproteccién .B) PAGE del crudo de reaccién de la de Ribozima (3) fosforotioato sin desalar
luego de desproteccion y controles de PM : Calle .1) 33mer ADN 2) 33 mer ARN 3)32 mer ARN

4) 34 mer ARN/ADN 5) 35 mer ADN 6) Ribozima 1X 7) Ribozima 0,1 X 8) Ribozima 0,01 X 9)
Ribozima 0,001 X
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Figura 55- HPLC-10 a 55 °C mezcla desalada, se indica la fraccién colectada correspondlente
a producto deseado

La segunda opcién para la purificacién de las secuencias de ARN es la
utilizacion de PAGE preparativo. El gel se realizé6 en condiciones desnaturalizantes
para evitar las diferencias en la movilidad electroforética de las distintas estructuras. El
gel fue revelado con luz U.V. a 254 nm. La siguiente figura muestra uno de los geles
obtenidos y las areas recortadas, las bandas A de menor peso molecular
corresponden a secuencias truncas (en las cuales el acoplamiento de la modificacion

no fue bueno), las bandas denominadas B corresponden a secuencias truncas
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causadas en ciclos posteriores a la incorporacion del nucleétido modificado. Las
bandas denominadas C corresponden a las ribozimas Es importante remarcar que la
escala utilizada es 5 veces mayor a la normalmente utilizada en equipos de
investigacion, esto permiti6 obtener material suficiente para la realizacién de los

experimentos posteriores .

Figura 56 Gel preparativo en el que se purificaron distintas alicuotas de la ribozimas
modificadas. Los recuadros muestran las zonas que fueron retiradas y extraidas del gel (C).
Las bandas A y B corresponden a secuencias truncas de distinto peso moluecular..

Se cortaron las fracciones del peso molecular indicado y luego se extrajeron las
secuencias mediante una extraccion con un buffer acetato de sodio, EDTA y SDS.
Luego de precipitar los productos se cuantificaron espectrofotométricamente y se
analizaron las secuencias obtenidas en un PAGE analitico para ser comparadas con
las obtenidas por HPLC. Llevando a cabo ambas metodologias de purificacién en
paralelo fue posible realizar una comparacion sobre la eficiencia de cada una. Como
se puede apreciar en la densitometria del gel analitico de la Figura 57 las fracciones
obtenidas del gel y de la del HPLC presentan patrones similares aunque la fraccién
purificada por gel no posee la cola que presentan las demas calles. Esto se debe a
qgue en el momento de elegir el lugar de corte del gel preparativo se priorizé la pureza
a la recuperacion. El uso de la cromatografia o la electroforesis como método der
purificacion de los oligonucleétidos queda supeditado a la futura utilizacion de los
oligonucledtidos. Para llevar a cabo estudios fisico-quimicos es recomendable realizar
gel preparativo extirpando una seccién del gel que permita asegurar la ausencia de
secuencias de menor peso molecular. Por su parte el uso de HPLC-IO para la
purificacion de secuencias DMT-off posee algunas ventajas, en primer lugar es posible
purificar mayores cantidades que el PAGE preparativo, la Unica limitacién es el tamafio
de la columna. En este caso fue posible purificar el producto de una sintesis escala
1umol mediante una sola inyeccidn, utilizando una columna semi preparativa, mientras

que en un gel solo es posible sembrar entre 25% y 33% del producto como méaximo. El
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segundo argumento a favor de HPLC es que requiere de menos tiempo y es posible
automatizarlo. La ultima ventaja es tal vez la mas importante y es que la recuperacion
del gel preparativo es de alrededor del 50% mientras que el método cromatografico

permite recuperar casi la totalidad del producto.
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Figura 57 Densitometria del gel analitico 1) marcador 63, 52, 35 y 27 mer ADN 2) ,3) ,4)
fracciones purificadas por HPLC sembradas en concentraciénes ascendente 5) fraccion del
HPLC Figura 55 (t retencién=26 min) 6) fraccion purificada por gel preparativo Figura 56

El método utilizado para la purificar cada una de las secuencias fue elegido
para asegurar el maximo rendimiento, cada una de la ribozimas fue sometida a
distantas opereraciones de purificacion dependiendo de las caracteristicas del crudo

de reaccion, perfil de HPLC y cantidad de oligonculetido obtenido. En la siguiente tabla
se encuentran las cantidades obtenidas y la forma de purificacion utilizada en cada

caso.
Secuencia Método de purificacion (ODs obtenidos
1 HPLC, PAGE -Calle 1 Figura 56, HPLC 3
2 HPLC 5
3 HPLC,PAGE preparativo -Figura 55 y calle 3Figura 56 - 11
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4.5 Conclusiones

Se sintetizaron secuencias de 12 monémeros de longitud. Se adecuaron los
protocolos de desproteccion y purificacion. Los productos fueron caracterizados por
espectrometria de masa MALDI-TOF.

Se prepararon las secuencias de ARN quiméricas correspondientes a las
ribozimas y se llevaron a cabo dos métodos distintos de purificacion.

La diversidad de nucleétidos necesarios para obtener una ribozima activa y
suficientemente resistente a nucleasas (2°-O-metil, fosforotioatos, ribonucleétidos
naturales entre otros) es una de las principales dificultades a la hora de preparar las
ribozimas. La purificaciébn de estas estructuras puede ser realizada siguiendo dos
metodologias (HPLC y PAGE). La decision de la técnica a emplear esta intimamente
relacionada con el uso posterior. Los rendimientos obtenidos permitiron obtener
producto suficiente para llevar a cabo los estudios fisicoquimicos y las pruebas
biol6gicas.
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5- Caracterizacion de los 2’ -C-metilnucleodsidos
en sistemas doble cadena.

5.1 Objetivo

El objetivo de esta secciébn fue llevar adelante experimentos de
desnaturalizacién (Melting Point) de oligonucleétidos de doce nucleétidos modificados
con 2’-C-metilnucleésidos. Se compararon los resultados con otras modificaciones en
2’. Esta es la primera oportunidad en la que se miden los parametros de hibridacion de
estos analogos de nucleétido con cadenas complementarias de ARN. Adicionalmente
se realizaron experimentos de dicroismo circular (DC) para determinar la conformacién

global de los dimeros doble cadena sometidos a estudios de Melting.
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5. 2- Resultados

La aplicacién de nucleétidos modificados en el campo de los oligonucleétidos
tiene dos grandes objetivos, el primero es aportar estabilidad quimica y biolégica para
evitar la degradacion de las moléculas en sistemas biolégicos. La segunda es la
incorporacién de grupos quimicos adicionales que aporten funcionalidad, desde la
utilizaciéon de grupos catidnicos para mejorar el traspaso de membranas lipidicas hasta
la derivatizacion con particulas metalicas para la fabricacion de nano cables. En todos
los casos es menester conocer las caracteristicas estructurales y termodinamicas de la
modificacion para poder aplicarla con éxito.

La mayor parte de las aplicaciones biolégicas que involucran oligonucleétidos
requieren de la hibridizacién con cadenas complementarias, el primer paso entonces
es estudiar su comportamiento en este contexto. Los experimentos mas comunmente
llevados a cabo para caracterizar una modificacién son estudios de estabilidad térmica
o melting point acompanados por espectros de dicroismo circular que permite obtener
informacidn sobre la conformacion de la doble hélice y discriminar entre formas A, B, Z
e intermedias..

El disefio de los mondmeros para su aplicacién en sistemas particulares es
muchas veces realizado combinando informacién obtenida con otras modificaciones y
conceptos estructurales basicos. En el caso particular de este trabajo se partié de la
hipdtesis de que los 2'-C-metilribonucledsidos poseen la conformacion adecuada para
reproducir las interacciones del ARN natural. A diferencia de otras modificaciones en 2'
la presencia del oxhidrilo en esa posicion podria aumentar la semejanza con el ARN
natural. El grupo metilo por su parte puede aportar el impedimento estérico necesario

para evitar la accion de las endonucleasas sobre el fosfato vecino.
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5.2.1- Estudios de desnaturalizacion térmica (Temperatura de Fusion )

El parametro mas adecuado en el sentido estricto para medir la afinidad entre
dos hebras complementarias de ADN o ARN es el AG%., sin embargo el uso de la

expresion de la temperatura de fusiébn o melting point (T,) es mas ampliamente
utilizada en el campo de los acidos nucleicos. Esto se debe a que existe una
correlacién entre el AAG’; y la diferencia entre temperaturas de fusién (AT,), estas
ultimas son facil y precisamente determinadas.

Con el fin de estudiar el impacto de la incorporaciéon del grupo metilo en la
estructura y estabilidad de una doble hélice con conformacién A-ARN, se obtuvieron
las curvas de melting de cuatro secuencias de doce nucleotidos de longitud (Figura
58), tres de las mismas con 2°-C-metilnucleétidos en la posicion central y una
secuencia natural como control. La secuencia nucleotidica utilizada fue elegida por
varias razones. En primer lugar el largo de los oligonucleétidos fue establecido en 12
debido a que secuencias de mas de diez nucleétidos poseen todas las caracteristicas
estructurales de la doble hélice. La modificacion fue introducida en las posiciones
centrales de la secuencias ya que alli puede apreciarse el efecto de la modificacién sin
la interferencia de la flexibilidad que presentan los extremos. Otro aspecto importante
en la determinacion de las temperaturas de fusion es la secuencia elegida, en este
caso se utilizé una secuencia ya empleada en caracterizacion de otras modificaciones
(Odadzic D. 2008) para poder comparar los datos obtenidos. Si bien existen modelos
matematicos que permiten la comparacion de datos obtenidos a partir de estudios de
melting realizados en distintos laboratorios, la reproducibilidad de la técnica ha
demostrado ser pobre (Owczarzy R 2005) y resultados pueden variar desde una
fraccidn de grado hasta mas de 3 °C de acuerdo a la fuente y el método utilizado. En
este caso la comparacion es valida ya que fueron realizadas en el mismo laboratorio

con los mismos equipos? y tomando como referencia la secuencia natural.

a) 3’-UUC-UUU-CUU-UUC-5

) 3"-UUC-UUUye-CUU-UUC-5

) 3"-UUC-UU5gUye-CUU-UUC-5
)
)

o O O

3"-UUC-UUdUye-CUU-UUC-5

e 5"-AAG-AAA-GAA-AAG-3

Figura 58 Secuencias ensayadas en los experimentos de dicroismo Circular y Melting Point

2 Esto fue realizado en una visita al Instituto de Quimica Organica de larsldad de Frankfurt Alemania.
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Las determinaciones de estabilidad pueden ser realizadas utilizando distintas
metodologias, la mas tradicional es la determinacién con un espectrofotémetro
especialmente acondicionado a 260 nm. Esta técnica hace uso de la hipocromicidad,
propiedad por el cual dos hebras de ARN o ADN doble cadena aumentan su
absortividad molar a medida que se desaparean. Esta es la técnica mas ampliamente
utiizada aunque existen otras que permiten obtener los mismos datos, como la
calorimetria y técnicas volumétricas (Chalikian T. 1999) En este caso se realizaron las
determinaciones con el método espectrofotométrico utilizando una rampa de 0,5
°C/min. La cdmara ventilada con N, para evitar la condensacién a bajas temperaturas
en las paredes e interior de la cuba, que lleva una tapa de teflon para evitar la
evaporacion de la muestra a altas temperaturas.

A s B

Y DAbs.ata

Abs

60 Temp.

—— 28,7808 +/- 0,0569°C
X Temp D Time28,

Abs

Y Data
2
4

—— Tm32,3962 +/- 0,0539°C

Figura 59 Curvas de absorbancia obtenidas en los estudios de estabilidad térmicas para los
duplex entre la secuencia e y: a) natural b) Ume c)dUme d) 5BrUme
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En todos los casos se pudo observar una buena hibridizacién y una transicion
cooperativa. Los Las curvas de desnaturalizacion térmica se mostran en la Figura 59.
La determinacion de la temperatura de fusién fue realizada utilizando el modelo de
transicion de dos estados. Los resultados de la Tabla 7 muestran una gran
desestabilizacién de las estructuras por la presencia del grupo metilo en la posicion 2.
La magnitud de la perturbacién corresponde a valores similares a los que podrian ser
obtenidos incorporando una base desapareada. La mutacion puntual de un nucleétido
central por una citidina o adenosina provocarian un AT de -15,8°C para la secuencia

ensayada en las mismas condiciones de buffer ( 2uM, 140 Mm Na®) segun las
estimaciones realizadas con el modelo de dos estados (Markham N. 2005) con el
software DINAmelt (Zuker M. s.f.).

Control (a) 41,28
Ume (b) 28,78 -12,5
5BrUme (c) 29,4 -11,9
dUMe (d) 32,4 -8,9

Tabla 7 Temperaturas de fusién obtenidas con cada una de las modificaciones ensayadas

El ATm para el oligonucleétido modificado con 5 bromo-2°-C-metiluridina
evidencia un ligero incremento en la estabilidad, lo cual era esperable ya que se ha
reportado en literatura que la presencia del Br en la posicion 5 de la base estabiliza el
apareamiento entre las bases y fue ensayado en siRNA en un intento de mejorar la
actividad (Chiu Y. 2003). El 2’-C-metil-2"-desoxinucle6sido por su parte parece
perturbar en menor medida la estabilidad del duplex. A pesar de que la conformacion
de la 2’-C-metiluridina en solucién es 3"-endo, la misma que la del ARN natural, el
puckering del azucar, en principio, parece no ser determinante para asegurar la
complementariedad. Segun reportes bibliograficos la incorporacion de nucleétidos
modificados como el 2"-desoxi-2"-flour y 2°-O-alil aumentan la temperatura de melting
por que el equilibrio conformacional de los mondmeros se encuentra desplazados
hacia la conformacion “norte” consistente con la geometria A de los duplex de ARN
(Cummins L. 1995). Esto permitiria la preorganizacion de las hebras favoreciendo la
estabilidad del duplex. En contraposicion con los datos obtenidos en este trabajo las

modificaciones sobre el oxigeno 2" presentan temperaturas de fusién similares o en



140
Resultados y Discusion@aracterizacion 2°-C-metilnucleésidos en sistemas doble
cadena

algunos casos superiores que el ARN. En la siguiente (Tabla 8) se observan los datos
obtenidos por Odadzic D. y col. para el caso de nucleétidos modificados sobre el
oxigeno de la posicién 2. Como puede apreciarse, mas alla de las caracteristicas
quimicas del grupo adicionado en todos los casos se produce la estabilizacion. Esto
podria explicarse en un modelo en el cual los sustituentes del éxigeno se orientan
hacia fuera de la doble hélice evitando la interaccidbn con atomos involucrados en
interacciones ARN-ARN entre bases. En este modelo el metilo de los 2-C-
metilnucleétidos el metilo podria estar ubicado hacia el interior de la doble hélice con
efectos desestabilizantes.

2’-0-aminoetilU 1
2’-0O-guanidioetilU 3,1
2°-0-alilu 0,4
2’-O-cianoetilU 0,9

Tabla 8 Valores de melting point obtenidos para algunas modificaciones sobre el O 2 obtenidos
en las mismas condiciones que para los 2°-C-metilnucledsidos

5.3 - Experimentos de Dicroismo Circular (DC)

Los datos obtenidos de los experimentos de estabilidad térmica proveen
informacién acerca de la estabilidad de las hélices que si bien es de gran importancia
requiere del empleo de técnicas adicionales para poder racionalizar los efectos de la
incorporacion del nucleétido modificado. Como fue descripto en la introduccion los
duplex de acidos nucleicos pueden adoptar distintas formas o conformaciones. Cada
una de ellas posee propiedades caracteristicas como la conformacién de los restos
ribosa, las distancias entre los fosfatos internucleotidico, distancias entre las bases y el
sentido del giro de la doble hélice, entre otros. Existiendo semejante variabilidad no es
posible realizar ninguna prediccion estructural del impacto de una modificacion sin
conocer primero la estructura global de la doble hélice formada. La técnica de
dicroismo circular aporta informacion en este sentido ya que el uso de la luz polarizada
permite estudiar aproximar a que tipo de doble hélice pertenece la estructura.

El dicroismo circular en los acidos nucleicos depende de la geometria del
apilamiento de la bases, la presencia de distintas bases aumenta la complejidad de los
espectros. En el caso particular del ARN, la forma A se caracteriza por poseer un

maximo en el entorno de los 270 nm, un minimo en 210 nm y valores negativos muy
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pequenos entre 290nm y 300nm. De esta forma es posible apreciar si al introducir una

modificacion se mantiene la estructura general de le hélice.

CD a 202C

Ellipticity [mdeg]

e cONtrol e ) '-C-metildesoxiU

2’-C-metilu e 5 Br 2'-C-metilU

Figura 60 Espectros de dicroismo circular obtenidos a 20°C para los oligonucleétidos

Los espectros obtenidos para los oligonucleétidos modificados (Figura 60) no
muestran cambios globales en la estructura de la hélice, presentando la forma tipica
de una hélice tipo A-ARN. Este dato es de gran importancia porque permite concluir
que la presencia del metilo desestabiliza la cadena en eun entorno local pero mantiene
valores de hélice similares a ARN natural . Si bien se pueden apreciar diferencias en
zonas menores a 200 nm éstas no son utilizadas en el analisis. Las diferencias dentro
del rango analizado (200 nm a 350) no pueden ser atribuidas a priori a ningun efecto

particular.
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5.4 - Conclusiones

Los experimentos realizados permitieron conocer las propiedades de los 2°-C-
metilnculedsidos en un contexto doble cadena. Esta informacién es importante porque
nunca habia sido caracterizada en un sistema ARN-ARN. La mayoria de las
aplicaciones doble cadena requieren de la formacion de duplex estables, tal es el caso
de las herramientas de silenciamiento génico conocidas como ARNi. La combinacién
de experimentos de estabilidad térmica y dicroismo circular es utilizada como un
primer diagnostico para determinar el potencial de distintos nucleétidos modificados en
ARNi (Odadzic D. 2008).

Las temperaturas de melting obtenidas para los oligos con los 2°-C-
metilnucledsidos evidencian la imposibilidad de utilizar estos analogos de nucledsidos
en el campo de los siRNA. En el caso de los 2'-C-metilncleosidos el impacto en la
estructura general de la hélice es local, ya que no existe un corrimiento de los

maximos y minimos como los que se pueden apreciar en los espectros de la figura 61.

ne

L L L 1
210 230 250 270 290 310 330

Figura 61 CD de Duplex ADN-ADN, ARN-ARN y ADN-ARN, estos ultimos adoptan una forma
intermedia entre las forma puras A y B (extraido de (Cummins L. 1995)

En segundo lugar, la presencia del metilo podria aportar resistencia ante las
nucleasas aumentado la vida media en fluidos biolégicos. La posibilidad de mejorar
este aspecto es de gran importancia en el campo de la medicina. En el caso particular
de este trabajo se estudiaron las propiedades de 3 candidatos, la 2°-C-metiluridina y
su analoga 5 Br-2'-C-metiluridina y la 2’-C-metildesoxiuridina. Todos presentan el
grupo metilo que segun datos previos producen un aumento de la resistencia a
nucleasas del orden de 7 veces (Gallo M. 2005). La posibilidad de contar con la base
normal y la bromada fue llevada a cabo como un intento de mejorar la estabilidad del
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duplex, los resultados demostraron que si bien hay una ligera diferencia (0,6°C) ambos
nucleétidos tienen efectos muy desestabilizantes. Por su parte la idea de utilizar el
desoxiderivado encuentra su fundamento en los experimentos que demuestran que el
OH 2" no es necesario, este compuesto parecia poseer todas las caracteristicas
favorables para su utilizacion en siRNA ya que la conformacién del azucar favorece la
estructura tipo A y la presencia del metilo y ausencia del OH podrian aportar una gran
estabilidad quimica y biol6gica. La evidencia experimental demuestra que existe un
efecto no previsto cuya consecuencia mas evidente es la marcada desestabilizacion
de la doble hélice.

Los resultados aqui presentados constituyeron una modificacion de los
objetivos planteados para el trabajo. Se utilizaron los datos obtenidos como punto de
partida para un estudio computacional que permitird comprender el efecto del metilo
en la estabilidad de los duplex. Por un lado permite completar la caracterizacion de la
modificacién y conocer sus propiedades funcionales, dejando abierta la posibilidad
para su aplicacion en futuros desarrollos. Por otra parte la desestabilizacion causada
por el metilo presenta un interrogante muy interesante desde el punto de vista

estructural.
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Resultados y DiscusidhEstudio computacional de 2CMNs en duplex ARN-ARN

6- Estudio computacional de la influencia del
metilo de la posicion 2 en la interaccion ARN-
ARN doble cadena.

6.1- Objetivo:

En el presente capitulo se describen en detalle los resultados obtenidos en la
dinamica molecular realizad a para estudiar el efecto del grupo metilo de la posicién 2°
en la interaccién entre secuencias complementarias de ARN. La intencién del mismo
es llegar a un modelo que explique los resultados obtenidos en los estudios de punto
de fusiéon y de dicroismo circular. La informacion obtenida en estos expermientos
permite, ademas, conocer el comportamiento de estos analogos de nucledsidos en un
contexto de doble cadena ARN vy podria ser util en el disefio racional de

olignucledétidos que contengan 2CMNs
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Los resultados obtenidos en los experimentos de estabilidad térmica y
dicroismo circular para los 2"-C-metilnucledsidos plantean un interrogante, ;como es
posible que la presencia del grupo metil tenga una influencia tan negativa en la
estabilidad de los duplex ARN-ARN sin distorsionar mayormente la estructura tipo A-
ARN de la molécula?

Una de las herramientas disponibles para contestar esta pregunta es la
utilizacién de métodos computacionales. La simulacién in silico permite estudiar
aspectos estructurales y termodinamicos con gran detalle pudiendo seguir transiciones
conformacionales e interacciones con el solvente que resultan imposible de visualizar
de otra manera. En la actualidad es posible realizar simulaciones de oligonucleétidos
gracias al avance en algoritmos y parametros especificos (Norberg J. 2002, Perez A.
2007).

En este trabajo se utilizé el programa AMBER 9 utilizando el campo de fuerzas
parmbs0 (Perez A. 2007) que es un refinamiento del campo del AMBER parm99. El
mismo fue obtenido a través de célculos de alto nivel cuantico, y es el campo de fuerza
mas confiable para acidos nucleicos en la actualidad.

El primer paso para simular los 2°-C-metilnucleésidos en amber 9 fue
incorporar en las bibliotecas del programa la informacion necesaria para que el
programa reconociera estos nucleésidos modificados. La definicion de cada uno de los
atomos que componen a la molécula y su conectividad fue llevada a cabo modificando
los valores de la uridina natural para la 2'-C-metiluridina. El término energético del
metilo no fue modificado con respecto al hidrogeno natural en la posicién 2°. Para
comprobar que esta aproximacién era correcta se realizaron dinamicas moleculares
con el monémero modificado. El objetivo de este experimento fue verificar si el campo
y los parametros utilizados permitirian simular los equilibrios conformacionales y
propiedades obtenidos a partir de los experimentos de espectroscopia de RMN (M. E.
Gallo M. 2005) y difraccién de rayos X del sélido (Biegelman L. 1987).

Las dinamicas fueron realizadas en una caja octaédrica de agua TIP3PBOX.
La utilizacién de solvente explicito permitié la reproduccién de las interacciones y
estructuras formadas por las interacciones entre el agua y el nucleésido. Si bien la
aplicacion de esta estrategia es mas costosa desde el punto de vista del tiempo de
célculo, permite reproducir las estructuras descritas en trabajos experimentales (Barbe
S. 2008) con mayor certeza que el solvente implicito.

Luego de generar el archivo de topologias y coordenadas del monémero 2°-C-
metiluridina se llevo a cabo una dinamica de 11 ns a 298 K. La Figura 62 muestra los
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valores de la energia total, potencial y cinética del sistema durante toda la corrida. Los
datos confirman que el sistema se estabilizé rapidamente después de la minimizacion
y termalizacion (se lleva al sistema de OK a 298 K gradualmente). Se realiz6 el mismo
andlisis con variables como presién volumen y RMSD entre otras. Todas
permanecieron estables durante toda la corrida. La Figura 63 muestra un cuadro de la
dinamica en el que se puede observar una de las conformaciones adoptadas, la

imagen corresponde a una conformacién cercana al promedio.

Resumen Energias Ultimos 12 ns

e e e e . e & ~ e o e

ETO1
EP1O1
| - EKTOT |

F e |

| —

4000 6000 SO 1O0N) 12000

Figura 62 Energia tota ETOT, potencial EPTOT y cinética EKTOT a lo lago de la dinamica,
5000 cuadros= 1ns

Figura 63 Imagen de un cuadro de la dindmica con 2"-C-metiluridina, la imagen muestra una
conformacion cercana 3"-endo de la furanosa con la base en anti

Uno de los aspectos mas importantes que el sistema debia ser capaz de

simular era el equilibrio conformacional del azucar nucleosidico ya que éste es
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determinante para la estructura de los duplex de ARN que serian simulados mas tarde.
En la Figura 64 puede observarse el valor del angulo pseudorrotacional a lo largo de
toda la trayectoria. El valor del angulo varia en torno al promedio en forma constante
durante los 10 ns en torno a un valor de P= a 30,99, este valor es coincidente con el
informado por Gallo y col en experimentos de espectroscopia RMN que corresponde a

una conformacién 3’-endo de la ribosa.

Angulo Pseudorrotacional Monomero
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Figura 64 Angulo pseudorrotacional P a lo largo de la corrida, 5000 cuadros= 1ns
Angulo base

200 T T T T T T T T T

Figura 65 Angulo de la base a lo largo de la corrida, 5000 cuadros= 1ns

El valor del angulo de torsion enlace glicosidico x por su parte indica la conformacién
anti de la base, este valor coincide con los valores experimentales, previamente
obtenidos, en la

Tabla 9 se presenta un resumen de los mismos.
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[ v N =
_ 30 24 30,9 + 0,85

40 33,4 38,8
Conformacion T, T, T,

Azucar

Anti -145,5 -136,41 + 0,38

Tabla 9 Comparacién de los valores caracteristicos de la estructura de la 2°-C-metiluridina

Una vez verificada la validez de la metodologia utilizando el monémero se
investigé la influencia del metilo en la estructura doble cadena para intentar explicar la
causa de la baja afinidad encontrada en los experimentos de temperatura de fusion.
Se model6 la secuencia de ARN natural (WT) utilizada en los experimentos detallados
en la seccion anterior, utilizando esta secuencia fue utilizada como control. A partir de
la misma se simuld la correspondiente a la modificada con la 2°-C-metiluridina. Las
secuencias fueron confinadas en una caja octaédrica de agua TIP3P, las cargas
negativas de los fosfatos fueron neutralizadas con iones Na* para evitar efectos de
repulsion couldmbicas entre los fosfatos. Todas las estructuras fueron minimizadas y
termalizadas antes de la dindmica.

Las moléculas fueron sometidas a una dinamica de 14 ns con un termostato a
298 K, se utilizaron los ultimos 10 ns para realizar el andlisis de los resultados.
Durante toda la trayectoria se mantuvieron constantes los principales indicadores del
sistema, Temperatura, Energia total (E1.; Figura 66), Energia cinética (Exro: Figura 66),
Energia potencial (Ep.; Figura 66), presion, volumen. Ademas se calcularon los RMSD
de las estructuras para verificar la integridad de la estructura (anexo)

Una vez concluidas las corridas se generaron las estructuras promedio
utilizando el programa ptraj para los dos oligonucleétidos, verificando que las
estructuras fueran promediables midiendo pardmetros caracteristicos de la hélice
durante toda la corrida.
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STOT 2°-C-MeU EPTOT 2'-C-MeUU
EKTOT 2-C-MeU RIOEICM 2

......

.....

Figura 66 Diagramas de Energia en funcién del tiempo para la simulacion del ON con 2°-C-
metiluridina. 500 cuadros=1ns

Para cuantificar el impacto de la perturbacion en las interacciones que
estabilizan la estructura de los oligonucleétidos, se estudiaron aspectos estructurales
generales y se profundizé en el analisis de los puentes hidrégeno tipico de las uniones
de tipo Watson-Crick, el stacking entre las bases y la hidratacion.

6.1.2- Estructura general

La imagen de la Figura 67 muestra la estructura promedio del oligonucle6tido
modificado con 2’-C-metiluridina superpuesta con la estructura del oligonucleétido
natural (WT). Como puede apreciarse en la imagen, no hay una modificacién masiva
de la estructura de duplex. La Tabla 8 muestra los valores obtenidos durante el
andlisis de la estructura modificada, en términos generales se mantienen las
caracteristicas de las hélices tipo A-ARN, en el entorno de la modificacién la estructura
se ve afectada y no puede ser considerada tipo A. Esto es consistente con los datos

obtenidos en los experimentos de dicroismo circular.
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<

A B

Figura 67 Estructura promedio de los oligonucleétidos wt (gris) y modificado con 2°-C-
metiluridina (azul)

GA/UC -1.84 8.53 1.71 -5.78 7.59 4.24 A
AA/UU  -2.04 8.61 1.63 -6.79 7.37 4.75 A
AA/UU  -1.92 8.64 1.62 -6.65 7.31 4.89 A
AA/UU  -1.71 8.69 1.65 -6.37 7.39 4.87 A
AG/CU -1.75 8.81 1.44 -6.79 7.13 5.37

GA/UC -2.29 8.78 1.36 -5.71 8.53 2.35

AA/UU  -2.35 8.70 1.87 -8.92 6.99 5.52 A
AA/UU  -1.94 8.61 1.84 -6.71 7.46 4.67 A
AG/CU -1.82 8.56 1.98 -7.07 7.16 5.09 A
GA/UC  -1.90 8.57 1.81 -6.27 7.38 4.72 A
AA/UU  -2.03 8.63 1.51 -5.85 7.80 4.01 A

Tabla 10 — Valores calculados para determinar la forma de la hélice en cada par de bases

La conformacién de los azucares es uno de los principales factores que
determinan la estructura del esqueleto de los oligonucleétidos. En el caso del ARN, la
conformacion 3"-endo es la favorecida. Los 2'-C-metilnucledsidos en solucién presenta
mayoritariamente la conformacién °T,, con un ligero exceso poblacional en esta
conformacion con respecto al equilibrio de los ribonucledsidos naturales. La premisa
de este trabajo se bas6é en que esta conformacion sumada a un correcto
posicionamiento de la base natural permitiria reproducir las interacciones del ARN
aportando estabilidad a nucleasas por la presencia del metilo en el entorno del fosfato
internucleotidico. La conformacion al inicio de la dinamica para el azucar del 2'-C-
metilribonucleosido fue 3-endo cambiando luego de 3 ns en un minimo con

conformacion C4’exo. La Figura 65 muestra los valores de los &ngulos de la furanosa
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modificada U* y los valores promedios obtenidos para la uridina natural. La
modificacién del valor del angulo P de U* corresponde a una transicién a valores
relativamente cercanos en el ciclo pseudorrotacional hacia la zona Este. La
modificacién de la conformacioén del azucar probablemente sea consecuencia de la
necesidad de modificar parametros estructurales locales para mantener la estructura
general de doble hélice, demostrando que si bien la conformacion del nucledsido en

solucién es la correcta no se mantiene al ser incorporado en un oligonucleétido.

base vO vl v2 v3 v4 tm P Puckering
77U 234 60 12.0 -26.4 318 30.9 672 C4-exo
70 23 -21.7 351 -37.9 257 379 222 C3-endo

Figura 68 Valores de los angulos de torsién de la ribosa y conformacién del aztcar 2°-
C-metilnucle6-sido promedio vs wt, la leyenda indica los valores de cada angulo y la
conformacion correspondiente a esos valores

El analisis detallado de la posicion del metilo permite verificar que éste es
posicionado hacia el interior hidrofébico de la molécula, intercalando los hidrégenos
entre la base de posicion modificada U* y la del vecino n-1, la presencia de este

grupo voluminoso desplaza a la base de la posicion vecina en el sentido 3°.
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Figura 69 A- Difinicion del angulo utilizado para el analisis N1-C1-C2"-X B- Valores de cada
uno de los dtomos analizados durante 10 ns: X= ; Carbono del Metilo del 2’-C-metilnucleosido
(verde), H1 del metilo azul), C5 de base vecina n-1 (amarillo), Limites del area de la base
(negro y rojo) ;C) Valores de 4tomos en la secuancia no modificada X: H 2°(verde) , C5 de base
vecina n-1 (azul),
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La figura 69 muestra en detalle el sistema utilizado para el andlisis posicional
del metilo. El grafico muestra la posicién del carbono del metilo y de 1 de los
hidrogenos utilizando como parametro el angulo diedro N1-C1°-C2°-X. Este angulo
permite ubicar la posicion de estos atomos con respecto a la base. Los valores limites
de esta area estan delimitados por los angulos dierdros formados con los atomos
exociclicos de la base H6 y O2. Este sistema se puede interpretar facilmente el
sistema si se considera al observador en la base siguiente de la cadena y se asume a
la base como una superficie delimitada por los planos a 50° y -50° (ver figura 69), éste
sistema permite proyectar las posiciones de cada uno de los atomos analizados sobre
la superficie de la base.

El analisis de la posicion del H2 del nucledsido natural (en el ON no modificado
de la Figura 36) demuestra que este se posiciona en el centro de la doble hélice con
una ligera tendencia a valores negativos, la base vecina o n-1 se posiciona en valores
cercanos a 0° por lo que se puede deducir que se encuentra sobre el H de la posicion
2°del nucleédsido vecino. Para demostrar que el metilo del nucleésido modificado se
ubica en la zona central de la hélice los valores tendrian que estar dentro de este
rango (-50° a 0°). Esto puede verificarse observando los valores del carbono del metilo
y de uno de los hidrégenos, ambos posicionados toda la dinamica sobre la base. Los
Hidrégenos adoptan valores inferiores a 0° durante toda la corrida. Es posible concluir
entonces que el metilo se orienta en la zona de apilamiento de la bases produciendo
una distorsion en la posicion de la base vecina. Tanto el carbono del metilo como sus
hidrogenos permanecen en las misma zona que lo hace el H2 del nucleésido natural,
si se tiene en cuenta el volumen del grupo es posible explicar el desplazamiento de la
base vecina. La primera evidencia de la magnitud de la distorcion queda de manifiesto
en la modificaciéon del valor del carbono 5 de la base vecina en el oligonucleétido
modificado con respecto al del natural.

Mas alla del analisis utilizando una proyeccion sobre una superficie, el efecto
sobre la posicion en tres dimensiones de la base es detallado y cuantificado mas
adelante utilizando una metodologia normalizada. A modo de introduccion y con fines
puramente ilustrativos, se puede ver el efecto del metilo en la posicién relativa de las
bases (Figura 70). La diferencia en A entre las bases en las estructuras promedio WT
en color gris (5,42 A) y la que contiene la 2'-C-metiluridina (3,87 A). Como se explica
mas tarde esa perturbacion modifica las interacciones de puente hidrégeno, stacking y
de hidratacion.
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Figura 70 Superposicion de las estructuras promedio del ON WT (gris) y el modificado con 2°-
C-Metiluridina (Azul) las distancias entre las bases demuestran la perturbacién producida por el
metilo en las estructuras promedio.

6.1.3- Puentes hidrogeno.

La interaccién de tipo puente hidrégeno es uno de los factores de estabilizacion
de la doble hélice. Entre los descriptores que se utilizan habitualmente para cuantificar
la intensidad de esta interaccion podemos mencionar el tiempo de ocupancia y el
tiempo de vida media entre un dador y un aceptor de puente hidrégeno. Segun
calculos empiricos cada puente hidrégeno formado entre un par de bases aporta un
factor de estabilizacion de entre -0,5 a -1,5 Kcal/mol. Se ha sugerido que este rango se
debe a una competencia secuencia especifica entre stacking y puentes H por lo que
varia de acuerdo a las bases involucradas. Se ha propuesto también que la
modificacién del numero y caracteristicas de los puentes hidrégeno tiene influencia
directa en las interacciones de stacking causadas por una redistribucion electronica en
la base (Turner D. 1987).

La Figura 71 muestra los resultados obtenidos tras analizar la formacion de los
puentes hidrégeno a lo largo de todas la trayectorias utilizando el programa ptraj. El
desplazamiento de las bases producido por el grupo metilo de la posicién 2” tiene un
impacto negativo en la vida media de los puentes hidrégeno entre las bases vecinas a
la perturbacion. La ocupancia o porcentaje del tiempo que el puente esta formado
también estd disminuido en una de las bases adyacente a la uridina modificada. La
modificacion afecta a la molécula en forma direccional hacia el extremo 3" evidenciado
en la vida media relativa al control no modificado que presenta valores por debajo de
20 %. Esto parece indicar una movilidad mayor de la bases de la estructura
modificada.
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Figura 71 Caracteristicas de los puentes hidrégenos entre cada uno de los atomos
involucrados en las uniones de Watson-Crick para las bases (n-1, AU) (n, AU*) y (n+1 CG) A)
llustracion de los puentes H analizados B) vida media relativizada al wt C) ocupancia.
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6.1.4- Stacking

La interaccién hidrofobica entre las bases es una de mas relevantes en los
acidos nucleicos. Junto con los puentes hidrogeno y la interaccion con aguas
circundantes estabilizan las estructuras tanto del ARN como del ADN. Los principios
fundamentales de esta interaccion aun se encuentran en discusion, pero en lineas
generales se asume que el stacking esta dominado por interacciones no
electrostaticas (Luo R. 2001). Este tipo de interaccién depende de la estructura
electronica de las bases y de factores geométricos por lo que es secuencia
dependiente. Mas alla de la discusién sobre el aporte de cada uno de los diferentes
tipos de interaccion, el stacking es uno de los parametros a analizar al evaluar el
impacto producido por la incorporacion de en un nucleétido modificado. El andlisis
consiste en la cuantificacién geométrica de la superposicion de la bases la cual fue
definida en un grupo de trabajo internacional (Dickerson R. 1989). Uutilizado
anteriormente para estudiar oligonucle6tidos modificados con LNA (lvanova A. 2007)

Este analisis descompone la distorsion de la estructura en una serie de
distancias y dngulos que son comparados con valores de referencia. Estos parametros
son utilizados para describir la estructura de los &cidos nucleicos. En la

Figura 72 se puede observar un diagrama de bloques de las bases generado a
partir de la estructura promedio del ON modificado con 2'-C-metiluridina, donde se
puede apreciar que la posicion de la base que esté indicada con la flecha claramente
difiere de las demas.

Figura 72 Diagrama de las bases de ON modificado con 2’-C-metiluridina generado
con el programa X3DNA, Las flechas indican el sitio de la distorsién causada por el metilo.
Ambas imagenes corresponden a distintos punto de vista del ON modificado
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La Figura 73 muestra los valores obtenidos para los parametros de stacking
entre cada uno de los pares sucesivos para los dos ON aqui estudiados. Los mismos
fueron calculados utilizando el software X3DNA (Lu XJ 2008) el cual permite evaluar
cada uno de estos parametros y referirlos a valores establecidos como referencia. Este
programa no solo brinda informacién de las bases sino que también fue utilizado para
calcular todos los angulos y distancias de interés para la descripcién de estructuras de
ARN y ADN como conformacion de los azlcares, distancias entre fosfatos etc.
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(Twist, Roll, Tilt expresados en grados Shift, Slide y Rise en A)
Figura 73 Valores para pares de bases sucesivos para cada uno de los oligonucleétidos
analizados
Los parametros aqui presentados aportan informacion sobre la posicion de un
par de bases respecto a su par vecino y son valores geométricos simples referidos a
coordenadas internas de cada par de bases. El algoritmo utilizado es preciso y

reversible, permite la reconstruccion de la estructura a partir de los valores que da
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como resultado, por ejemplo la distancia entre el centro de un par de bases respecto al

vecino esta definida por la ecuacion /Shift? + Rise? + slide? y el angulo de

inclinacion entre dos pares de bases por VRoll? + Tilt?. La Figura 73 muestra cada
uno de los parametros y su presentacién grafica.

El analisis detallado de los datos obtenidos permite advertir distorsiones
importantes en la mayoria de los indicadores estructurales para los pares de bases
cercanos al metilo del nucle6sido modificado (U*).

El descriptor comunmente denominado Twist se define como el angulo que es
necesario rotar un par de bases sobre el eje de la hélice para que coincida con el
siguiente. En general este parametro presenta oscilaciones tendientes a aumentar el
solapamiento entre pares de bases (Bloomfield 1999), siendo los valores altos en una
posicion son contrarrestados por valores menores en el paso siguiente. EI ON
modificado con 2°-C-metiluridina (Ume) presenta un desplazamiento de la base
respecto al promedio de -4,87° A. La siguiente base no tiene la libertad estructural
para compensar la perturbacion causada por una clara distorsién en el apilamiento de
las bases.

El siguiente valor afectado es el Shift, o desplazamiento en el eje x. Este esta
afectado en forma similar tanto en la posicion de la modificacion como en las
posiciones vecinas (n-1, n+1), En ambos casos se observa un desplazamiento de 0,8
A sobre el eje x entre las bases separadas por el metilo. Este corrimiento reduce las
posibles interacciones de stacking pero permite generar el espacio para albergar al
metilo.

Otro valor que permite verificar la influencia del metilo interfiriendo en el
stacking es el angulo entre las bases sobre el eje Z denominado Tilt. La presencia del
metilo genera una diferencia de 7,5 °.

Por su parte el valor de Roll indica si la apertura de pares de bases sucesivos
esta orientada hacia la gruta mayor o la menor de la hélice. En el caso del Ume este
pardmetro presenta un valor anémalo. Sin embargo, resulta dificil extraer una
conclusién debido a la alta distorsion del valor Propeller Twist (ver mas adelante).El
valor de rise o distancia entre las bases en el eje Z esta modificado en las bases
cercanas a la 2-C-metiluridina , pudiendo apreciarse un claro un aumento en la
distancia en los pares de bases.

La perturbacion causada por el metilo de la posicion 2'sobre las bases puede
ser apreciada mejor observando los parametros que describen pares de bases
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individuales. Esto se debe a que la presencia del metilo repercute en mayor medida
sobre la base de la cadena que contiene la modificacion, las bases de la cadena
complementaria a la modificada presentan un menor grado de alteracién.
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(Shear Strech Stragger en A; buckle Propeller Opening en grades)
Figura 74 Valores para pares de bases individuales de cada uno de los oligonucleétidos

analizados

Los valores de bases individuales permiten identificar con precisién el efecto
causado por el metilo. Los parametros que presentan mayores diferencias con
respecto al control son buckle, stragger , propeller y opening (Figura 74). Buckle y
propeller son las dos componentes mayoritarias del desplazamiento que sufren las
bases para acomodar el metilo, dado que el espacio entre la bases o stacking esta
gobernado por interacciones hidrofébicas es de esperar que el metilo sea orientado en
ese sentido y no hacia el exterior poblado con aguas. El oligonucleétido modificado
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presenta un alto grado de Buckle en las dos bases hacia el extremo 3" de la
modificacién, siendo de 17,5° para la primera y 10,65° para la segunda, esto
demuestra que la perturbacién afecta en forma direccionada a las bases y que el
efecto se propaga a mas de un par de bases. Dado que el par de bases afectado en
un CG podria esperarse un efecto ain mayor si en su lugar hubiera un par AU que
posee menor estabilidad y un puente de hidrégeno menos.

Por su parte, el valor de Propeller estd igualmente incrementado. El
desplazamiento de una base respecto a la otra evidencia nuevamente el efecto del
metilo interponiéndose en el espacio hidrofébico. La influencia del metilo en la posicién
de la base vecina también se manifiesta en los valores anémalos del angulo del enlace

glicosidico x resumidos en la Figura 75 que justifican los resultados en el parametro

propeller. El grafico también permite observar que le efecto esta direccionado hacia el

extremo 3".

Enlace Glicosidico (x)

-120
-125
-130

-135 A
-140 AN
145 / N\

-150
-155

-160

U U C u* U U
——2'-C-metil —S—WT

Figura 75 Valores del angulo de torsidon del enlace glicosidico para la cadena correspondiente
a la modificacién

El valor denominado stragger indica la distancia entre los planos de las bases
enfrentadas respecto al eje interno Z. El ON modificado presenta una modificacion de
aproximadamente 0,6 A con respecto al secuencia natural, se observa nuevamente
una propagacion de este efecto en las bases mas cercanas al extremo 3°.

Los valores de Opening estdn levemente alterados en la zona cercana a la
modificacion pero al igual que en los valores de strech no se espera una modificacion
masiva de estos parametros como podria encontrarse al sustituir un atomo de la base

con un grupo voluminoso.
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6.1.5 -Parametros Generales de Hélice

De la misma forma que se analizan los pares de bases individualmente y con

respecto al par sucesivo, es posible realizar una descripcion global de la estructura de

la hélice. Para ello es necesario determinar algunos descriptores que estan referidos a

coordenadas externas a los pares de bases. De esta forma se puede conocer la

estructura general, de la misma forma que se podria describir a una escalera por la

posicion de sus escalones.
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Figura 76 Parametros generales de la hélice

Los resultados obtenidos para las estructuras promedio de los ON (
Figura 76) permiten apreciar con claridad las desviaciones producidas por la

presencia del metilo de la posicion 2°. Los valores Tip (inclinacion sobre el eje y) , y-
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disp (desplazamiento en el eje y), x-disp (desplazamiento en el eje X) e incl.
(inlcinacion sobre el eje X) presentan oscilaciones en la zona de la modificacion que
claramente superan las de la secuencia control. Este efecto es muy importante en las
posiciones cercanas a la modificacion, las restantes poseen valores muy cercanos a la
molécula control, manteniendo la caracteristica principal de la cadena tipo A-ARN.
Estos datos concuerdan con los obtenidos experimentalmente mediante Dicroismo

Circular.
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6.1.6 Hidratacion

Existen numerosas razones para estudiar las interacciones de los acidos
nucleicos con el agua ya que existe una relacion muy estrecha entre el grado de
hidratacion y su estructura. La modificacion de la estructura del ADN a distintos
valores de humedad es un claro ejemplo, éste adopta la forma B cuando la humedad
relativa es mayor al 85%, por debajo de este valor y hasta un 75% de humedad su
forma es A, y si la humedad es aun menor es posible encontrar una estructura
desordenada. Existen estudios de espectroscopia infrarroja IR y cristalografia de rayos
X en los cuales se identificaron redes de hidratacion que resultan fundamentales para
mantener la estructura de las hélices. (Water and Biological Macromolecules 1993).

La capacidad de formar puentes Hidrégeno del agua con los grupos dadores y
aceptores de protones de los acidos nucleicos conlleva a la formaciéon de una red
transitoria e imperfecta de moléculas de agua. La formacién o disrupcién de la misma
produce un descenso o aumento de la entropia respectivamente. La introduccion de
grupos hidrofébicos en un sistema acuoso produce la formacion de clusters de agua
con un AS negativo. De hecho el caracter hidrofébico de las bases de los acidos
nucleicos son la causa de su baja solubilidad y la tendencia a asociarse por medio del
stacking.

Para cuantificar el efecto de la presencia del metilo sobre el grado de hidratacién
se estudid el patron de hidratacién de los atomos cercanos al metilo, en particular los
atomos capaces de formar puente hidrégeno de las bases, la posicion 2° de la
modificacion y el oxigeno 4°de la posicion vecina. El andlisis fue realizado siguiendo
una metodologia utilizada para caracterizar las propiedades de solvatacion de
dominios de proteinas (Di Lella S. 2007). El método consiste en estudiar la funcién de
distribucion radial g(r) de las aguas alrededor de un &tomo, esto se realiza
contabilizando la cantidad de moléculas de agua en un rango diferencial (dr) de
alrededor de 1 A alrededor de la distancia r de un atomo. La informacion obtenida fue
normalizada considerando el volumen accesible para las moléculas de agua alrededor
de cada atomo.. Los angulos © y ¢ fueron definidos de la siguiente forma: © es el
angulo formado por el atomo de Oxigeno de las aguas, el &tomo aceptor/donor del
acido nucleico y un tercer atomo de referencia. Por su parte el angulo ¢ esta definido
por el atomo de Oxigeno de las aguas, el atomo donor/aceptor y dos atomos de
referencia unidos entre si, uno del los cualeas esta unido al donor/aceptor . El volumen

accesible fue calculado a partir de las distribuciones de los angulos translacional g(®)
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y diedro g(¢) que se encuentran esquematizados en la Figura 77. Estas distribuciones
fueron encontradas contando la cantidad de moléculas de agua en un diferencial (d®)
alrededor de un angulo ¢ y d¢ alrededor de un angulo ©. Para ambas funciones
angulares solo fueron tenidas en cuenta las aguas correspondientes a la primera
esfera de solvatacion (determina a partir del gr

]

O (agua)
C /O_%
(ref@;

(donor-/Aceptor)

C (ref2)

Figura 77 Definicion de los angulos © , ¢ y distancia r

De los valores de g(©) y g(¢) obtenidos para cada molécula de agua se
realizaron graficos de dispersion bidimensionales. Estos permiten describir la
distribucion espacial de las moléculas de agua a lo largo de toda la dindmica
determinando los lugares con maxima probabilidad de encontrarlas. De esta manera
es posible cuantificar el efecto del metilo en cuanto a cantidad de aguas cercanas a
cada atomo y a su distribucién espacial.

El primer grupo analizado es el oxhidrilo de la posicién 2" del nucleésido
modificado ya que es la caracteristica distintiva de esta modificacion. A continuacion
se detallan los resultados obtenidos para el oxhidrilo de la posicion 2°en el ON con
uridina natural y con 2°-C-metiluridina (Figura 78).. En el grafico de g(r) vs r se puede
observar la presencia de una pico correspondiente al agua unida al oxhidrilo a unos 3
A del nucleo del oxigeno, luego se ve un descenso tipico y a r = es esperable
encontrar agua con densidad 1. El pico de hidrataciéon encontrado es menor en el Ume
que en el wt (ver Figura 78). Esta disminucion era esperable dado el mayor volumen
del metilo respecto al H2". Los valores numéricos se encuentran resumidos en el
grafico de barras de la
Figura 79, los datos fueron normalizados por lo que muestra el valor maximo del pico
respecto del valor del agua libre. El grafico de distribucidn muestra una ligera
concentracion de la zona accesible al agua que coincide con lo esperado ya que el
volumen del metilo reduce la superficie accesible para el agua.
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Figura 78 a) Funcién de Distribucién radial del OH 2’para el nucleétido Ume y WT, b) diagrama
(histograma) de la distribucién de las aguas en funcién de los angulos ¢ y ©

De la Figura 79 puede concluirse que si bien hay una reduccién de la cantidad

de agua en la zona cercana al oxhidrilo 2" para la secuencia modificada, el metilo no

produce la pérdida del pico de hidratacién y la distribuciéon del agua no se ve muy

alterada. Esto puede ser explicado observando las estructuras superpuestas y la zona

de accesibilidad de solvente la Ume y el WT (Figura 80 a, b y c), el metilo y el

hidrogeno del nucledsido se encuentran en el mismo plano. El oxhidrilo se posiciona

hacia fuera de la hélice, de manera que ambas superficies accesibles son similares

(ver Figura 80). La imagen también permite ubicar el area de hidratacion en un

contexto mas general.
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Figura 79 Valores comparativos del los picos de hidratacién encontrados en los gder
relativizados al agua libre

Los resultados obtenidos en las dindmicas sumados al hecho de que el duplex
modificado con 2°-C-metildesoxiuridina (dUme) posee una temperatura de fusion
mayor que el modificado con el Ume demuestra que en este caso la alteracion del
patron de hidratacion no es la principal causa de la inestabilidad. Es posible que la
presencia del oxhidrilo interaccionando con la red de agua fuerce al azdcar a modificar
su conformacion, llevando el metilo aun més cerca de la cavidad hidrofébica entre las

bases que en el caso del dUme.

Figura 80 Superficies accesibles para el agua en el ON Ume (azul) y el WT (roja), la tercera
figura permite ubicar las zonas accesibles en el contexto general de la molécula.

Por otra parte los grupos donores/aceptores de puente hidrogeno de las bases
cercanas ala modificacion (n-1, n, n+1) muestran algunas diferencias en los picos de
hidratacion respecto al agua libre, estas variaciones no son masivas pero van de la
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mano de los efectos ya mencionados para el stacking y los puente Hidrégeno. Para
comprender la razén por la que la distribuciéon de las aguas no esta tan afectada es
necesario mencionar algunos aspectos sobre la red formada por las aguas en el ARN.
Segun datos obtenidos en experimentos de rayos X existen dos redes formadas entre
las aguas y atomos del ARN, la primera es horizontal e involucra d&tomos de la gruta
menor y los oxigenos 2. Esta red cubre el espacio de separacion de los O2" de
nucleétidos enfrentados utilizando los nitrégenos y oxigenos de las bases como sitios
de anclaje. En la Figura 81 pueden observarse diagramas de estas redes (P. M. Egli
M. 1996) .
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Figura 81 Redes de hidratacién horizontal de la gruta menor y vertical de la gruta mayor

La gruta mayor también se encuentra estabilizada por redes de hidratacién
ordenadas. Esta red vertical une a los Oxigenos de los grupos fosfatos entre si, con
posiciones de la base orientadas hacia la gruta mayor. Estos puntos conforman
“celdas unitarias” con geometria pentagonal, sigueniendo suavemente la curvatura de
la hélice.

Las diferencias en las distancias entre los atomos que forman parte de la red
de aguas entre las bases (red horizontal), causadas por la presencia del metilo es
cercana a 1 A en los Unicos casos que presentaron variaciones respecto al WT. Figura
82. Podria concluirse que no hay diferencias que permitan adjudicar a la hidratacion la
baja afinidad encontrada en los experimentos de estabilidad térmica.

Por su parte, las distancias de los atomos involucrados en la red de hidratacion
vertical (oxigenos de los fosfatos) se encuentran un poco mas alejados en la
estructura modificada que en la natural. El ligero aumento de la distancia entre el O1P
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del nucleésido modificado con el O4 de la base y de éste con el siguiente fosfato
podria tener un pequeno efecto distorsivo, levemente mas marcado que en el caso de

la red horizontal.
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Figura 82 Distancias entre atomos de las redes de agua WT (rojo) Ume (negro) a- Distancias
utilizadas para el andlisis de la red vertical de aguas, b- Distancia O2" -O2 en el sitio de
modificacién c y d- distancias alteradas en la red vertical de aguas
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6.2 Conclusiones

Los datos aqui presentados muestran claramente que la baja estabilidad
térmica de los duplex formados por oligonuclétidos modificados con 2°-C-
metilnucledésidos no se debe a un Unico factor sino que es el resultado de una
sumatoria de alteraciones estructurales. La introduccion del metilo en la posicién 2°
afecta principalmente a las bases y consecuentemente al apilamiento o “stacking”.

El segundo factor de estabilizacion que se ve afectado, en menor medida, es el
patron de puentes hidrégeno. Estos parecen reflejar una mayor movilidad de las bases
que en el daplex natural, que modifica tanto la distancia como el angulo de los donores
y aceptores de punete hidrégeno.

Por su parte, el estudio preliminar del patron de hidratacién de distintos atomos
cercanos a la perturbacion permite concluir que ésta no se ve mayormente afectada.
La distancia entre estos atomos permitiia mantener las redes de hidratacion sin
alteraciones masivas.

Otro parametro estructural de interés que fue estudiado es la conformacioén del
azucar modificado. Dado que la conformacion de los 2CMN formaba parte de la
hipbtesis de este trabajo, se determind el valor del dngulo pseudorrotacional para la
2°-C-metiluridina en un entorno doble cadena ARN. El mismo se encuentra en valores
cercanos al 4-exo en lugar de 3"-endo presente en los demas nucleédsidos,
demostrando que la conformacién de los 2CMNs en un entorno doble cadena puede
difierir del nucledsido en solucion. Una posible explicacion es que la modificacién del
valor del angulo pseudorrotacional permitiria a la molécula acercar el metilo al interior
hidrofébico y minimizar la repulsién con las aguas circundantes. El estudio posicional
de los atomos del metilo demostré que éste se intercala entre las bases produciendo
un desplazamiento de las mismas. Otra caracteristica observada durante los
experimentos es que la distorsion en la geometria de las bases se propaga a lo largo
de la cadena en forma unidireccional, en sentido del extremo 3°. Este efecto apreciable
Unicamente en la cadena que la contiene, siendo muy poco percetible en la
complementaria. Debido a sus caracteristicas asimétricas ésta modifciacion podria ser
utilizada en alguna aplicacion que requiera la desestabilizacién selectiva de una doble
hélice.
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7- Actividad de las ribozimas cabeza de martillo
modificadas

7.1 Objetivo

El presente capitulo describe los ensayos realizados para estudiar la aplicacion
de ribozimas modificadas con 2°-C-metilnucledsidos en la reduccion de la expresién de
genes en células. Los experimentos realizados intentan determinar el impacto de la
incorporacion del metilo en la actividad de la ribozima, en particular en la relacion

actividad/resistencia en un sistema celular con relevancia clinica.
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La utilizacion de ribozimas como agentes de silenciamiento génico con 2°-C-
metilnucledsidos en posiciones labiles del nucleo catalitico fue estudiada por primera
vez por nuestro grupo (Gallo M 2005). En ese trabajo se ensayaron distintas ribozimas
para verificar su actividad in vitro y su resistencia ante nucleasas en distintos medios.
Los resultados demostraron que la introduccion de 2°-C-metiluridina en el core
catalitico de la ribozima cabeza de martillo produce un descenso en la cinética de
hidrélisis del sustrato similar en magnitud al aumento de la resistencia ante nucleasas.
Este antecedente fue una primera aproximacion en la determinaciéon del potencial de
estos analogos de nucledsidos en el campo de las ribozimas. El paso I6gico entonces
consiste en determinar la influencia de esta modificacidon en un entorno celular. Este
contexto presenta una alta complejidad que no puede ser reproducida en
experimentos mas simples. Antes de realizar una discusion sobre los resultados
obtenidos es importante comprender que los resultados de actividad presentados en el
trabajo de la Dra. Gallo fueron realizados midiendo una de las constantes cinéticas
involucradas en el proceso completo, la ko o cinética de la reaccion de hidrdlisis. En
este trabajo se disefaron y sintetizaron ribozimas para llevar adelante estudios de
actividad en células que permiten cuantificar la relacion actividad/estabilidad

incluyendo todas las variables presentes en un sistema celular.

7.2 Diseno de la Ribozima

El proceso completo para un ciclo de hidrélisis de una molécula de ARNm
consiste en los siguienyes pasos: 1- Asociacién de la Ribozima con el ARNm, 2-
Reaccién de hidrdlisis, 3- Disociacion de la ribozima del extremo 3’del producto y del
extremo 5°. Cada uno de estos procesos posee una cinética particular regida por
diversos factores que pueden provocar que el paso lento se modifique de acuerdo al
caso. Los multiples factores que pueden afectar estas constantes en un entorno

celular incluyen:

1- La accesibilidad del la Ribozima a la secuencia blanco de ARNm que depende
de la estructura secundaria y terciaria del mensajero. También es determinante la
presencia de proteinas de unién a ARN que pueden competir por el sitio de unién. Otro
factor de importancia es la baja concentracién de Mg* intracelular en comparacién a la
utilizada en los experimentos in vitro y la presencia de policationes. (Birikh K. 1997)
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Como fue mencionado con anterioridad los cationes juegan un rol fundamental en la

formacién de estructuras doble cadena.

2- La uni6bn entre los brazos de reconocimiento y las secuencias
compementarias del sustrato es un punto a tener en cuenta ya que juega un rol de
gran importancia. EIl AG de formacion del duplex debe ser menor que el de otras

posibles interacciones intramoleculares tanto en la Ribozima como en el ARNm.

3-Una vez que la Ribozima hibridiza sus brazos de reconocimiento con el
sustrato, debe ser capaz de adoptar la conformacién activa, en este punto la
flexibilidad del sitio catalitico resulta fundamental para llegar al estado de transicion.
Una vez hidrolizado el sustrato es necesario que los fragmentos liberen a los brazos
de reconocimiento. Por ello la afinidad de los productos hidrolizados por lo brazos de

reconocimiento de la ribozima compromete la actividad catalitica.

Ademas de estos factores propios de la ribozima y su blanco existen otros
condicionantes que pueden resultar determinantes, uno de ellos es la
compartimentalizacién de las ribozimas dentro de la célula y la estabilidad de las
mismas (Birikh K. 1997) frente a las nucleasas.

Dada la gran cantidad de variables resulta dificil poder prever la actividad de una
Ribozima mediante analisis in vitro. Por esta razdén se disefid una Ribozima dirigida
contra el ARNm del Recetor de estrégenos o (RE) para intentar reducir su expresion
en células de cancer de mama humano (MCF-7). La eleccién de este sistema de
estudio se basé en la relevancia clinica del mismo ya que es blanco de la drogas como
el Tamoxifeno utilizadas para el tratamiento de pacientes con esta dolencia (ER +);
tanto en estado temprano como avanzado y como método preventivo en mujeres con
alta probabilidad de contraerla. La reduccién de los niveles de expresion de este
receptor por debajo de un valor critico podrian prevenir la activacion de las vias de
transcripcién del ER-a y ademas promover la apoptosis (Hai-Jing Fu. 2006). Resulta

de especial interés en casos en los que se genera resistencia al tamoxifeno.

Otra razon que llevd a la eleccién de esta proteina como blanco es que se
conocian los sitios accesibles del ARNm por trabajos anteriores con oligonucleétidos
antisentido (Taylor A. 2001) y ribozimas generadas a partir de un vector de ADN
(Lavrosky Y. 1999). Esto permitié disefiar una ribozima sin tener que determinar las

zonas donde la estructura secundaria del mensajero permite su acceso. Generalmente
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estas zonas son buscadas mediante el uso de bibliotecas combinatorias que por el
gran numero de secuencias presentes pueden reconocer cada uno se los sitios de
hidrélisis expuestos (Birikh K. 1997). Dado que el objetivo central del trabajo es
comparar la actividad de la Ribozima modificada con 2°-C-metilnucleétidos se utilizé
un sistema parcialmente caracterizado para evitar los pasos para disefar una ribozima

completamente nueva.

Una vez elegidas las zonas blanco fue necesario verificar la accesibilidad de la
secuencia blanco y poner a punto las condiciones de transfeccion de la células para
asegurar un resultado positivo con el cual comparar la actividad de las ribozimas. En
este punto se utilizaron secuencias de ADN con actividad RNAasa (conocidas como
DNAzimas o enzimas de ADN). Estas moléculas poseen, al igual que las ribozimas,
dos sitios de union a ARN o brazos de reconocimiento y un core catalitico que permite
hidrolizar el ARNm en forma especifica sobre el fosfato internucleotidico de un par
purina-pirimidina (Tong-Hong W. 2008). La principal ventaja del uso de DNAzimas
para la puesta a punto es que son mas resistentes a nucleasas que las ribozimas de
ARN natural y mucho mas econémicas que las ribozimas con nucleo6tidos modificados.
Esto permiti6 realizar multiples experimentos para arribar a las condiciones adecuadas

de transfeccion y cuantificacién de los niveles de expresion.

Utilizando tres secuencias descriptas en los trabajos citados anteriormente como
“molde” se sintetizaron tres DNAzimas de ADN natural. Las zonas blanco del ARNm
se detallan en la Figura 83. Dos corresponden a la zona de N-terminal (DNAzimas 2 y
3) que se enuentran indicadas en la figura 83, la restante corresponde a la zona

cercana al codén de inicio.
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Figura 83 Probable Estructura secundaria mas estable para la zona del ARNm codificando el
dominio N-terminal, el dominio de unién a ADN, y parte del sito de unién de esteroides. Los
sitios de corte de cada una de las DNAzimas se indican en negro-la ribozima 3 se encuentra en
una zona cuya estructura secundaria no fue calculada.

Las transfecciones de las DNAzimas fueron realizadas utilizando un sistema de
lipidos o liposomas (DOTAP vy Oligofectamina, Invitrogen) (Weisman S. 2004),
(Machida K 2006). Luego de realizar ensayos de microscopia confocal en los que no
se detectd actividad con preparaciones con DOTAP-nucle6sidos se decidi6é utilizar
Olifectamina.

Para poder cuantificar la actividad de las ribozimas modificadas fue necesario
desarrollar un protocolo de transfeccién que no introdujera efectos inespecificos y
asegurara la viabilidad de las células hasta el momento de determinar los niveles de
expresion del receptor. El primer paso entonces fue establecer el limite de toxicidad de
la mezcla DNAzima-Oligofectamina para las células MCF-7. Para reproducir el efecto
causado por la incorporacién de nucleétidos superiores a los niveles fisiol6gicos se
disend un oligonucleétido de la misma longitud y composicion nucleotidica que una de
las DNAzimas. Esta secuencia fue disefiada para que no fuera complementaria a
ningun mensajero del genoma humano, lo cual fue verificado utilizando las base de
datos nucleotide BLAST (NCBI s.f.). La proporcién de oligonucle6tido y oligofectamina
fue establecida en el limite superior declarado por el fabricante. La toxicidad se
determiné mediante el recuento de células tenidas con ioduro de propidio sobre el total
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de nucleos tefiidos con 4'.6-diamidino-2-fenilindol (DAPI), esta técnica permite
cuantificar la cantidad de células en fase de muerte. La concentracion maxima de
oligofectamina-oligonucleétido que presentd la misma cantidad de células muertas que
el control fue determinado como limite maximo. Adicionalmente se realizé un
experimento con un oligonucle6tido unido a un fluoréforo (flouresceina) para verificar a
través de microscopia confocal que el oligonucleétido estuviera ingresando a las
células (Figura 84). Los resultados obtenidos en ambos experimentos demostraron
que concentraciones por encima de 100 nM de oligonucleétido produce muerte en las
células por efectos inespecificos por lo que se utilizé6 una concentracién de 66,6 nM
para garantizar el rango seguro de uso y el ingreso de las DNAzimas a las células.

Figura 84 Microscopia Confocal de la Células MCF-7 transfectadas con Oligonucleétidos
marcado con fluoresceina

Una vez establecido el protocolo de transfeccidén se llevd a cabo el estudio de
actividad de las DNAzimas midiendo la reduccion en los niveles de expresion del
receptor de estrégeno mediante western Blot. Se utilizé6 una versibn mutada en una
pocion fundamental para la actividad de la DNAzima 2 con el fin de descontar el efecto
“antisentido” o inhibicién no producida por la actividad catalitica de la misma. Los
resultados de la Figura 85 muestran el mayor poder inhibitorio de la DNAzima 2 luego
de 13 horas de transfectadas las células.
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Figura 85 Western Bolt y valores cuantificados de RE normalizados con E-Cadherina como
control de carga , los valores son representativos de tres experimentos independientes.

Utilizando estos resultados se disenid una Ribozima cabeza de Martillo dirigida
contra la misma secuencia que del ARNm que la DNAzima 2, esta secuencia se
corresponde con la Ribozima 2 reportada en el trabajo de (Lavrosky Y. 1999), indicada
en la Figura 83. A diferencia del trabajo realizado por estos autores las Ribozimas
utilizadas en este trabajo fueron administradas exégenamente y no generadas a partir

de un plasmido.

Otra importante diferencia con el trabajo de Lavrosky es que la actividad de las
ribozimas fue determinada indirectamente, utilizando como sefal el descenso de la
sefal de luciferesa reportera en la construccién del plasmido mientras que en este

caso se cuantificaron directamente los niveles de receptor en células.
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Uno de los parametros mas importantes en el disefio de una ribozima es el largo
de sus brazos de reconocimiento. Estas secuencias complementarias al ARNm
pueden tener entre 6 y 20 nucle6tidos de longitud y pueden ser simétricas o poseer
distinta cantidad de nucleétidos. La eleccién del largo de los brazos es un compromiso
entre la estabilidad con la secuencia blanco, la capacidad de regeneracién de la
Ribozima y aspectos relacionados con la biodistribucién de las estructuras.
Generalmente el largo utilizado es de alrededor de 10 nucleétidos. En este caso se
utilizaron secuencias de 9 nucle6tidos debido al incremento en la estabilidad térmica
causado por los 2°-O-metilnucledsidos utilizados en los extremos para evitar la
degradacién por parte de las nucleasas. Uno de los requerimientos mas importantes
es la verificacion de la ausencia de interacciones intramoleculares en la ribozima que
podrian conducir a estructuras secundarias que impedirian la formacién de los duplex
con el ARNm. Esta verificacidn fue realizada utilizando el programa ARN structure que
utiliza el algoritmo mfold (M. 2000). En el caso de las ribozimas utilizadas en estos
experimentos, el AG de las posibles estructuras de la ribozima resultaron mayores a

las correspondientes al duplex con el ARNm del receptor de estrogeno.
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Figura 86 Secuencia de la ribozima cabeza de martillo sintetizadas para los estudios en células
MCF7 y la secuencia blanco del ARNm del Receptor de estrégeno o.Azul: 2-O-
metilnucledétido, Gris: 2°-O-metilnucleosido con enlace fosforotioato, Rojo: ARN natural Verde:
2’-C-metilnucledsido. Sec 1) modificada activa 2) modificada inactiva 3) control no modificada
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Para poder cuantificar el efecto de la incorporacion de la 2°-C-metiluridina en la
actividad fue necesario proteger el resto de la molécula contra las endonucleasas por
medio de la sustitucion del ARN natural con 2°-O-metilnucleésidos y de las
exonucleasas con fosforotioatos en los extremos 3" y 5° obteniendose una
construccion resitente, donde la variacion de la actividad puede ser atribuida a la
modificacidén estudiada. La figura 86 muestra las secuencias de la ribozima cabeza de
martillo sintetizada y el fragmento del ARNm blanco. Los extremos protegidos con
nucleétidos fosforotioatos evitaron la degradacién de las estructuras por parte de las

exo nucleasas.

7.3- Actividad de la ribozimas en células

Los resultados obtenidos en los experimentos de inhibicién de la expresion de
RE a con las ribozimas modificadas con 2°-C-metiluridina son detallados en la Figura
87. Se transfectaron las células y se cuantificaron los niveles de expresion de REa a
las 10hs. Se utilizaron tres ribozimas, una modificada con 2°-C-metiluridina y el nucleo
catalitico completo (Secuencia 1 figura 86). Una secuencia inactiva, carente de una G
esencial para la actividad (Secuencia 2 figura 86), ésta es utilizada para descontar el
efecto antisentido causado por la unién de los brazos de reconocimiento al ARNm.
Esta secuencia posee la 2°'-C-metiluridina para asegurar una vida media similar a la
ribozima activa. La tercera ribozima fue utilizada como control y posee uridina natural
en la posicién 7 (no modificada, Secuencia 3 figura 86), todas las ribozimas fueron
convenientemente sintetizadas con 2°-O-metilnucleésidos y fosforotioatos en los
extremos. Las condiciones de los experimentos fueron las mismas que la de las
llevadas a cabo anteriormente para homologar las secuancias blanco de ARNm,

ademas se utilizd la DNAzima 2 como control positivo.

Uno de los aspectos mas importantes es el tiempo transcurrido entre la
transfecttion y la medicién de la expresion del RE a. La reduccion en los niveles de
expresion del receptor depende del tiempo requerido para que la ribozima ingrese a
las células, en la cinética de la reaccién. La ventana de actividad esta comprendida por
el final del estimulo (dependiente de la actividad de la ribozima) y el tiempo necesario
para restablecer los niveles de proteina (turn over). Esta relacion produce una ventana

en la cual es preciso detener el experimento para poder cuantificar la actividad. Dado



180

Resultados y DiscusidiActividad de las ribozimas cabeza de martillo modificadas.

que el sistema fue inicialmente puesto a punto utilizando DNAzimas compuestas de
ADN natural, el balance entre actividad y vida media de las estructuras podria diferir
del de las ribozimas. Por esta razén se realiz6 un primer ensayo para cuantificar el
efecto a las 10 horas de la transfeccién, utilizando la DNAzima homdloga de las
ribozimas como control. En este experimento ademas se incluyeron puntos adicionales

para verificar la existencia de diferencias a las 24 hs (ribozima 1 vs ribozima 3).

Los resultados de los ensayos de actividad a las 10 horas muestran que si bien
hay un descenso en los niveles de expresion del REa, no hay una reduccién de la que
pudiera ser atribuida al efecto catalitico de la ribozima. Esta conclusion se desprende
del hecho de que no hay una diferencia importante en los tratamientos con la ribozima
2 (sin actividad catalitica) y la ribozima 1. Llama la atencion el aumento de los niveles
de receptor de estrégeno causados por la ribozimas 3. Mas alla de este fenbmeno
(que es discutido mas adelante) este primer resultado resulta de gran relevancia ya
que demuestra la existencia de una diferencia entre la ribozima con uridina natural y la
modificada con 2CMN. Las células que fueron incubadas 24 hs presentaron las un
perfil similar al observado a las 10 hs, siendo marcada la diferencia entre las células
tratadas con las ribozimas con y sin 2°-C-metiluridina. Dado que el objetivo de estaba
centrado en estudiar el efecto a las 10 horas los controles utilizados en este caso no
permiten extraer conclusiones de los efectos observados a las 24 horas. Por esta
razon se realizaron ensayos en los cuales se incluyeron los controles correspondientes
a las 24 hs (Figura 88).
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Figura 87 - Cuantificacion de los niveles de expresién de REa relativizadas al control de carga
E-Cadherina a las 10 horas para Control negativo DNAzima,ribozimas 1,2y 3 (10 horas) y a
ribozima 1y 3 a las 24 hs, los valores son representativos de tres experimentos
independientes.

Los resultados obtenidos en los experimentos realizados para cuantificar la
actividad de cada ribozima a las 24 hs (figura 87) permiten apreciar una diferencia
entre la ribozima 1 y la 2 (inactiva o control antisentido). Esto demustra que la ribozima
presenta un efecto catalitico sostenido tras 24 hs de transfeccion. El tratamiento con la
ribozima no modificada por su parte, provocé el aumento de los niveles de RE
repitiendo el perfil de los experimentos anteriores. Este efecto no esperado podria
llegar a atribuirse a un mecanismo adaptativo de las células causado por la actividad
de esta ribozima, la ribozima sin la modificacién podria producir una inhibicién “aguda”
de la expresién del recpetor durante un perido corto de tiempo. Debido a que las
Unicas diferencias entre ambas ribozimas son su estabilidad y su constante cinética, el
efecto paradodjico u “hormesis” (Calabrese E. 2001) podria justificar lo observado si
hubiera existido una disminucién en los niveles de receptor anteriores a las 10 horas,
esto deberia ser confirmado en futuros experimentos.

Al igual que en los primeros ensayos, en el estudio de actividad a las 24 horas se
incluyeron determinaciones o puntos a tiempos mas largos. Dado que el aumento en la

expresion del REa causado por la ribozima 3 se presenta como un efecto anémalo, se
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llevaron a cabo experimentos comparando la ribozima 1 con la 2 (activa e inactiva)
para determinar si a las 36 horas (figura 88) es posible apreciar diferencias que
denoten actividad catalitica. Los resultados obtenidos demostraron que aun después
de 36 hs de tratamiento existen diferencias a favor de la estructura catalitica, esto
permitiria afirmar que ribozima presenta niveles detectables de actividad entre las 10 y
36 hs posteriores a la transfeccion.

Queda entonces demostrado que la disminucion en los niveles de receptor, que
reflejan la actividad de la ribozima modificada pueden ser apreciados luego de 10 hs
de concluida la transfeccion. Después de 36 horas es posible apreciar diferencias en
los niveles de receptor de estrogeno en la células tratadas con las ribozima activa y la
inactiva (o control antisentido), esto evidencia el efecto catalitico de la ribozima a
tiempos prolongados. Si bien no es posible hablar de cinética ni de estabilidad en
términos estrictos es posible concluir que el aporte en la estabilidad causada por la
modificacién con 2°-C-metiluridina permite obtener estructuras activas. De no existir la
proteccion a nucleasas causada por esta modificacion no podrian verse diferencias
entre la ribozimas 1 y 2 a tiempos largos (36 hs) ya que los sitios mas labiles de la
ribozimas se encuentran en el ndcleo catalitico y su hidrélisis produciria secuencias sin

actividad catalitica.
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Figura 88- A- Cuantificacién de los niveles de expresion de REa relativizadas al control de
carga E-Cadherina a las 24 horas para: control negativo, ribozimas 3, 2, 1 (24 horas) y
ribozima 1 y 2 a las 36 hs , los valores son representativos de tres experimentos
independientes..
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La importante reduccién de los niveles de expresién de REa motivo la
realizacién de ensayos de muerte de las células MCF-7. Si bien los resultados no
mostraron un incremento en la cantidad de células muertas, el ensayo fue un primer
intento y requiere la busqueda de condiciones 6ptimas por lo que no es posible
descartar el uso de 2’-C-metilnucleétidos en terapias de silenciamento génico.

Conclusiones

Los resultados obtenidos son alentadores ya que fue posible determinar que la
incorporaciéon de 2CMN en el core catalitico de la ribozima cabeza de martillo
presenta actividad en células a tiempos largos (>24hs).

La introduccién de esta modificacion aporta la estabilidad suficiente para
contrarestar el descenso en la constante cinética de hidrélisis determinado en esayos
previos (Gallo M 2005).

El potencial de esta ribozima en el campo de la oncologia debera ser determinado en
futuros experimentos. Resulta dificil realizar una apreciacién mas profunda desde el
punto de vista estructural ya que como fue mencionado anteriormente el contexto
celular resulta complejo para un andlisis con la informacion disponible.Por ello, el
objetivo central fue obtener ribozimas activas y lograr cuantificar el efecto de la
mutacion con 2’-C-metiluridina en el nucleo catalitico. Haber logrado resultados

positivos disefiando una unica ribozima constituye un logro destacable.
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8 -Conclusiones Generales

La utilizacién de 2’-C-metilribonucleétidos (2CMN) en el campo de los
oligonucledtidos tiene un unico antecedente (Gallo M 2005). Este consistio en estudiar
las propiedades de una serie de ribozimas cabeza de martillo modificadas con 2 CMN
en posiciones especificas. Este trabajo se fundament6é en el hecho de que la 2'-C-
metiluridina posee la misma conformacién que el ARN natural, y a diferencia de otras
modificaciones quimicas, mantienen el oxhidrilo en la posicién 2. Para comprobar esta
hipdtesis, Gallo y col estudio la estabilidad de las ribozimas modificadas en fluidos
biolégicos y se determind su constante cinética. Los resultados demostraron que era
posible extender 15 veces la vida media con una reduccion de la actividad de 7 veces.
Si bien estos estudios demostraron que, en principio, es posible utilizar los 2°-C-
metilnucledsidos en estructuras de ARN con funciones cataliticas, resultaba necesario
realizar estudios de actividad en un contexto celular.

En este contexto, el objetivo del presente trabajo es extender la caracterizacién de
los 2CMN. Esta no sélo incluye la realizacidon de ensayos en células con ribozimas
modificadas sino que ademas se intenta ampliar la caracterizacién de estos analogos
para conocer su potencial en otras aplicaciones, especialmente en las que requieren la
formacién de estructuras doble cadena como es el caso de los siRNA.

Para cumplir con estos dos grandes objetivos fue necesario trabajar en la
preparacion de los 2°-C-metilnucledsidos a través de una ruta sintética que permitiera
obtener la cantidad necesaria de nucledsido para llevar a cabo todos los experimentos.
Con esta intencion se ensay0 y escald una ruta de sintesis a partir de fructosa. Se
establecieron protocolos de purificacion que facilitaron el trabajo a escala laboratorio,
obteniendo cantidades importantes de 2-C-metilribono-y-lactona. A través de una
adecuada estrategia de proteccién fue posible realizar las reacciones necesarias para
obtener 2°-C-metilnucledsidos. La principal ventaja de esta ruta es que permite
preparar nucleésidos con distintas bases a partir de un sintdn comun, utilizando
reactivos que permitirian un futuro escalado. La relevancia de la ruta trasciende los
objetivos de este trabajo; porque ademas de permitir concluir la caracterizacion de los
2CMN en oligonucleétidos posee un gran potencial para la preparacién de estos
analogos de nucledsidos con actividad anti Hepatitis C.
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La segunda etapa del trabajo consisti6 en resolver los problemas causados
durante la sintesis en fase sélida de los oligonucle6tidos, por no contar con un grupo
adecuado para proteccién del oxhidrilo de la posicion 2°. Debido a las condiciones del
ciclo de sintesis y al caracter terciario de esta posicion, la tarea de encontrar un
candidato adecuado resulté ser un paso critico en la continuidad del proyecto. El
primer candidato sintetizado y ensayado fue el triisopropiloximetilo. Al igual que con los
grupos comunmente utilizados para proteger esta posicidon no fue posible encontrar
condiciones para llevar a cabo la introduccion a pesar de haber ensayado diversas
estrategias.

Debido a la dificultad de utilizar grupos protectores incorporados a través de una
reaccion de sustitucion nucleofilica, se decidié buscar un grupo que pudiera ser
introducido en las mismas condiciones fue el THP, que habia sido utilizado en el
laboratorio. El grupo finalmente utilizado fue el 1-(2-cloroetoxi)etileter que, a pesar de
poseer ciertas desventajas, como aportar un centro quiral adicional y ser parcialmente
labil en medio acido, resulté ser una alternativa exitosa. Pudo ser acoplado con buen
rendimiento y demostré poseer mayor estabilidad a las condiciones del ciclo de
sintesis que el THP.

Una vez sintetizadas las fosforamiditas fue posible llevar a cabo las sintesis de los
oligonucledtidos. La utilizacion de fosforamiditas modificadas requiri6 de esfuerzos
adicionales para encontrar las condiciones y los reactivos que permitieran sintetizar y
posteriormente purificar los oligonucleétidos disefiados para los experimentos de
caracterizacién. La puesta a punto fue realizada durante la preparacién de secuencias
de 12 nucleétidos de longitud. Con ellas se establecié un protocolo de purificacion y se
verificaron los pesos moleculares mediante espectroscopia de masa MALDI-TOF. Una
vez establecidas las condiciones de purificacion se sintetizaron las ribozimas cabeza
de martillo modificadas con 2°-C-metilnucledsidos, 2"-O-metilnucledsidos y nucleétidos
con fosforotioatos en los extremos. A diferencia de lo observado durante la sintesis de
las secuencias de 12 nucledtidos las ribozimas presentaron un mayor grado de
dificultad debido a su caracter quimeérico. Por su parte la purificacion de las secuencias
también presenté un mayor grado de complejidad debido a la formacion de estructuras
secundarias y terciarias. Ademas de aumentar el numero y estabilidad de estructuras
complejas la generacion de centros quirales por la modificacion del esqueleto fosfato
con fosforotioatos aumenté la complejidad de los crudos de reaccién. Para superar
esta dificultad se pusieron a punto protocolos de purificacion adecuados. Ambas
estrategias resultaron exitosas y combinadas permitieron obtener las ribozimas con la

pureza necesaria para llevar a cabo los estudios de actividad biolégica.
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Siendo conscientes de los nuevos avances en herramientas de silenciamiento
génico se llevaron a cabo estudios con secuencias cortas (12 nucleétidos) modificadas
con 2’-C-metilnucle6tidos en una posicion central. El objetivo perseguido fue evaluar
su potencial utilizacién en aplicaciones doble cadena ARN-ARN. Dadas las
caracteristicas estructurales de los 2CMN su utilizacion en aplicaciones doble cadena
podria mejorar aspectos como la resistencia a nucleasas. Los resultados obtenidos en
experimentos de estabilidad térmica o melting point de las estructuras modificadas,
demostraron que los 2CMN producen una marcada desestabilizacion de los duplex
ARN-ARN. Por otro lado, los experimentos de dicroismo circular permitieron verificar
qué forma de estos duplex se correspondia con la forma A-ARN. La baja estabilidad
térmica causada por los 2CMN llevé a descartar la posibilidad de utilizarlos en
experimentos de siRNA, sin embargo, los datos obtenidos permitieron realizar una
posterior caracterizacion del impacto causados por los 2°-C-metilncledsidos en
estructuras doble cadena tipo A-ARN

Para completar la caracterizacion de los 2CMN y dejar abierta la posibilidad de su
aplicacion en el disefio racional de oligonucleétidos se decidié estudiar el efecto del
metilo utilizando las secuencias ensayadas. Para ello se realizaron estudios de
dinamica molecular empleando las herramientas informaticas més avanzadas (amber,
con campo de fuerza parmbscO refinado para acidos nucleicos). Los resultados
obtenidos demostraron que el metilo se posiciona en la zona de apilamiento de las
bases, causando una distorsién estructural que afecta principalmente el apilamiento, y
en menor medida los puentes hidrégeno de las bases y la hidratacion. Una de las
conclusiones mas relevantes se relaciona con la hipotesis planteada para la
conformacion del azucar de los 2CMN. Si bien la conformacion de los monémeros de
2’-C-metiluridina es la misma que la de la uridina natural ésta no se mantiene cuando
es incorporada en un oligonucleétido. Los resultados indican que la distorsién causada
por el metilo sobre las bases es parcialmente compensada por un cambio en la
conformacion hacia la region de conférmeros tipo ARN.

Luego de estudiar el efecto de los 2CMN en un contexto doble cadena se
realizaron ensayos para estudiar las propiedades de las ribozimas modificadas con
2CMN en sistemas biologicos. De esta manera se extendieron los resultados
obtenidos tiempo atras en el laboratorio. Para ello se disefiaron ribozimas para
determinar el grado de silenciamiento del receptor de estrégenos o en células MCF-7
de cancer de mama humano . Una vez postulados los sitios de corte del ARNm éstos
fueron homologados utilizando DNAzimas. De esta forma se determiné la secuencia
blanco para las ribozimas. La ribozimas completamente protegidas con 2°-O-
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metilnucledsidos y fosforotioatos en los extremos fueron activas y modificaron los
niveles de expresion del RE en distinto grado. Los resultados obtenidos en estos
experimentos demostraron que las ribozimas modificada con 2'-C-metiluridina reducen
los niveles de expresion del receptor mediante un mecanismo catalitico. Esto permite
concluir que si bien la cinética de la reacciéon de hidrélisis se ve disminuida (Gallo M
2005), el aumento en la estabilidad producido por la modificacién se traduce en un
mayor grado de silenciamiento, aun 36 horas después de la transfeccién. El efecto
encontrado super6 las expectativas teniendo en cuenta los resultados obtenidos por
Gallo y col. en los estudios in vitro.

Adicionalmente se realizaron ensayos preliminares de muerte celular con el
objetivo de comenzar a estudiar la aplicabilidad de esta estructura en el tratamiento de
cancer de mamas, especialmente en los casos donde se produce resistencia al
tamoxifeno. Si bien no se pudieron detectar mayores niveles de muerte no se puede,
al dia de hoy descartar esta idea, ya que es necesario realizar pruebas
complementarias ensayando distintas condiciones experimentales.

En resumen, el trabajo aqui presentado permitié caracterizar los 2CMN en el
campo de los oligonuclebtidos para silenciamiento génico. Se completé la
caracterizacién en un sistema simple cadena realizando exitosamente pruebas con
ribozimas en un contexto celular, por otro lado se hicieron estudios fisico-quimicos que
demostraron que en principio no serian aplicables en sistemas doble cadena como los
siRNA. Por su parte el estudio computacional completé el trabajo, permitiendo
caracterizar en forma detallada el efecto de la introduccién del metilo en cuanto a los

parametros estructurales mas importantes de los acidos nucleicos.
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Espectros de Resenacia Magnetica Nuclear del producto de partida
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Sintesis de 2"-C-metilinosina

-100

5°-0-bencil-2,3"-O-dibenzoil-2’-C-metilinosina (17)

Mr Tebrico: 426,41

N N/)

Rendimiento 73%
6 e
O

07/0 O\<

Rf 0,5 CH2Cl>:MeOH 95:5

0,620 g de hipoxantina (4,88 mmol) fueron suspendidos en 9 ml de acetonitrilo seco bajo

atmésfera de Ph. Entonces 2,36 ml de N,O-bis(trimetilsilil)acetamida (9,16 mmol) fueron

agregados a la suspension agitada magnéticamente. La mezcla se agité calentando a reflujo

durante 30 minutos y la suspension se convirtié en una solucion incolora. Luego de llevar la

mezcla a temperatura ambiente 1 g de 6 (1,76 mmol ) fue agregado. Se adicionaron gota a gota

en el seno de la solucion utilizando una canula metélica 586 mg de trifluorometanosulfato de

trimetilsililo (2,6 mmol). Luego de 20 horas no se detecté producto de partida por ccd. Se

agregaron entonces 300 ml de AcOEt y. la mezcla luego se extrajo con una solucién concentrada
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de NaHCO; . La fase organica fue secada con Na,SO, y evaporada a presion reducida. Luego
se purificd en una columna de silica gel eluyendo con CH,Cl, 100% > CH.Cl,: MeOH 95:5
obteniendo 17 ( 750 mg , 73 % de rendimiento).
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1- Libreria del Monémero 2'-C-metiluridina Utilizada en experimentos de Dinamica Molecular

llindex array str

"RME"

lentry.RME.unit.atoms table str name str type int typex int resx int iifegeq int elmnt dbl chg
"H5T" "HO" 0 1 131072 1 1 0.429500
"O5™ "OH" 01 131072 2 8 -0.622300
"C5™"CI" 01131073 3 6 0.055800
"H5'1" "H1" 0 1 131073 4 1 0.067900
"H5'2" "H1" 0 1 131073 5 1 0.067900
"C4™"CT" 01 131073 6 6 0.106500
"H4™ "H1" 01 131073 7 1 0.117400
"O4™"0S" 01 131073 8 8 -0.354800
"C1""CT" 01131073 9 6 0.067400
"H1™"H2" 0 1 131073 10 1 0.182400
"N1""N*' 01 131073 11 7 0.041800
"C6""CM" 01131073 12 6 -0.112600
"H6" "H4" 0 1 131073 13 1 0.218800
"C5""CM" 01131073 14 6 -0.363500
"H5" "HA" 0 1131073151 0.181100
"C4""C" 01 131073 16 6 0.595200
"0O4""0" 01 131073 17 8 -0.576100
"N3""NA" 01 131073 18 7 -0.354900
"H3""H" 01 131073 19 1 0.315400
"C2""C" 01131073 20 6 0.468700
"02""0" 01 131073 21 8 -0.547700
"C3""CT" 01131073 22 6 0.202200
"H3™"H1" 01 131073 23 1 0.061500
"C2""CT" 01131073 24 6 0.067000
"CM""CT" 01 131073 25 6 0.0243
"HM1" "HC" 0 1 131073 26 1 0.0243
"HM2" "HC" 0 1 131073 27 1 0.0243
"HM3" "HC" 0 1 131073 28 1 0.0243
"O2" "OH" 0 1 131073 29 8 -0.613900
"HO'2" "HO" 0 1 131073 30 1 0.418600
"O3" "OH" 0 1 131072 31 8 -0.654100
"H3T""HO" 0 1 131072 32 1 0.437600
lentry.RME.unit.atomspertinfo table str pname str ptype int ptypex imrgelbl pchg
"H5T" "HO"0-10.0

"O5" "OH"0-10.0

"C5""CT"0-10.0

"H5'1" "H1"0-1 0.0

"H5'2" "H1" 0-1 0.0
"C4""CT"0-10.0

"H4™ "H1" 0 -1 0.0

"04™"0S"0-10.0

"C1""CT"0-10.0

"H1""H2" 0-10.0

"N1""N** 0-10.0

"C6""CM"0-10.0

"H6" "H4" 0 -1 0.0

"C5""CM"0-10.0

"H5""HA" 0-1 0.0

"C4""C"0-10.0

"04""0"0-10.0

"N3""NA"0-10.0

"H3""H" 0-10.0

"Cc2""C"0-10.0

"02""0"0-10.0

"C3""CT"0-10.0
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"H3"™ "H1"0-10.0
"C2""CT"0-10.0
"CM""CT"0-10.0
"HM1" "HC" 0 -1 0.0
"HM2" "HC" 0 -1 0.0
"HM3" "HC" 0 -1 0.0
"02" "OH"0-10.0
"HO'2" "HO" 0 -1 0.0
"03" "OH"0-10.0
"H3T""HO"0-10.0
lentry.RME.unit.boundbox array dbl
-1.000000

0.0

0.0

0.0

0.0
lentry.RME.unit.childsequence single int
0
lentry.RME.unit.connect array int
0

0
lentry.RME.unit.connectivity table int atom1x int atom2x int flags
121

231

341

351

361

671

681

6221

891

9101

9111

9241

11121

11201

12131

12141

14151

14161

16171

16181

18191

18201

20211

22231

22241

22311

24251

24291

25261

25271

25281

29301

31321
lentry.RME.unit.hierarchy table str abovetype int abovex str belowtydeeiawx
"U"0"R" 1
"R"1"A"1
"R"1"A" 2
"R"1"A"3
"R"1"A" 4
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"R"1"A"5
"R"1"A" 6
"R"1"A"7
"R"1"A" 8
"R"1"A"9
"R"1"A" 10
"R"1"A" 11
"R"1"A" 12
"R"1"A" 13
"R"1"A" 14
"R"1"A" 15
"R"1"A" 16
"R"1"A" 17
"R"1"A" 18
"R"1"A" 19
"R"1"A" 20
"R"1"A" 21
"R"1"A" 22
"R"1"A" 23
"R"1"A" 24
"R"1"A" 25
"R"1"A" 26
"R"1"A" 27
"R"1"A" 28
"R"1"A" 29
"R"1"A" 30
"R"1"A" 31
"R"1"A" 32
lentry.RME.unit.name single str
"RME"

lentry.RME.unit.positions table dbl x dbl y dbl z
3.166026 2.040000 -1.5602%HB-

3.258076 2.241055 2.03965
2.156035 2.551837 2.019887
1.452687 1.753841 2.257803
1.604968 3.450028 1.741178
3.008252 2.847921 3.243186
2.447118 3.477373 3.933851
3.228121 1.605168 3.977231
4.558614 1.150950 3.777548
5.072002 1.095281 4.737461
4.538757 -0.306565 3.312624
4.316907 -0.672508 2.011175
4.145435 0.083636 1.259348
4.360319 -1.957589 1.633974
4.180695 -2.226406 0.593026
4.642747 -2.996990 2.589735
4.702951 -4.199184 2.336743
4.852825 -2.538493 3.874277
5.070434 -3.289149 4.634055
4.814724 -1.223882 4.292304
5.014668 -0.915001 5.455495
4.415606 3.377827 2.961306
4.412072 3.941489 2.028369
5.230443 2.095696 2.779425
5.668211 2.081313 1.781301
6.668211 2.081313 1.781301
5.668211 3.081313 1.781301
5.668211 2.081313 2.781301
6.272982 2.049941 3.757136
6.759278 1.235228 3.610987
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5.029898 4.128649 3.998279
5.911984 4.450161 3.797897
lentry.RME.unit.residueconnect table int c1x int c2x int c3x int c4x int obxExX
132000

lentry.RME.unit.residues table str name int seq int childseq int startatonestsipe int imagingx
"RME" 133"n"0
lentry.RME.unit.residuesPdbSequenceNumber array int
0

lentry.RME.unit.solventcap array dbl
-1.000000

0.0

0.0

0.0

0.0

lentry.RME.unit.velocities table dbl x dbly dbl z
0.00.00.0

0.00.00.0

0.00.00.0

0.00.00.0

0.00.00.0

0.00.00.0

0.00.00.0

0.00.00.0

0.00.00.0

0.00.00.0

0.00.00.0

0.00.00.0

0.00.00.0

0.00.00.0

0.00.00.0

0.00.00.0

0.00.00.0

0.00.00.0

0.00.00.0

0.00.00.0

0.00.00.0

0.00.00.0

0.00.00.0

0.00.00.0

0.00.00.0

0.00.00.0

0.00.00.0

0.00.00.0

0.00.00.0

0.00.00.0

0.00.00.0

0.00.00.0

2- Input para la dinamica molceular- Termalizacion y corrida

rm -f mdin
cat <<eof >mdin

&cntrl
imin =0,
irest =0,
ntx =1,
ntb=1,
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cut =10,

ntr =1,

ntc = 2,

ntf = 2,

tempi = 0.0,

tempO = 300.0,

ntt = 3,

gamma_In = 1.0,

nstlim = 100000, dt = 0.0001

ntpr = 100, ntwx = 100, ntwr = 1000
/

KeepARN fixed with weak restraints
10.0

RES 1

END

END

cut=5
&end

&wt type='DUMPFREQ’, istep1=10/
&wt type="END'/

DISANG=jarFijo.RST
DUMPAVE=Xx.dat
LISTIN=POUT
LISTOUT=POUT

eof

sander© -i mdin -0 mdout -p x.top -c x.crd -r x.rst -ref x.ref -x x.tra -v x.vel -e x.ene

mv mdout RR_mon_term.mdout
mv x.tra RR_mon_term.tra

mv X.rst RR_mon_term.rst

cp RR_mon_term.rst x.crd

mv x.ene RR_mon_term.ene

rm -f mdin
cat <<eof >mdin

&entrl
imin=0,irest=1,ntx=7,
ntb=2,ntp=1,

NSTLIM= 5000000, DT=.002,
NTC=2,NTF=2,nrespa=1,

ntt=1,temp0=300.0,tautp=2.0,tempi=300,
ntpr=1000,ntwx=1000,ntwv=0,ntwe=100,
nmropt=0,jar=0,
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cut=5
&end

&wt type='DUMPFREQ’, istep1=10/
&wt type="END'/

DISANG=jarFijo.RST
DUMPAVE=Xx.dat
LISTIN=POUT
LISTOUT=POUT

eof

sander © -i mdin -0 mdout -p x.top -c x.crd -r x.rst -ref x.ref -x x.tra -v x.vel -e x.ene

3- Comando para determinacion del angulo pseudorotacional

#rrekrkk ntraj center
rm -f ptraj.in
cat <<eof > ptraj.in

trajin RR_mon_12ns.tra

pucker RME @C1' @C2' @C3' @C4' @0O4' out RME altona

eof

ptraj ./x.top <ptraj.in >ptraj.out

4.- INPUT MINIMIZACION

rm -f mdin
cat <<eof > mdin

rm -f mdin
cat <<eof > mdin

&cntrl

imin = 1,

maxcyc = 1000,
ncyc = 5000,

ntb =1,

ntr=1,

cut=2

/

Hold the ARN fixed
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500.0
RES 1 20
END
END

&end

&wt type='DUMPFREQ!, istep1=10 /
&wt type="END'/

DISANG=jarFijo.RST
DUMPAVE=x.dat
LISTIN=POUT
LISTOUT=POUT

eof
sander © -i mdin -0 mdout -p x.top -c x.crd -r x.rst -ref x.ref
5- INPUT DINAMICA

#!/bin/bash

#

#$-cwd

#-y

#$-S /bin/bash
#

rm -f mdin
cat <<eof >mdin

&cntrl
imin=0,irest=0,ntx=1,

ntb=2,ntp=1,

NSTLIM= 100000, DT=.0001,
NTC=2,NTF=2,nrespa=1,

ntt=1,temp0=300.0,tautp=2.0,tempi=0,
ntpr=1000,ntwx=1000,ntwv=0,ntwe=100,
nmropt=0,jar=0,

cut=12
&end

&wt type='DUMPFREQ/, istep1=10/
&wt type="END'/
DISANG=jarFijo.RST
DUMPAVE=x.dat

LISTIN=POUT

LISTOUT=POUT

eof

sander © -i mdin -o mdout -p x.top -c x.crd -r x.rst -ref x.ref -xra.-v x.vel -e x.ene

207
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mv mdout RR_mod_term.mdout
mv x.tra RR_mod_term.tra

mv x.rst RR_mod_term.rst

cp RR_mod_term.rst x.crd

mv x.ene RR_mod_term.ene

rm -f mdin
cat <<eof >mdin

&cntrl
imin=0,irest=1,ntx=7,

ntb=2,ntp=1,

NSTLIM= 500000, DT=.002,
NTC=2,NTF=2,nrespa=1,

ntt=1,temp0=300.0,tautp=2.0,tempi=300,
ntpr=1000,ntwx=1000,ntwv=0,ntwe=100,
nmropt=0,jar=0,

cut=12
&end

&wt type='DUMPFREQ!, istep1=10 /
&wt type="END'/

DISANG=jarFijo.RST
DUMPAVE=x.dat
LISTIN=POUT
LISTOUT=POUT

eof

sander © -i mdin -0 mdout -p x.top -c x.crd -r x.rst -ref x.ref -xr&.-v x.vel -e x.ene
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4 Analisis del Angulo dihedro utilizado para el analisis posicional del metilo

T [ T I T I T | T

02 U*
I a H6 U*
LAt AN - C (Me) U*
(1L ll|l:,"|'|' 7 H1 (Me) U*
1 1) . ;

bl

50§

C5 (n-1)

degrees
=)

80— —

. — 02 (Wt) U* .
60 —— H6 (WT) U*
— H2(WT)U*
— C5(WT)n-1

40 — —

degrees

0 1000 2000 3000 4000 5000
Frames

Graficos de la posicion de distintos atomos en funcion de la posicién de la base en los
oligonucledtidos modificado (1) y natural (2). La linea C5 muestra la poscion de la base n-1 en el
oligonucledtido natural, como puede observarse esta alterada en el oligonucleétido 2CMN.
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5- Script para el analisis de los Puente H
rm -f ptraj.in

cat <<eof > ptraj.in

trajin ../RR_mod_4ns.tra
trajin ../RR_mod_5ns.tra
trajin ../RR_mod_6ns.tra
trajin ../RR_mod_7ns.tra
trajin ../RR_mod_8ns.tra
trajin ../RR_mod_9ns.tra
trajin ../RR_mod_10ns.tra
trajin ../RR_mod_11ns.tra
trajin ../RR_mod_12ns.tra
trajin ../RR_mod_13ns.tra
trajin ../RR_mod_14ns.tra

#puente H entre resid 17 y 8- natural
donor mask :17@04
donor mask :8@N1

acceptor mask :17@N3 :17@HS3

acceptor mask :8@N6 :8@H61

acceptor mask :8@N6 :8@H62

hbond distance 3.5 angle 140.0 print .001 series hbt
eof

ptraj ../x.top < ptraj.in > HB.out

cp HB.out H_17-8FIN.out

6-Output X3DNA para el oligonucle6tidos con Ume

*kkkkkk *% * *kkkkkkkhhkk *% *kkkkkk * *kkkkkkkkhhkk *%

*kkkkkk *% * *kkkkkkkkhhkk *% *kkkkkk * *kkkkkkkkhhkk *%

3DNA (v1.5, Nov. 2002) by Xiang-Jun Lu at Wilma K. Olson's Lab.

*kkkkkk *% *kkkkkkkhhkk *% *kkkkkkkkk *% *kkkkkk *%

1. The list of the parameters given below correspond to the 5' to 3iatirec
of strand | and 3' to 5' direction of strand II.

2. All angular parameters, except for the phase angle of sugar pseudo-
rotation, are measured in degrees in the range of [-180, +180(j/land
displacements are measured in Angstrom units.

File name: avgmodB.pdb

Date and time: Tue Jan 13 17:59:46 2009

Number of base-pairs: 12
Number of atoms: 763

kkkkkkkkhkkkkkkhkkkkkhkhkkhkkkkkkhkkhkkkhkkkkhkkkhkkkkkkx kkkkkkkkkkkkkkkhkkkkkkhkkkk
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kkkkkkkkkkkkkkhkkkkkhhkkhkkkhkkkhkkkhkkkhkkkkhkkkhkhkkkhkkx kkkkkkkkkkkhkkkkhkkkkkkhkhkkk

RMSD of the bases (----- for WC bp, + for isolated bp, x for hetiange)

Strand | Strand Il Helix

1(0.035) -....1_:[RG5]G-----C[RC3]...24_:- (0.042)
2 (0.037) -....2_:[.RAJA-----U[.RU]:..23_:- (0.032)
3(0.034) -....3_:[.RAJA-----U[.RU]...22_:- (0.031)
4 (0.032) -....4_:[.RA]JA-----U[.RU]...21_:- (0.032)
5(0.029) -....5_:[.RAJA-----U[.RU]:..20_:- (0.032)

6 (0.024) -....6_:[.RG]G-----C[.RC]:..19_:- (0.040)
7 (0.029) -....7_:[.RAJA-----U[RME]...18 :- (0.032)
8 (0.032) -....8_:[.RAJA-----U[.RU]:17_= (0.032) |

9 (0.034) -....9_:[.RAJA-----U[.RU]:..16_:- (0.032)
10(0.030) -:..10_:[.RG]G-----C[.RC]:..15_:- (0.0323)
11(0.041) -:..11_:[.RAJA-----U[.RU]...14_:- (0.040)
12(0.056) -...12_:[RA3]JA----U[RU5]:..13_:- (0.060)|

*kkkkk *kkkkkkkkkkk *kkkkkkkkkkkkhkhkk *kkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkk

Detailed H-bond information: atom-name pair and length [ON]

1 G-----C[3] O6 N4 2.86 N1 N3 2.90 N2 -022.81

2 A-----U [2] N6 -O4 3.03 N1 N3 2.90

3 A----U[2] N6 -042.98 N1 N3 2.91

4 A----U [2] N6 -04 2.94 N1 N3 2.95

5 A-----U [2] N6 -04 2.89 N1 -N3 2.96

6 G-----C [3] 06 N4 2.95 N1 -N3 2.93 N2 -022.85

7 A-----U [2] N6 -O4 3.05 N1 -N3 2.92

8 A-----U [2] N6 -04 3.03 N1 -N3 2.94

9 A-----U [2] N6 -04 2.96 N1 N3 2.92

10 G-----C [3] O6 N4 2.91 N1 N3 2.91 N2 -022.80

11 A-----U [2] N6 -O4 3.00 N1 N3 2.89

12 A-----U [2] N6 -O4 2.95 N1 N3 2.96
kkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkhkhkkkhkkkkkkkkkkkkkhkkhhkhkkkkkkkkkx kkkkkkkkkkkkkkkkkkkhkkkkkk
Overlap area in Angstrom”2 between polygons defined by atomscoassive
bases. Polygons projected in the mean plane of the designed base-pair step.

Values in parentheses measure the overlap of base ring atoms only. Those
outside parentheses include exocyclic atoms on the ring. Intra- and
inter-strand overlap is designated according to the following diagram:

i23' 52
N

|
Strand I || Il

stepil-i2 i1-j2 j1-i2 j1-j2 sum

1 GA/UC 4.00( 2.80) 0.00( 0.00) 0.00( 0.00) 0.700p4.71( 2.81)
2 AAJUU 2.02( 1.87) 0.00( 0.00) 0.00( 0.00) 0.79(3).2.81( 1.90)
3 AA/UU 2.02( 1.86) 0.00( 0.00) 0.00( 0.00) 0.70(2).2.72( 1.87)
4 AA/UU 2.13( 1.95) 0.00( 0.00) 0.00( 0.00) 0.68(2).2.80( 1.98)
5 AG/CU 2.93( 2.59) 0.00( 0.00) 0.00( 0.00) 0.8B0).3.75( 2.60)
6 GA/UC 4.16( 3.12) 0.00( 0.00) 0.00( 0.00) 0.10094.28( 3.12)
7 AAJUU 1.13( 1.13) 0.00( 0.00) 0.00( 0.00) 0.62(6).1.75( 1.30)
8 AA/UU 1.67( 1.59) 0.00( 0.00) 0.00( 0.00) 0.60(2).2.28( 1.61)
9 AG/CU 1.67(1.64) 0.00( 0.00) 0.14( 0.00) 0.4D0p.2.22( 1.64)
10 GA/UC 3.54( 2.27) 0.00( 0.00) 0.00( 0.00) 0.600Dp4.13( 2.27)
11 AA/UU 2.51( 2.21) 0.00( 0.00) 0.00( 0.00) 0.95( 0.646( 2.25)

*kkkkkk *kkkkkk * * *%

Origin (Ox, Oy, Oz) and mean normal vector (Nx, Ny, Nz) of each-pagen
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the coordinate system of the given structure

bp Ox Oy Oz Nx Ny Nz

1G-C
2A-U
3 A-U
4 A-U
5A-U
6 G-C
7 A-U
8 A-U
9 A-U

1.01
-1.46
-3.80
-5.30
-5.43
-3.61
-1.15

1.63

3.94

10.27-11.04 -0.36 -0.26 0.90
9.11 -8.73 -0.37 -0.42 0.83
7.15 -6.77 -0.29 -0.59 0.75
411 -5.15 -0.12 -0.71 0.70
0.62 -3.74 0.10-0.71 0.70
-2.41 -1.88 0.35 -0.62 0.71
-4.28 0.10 0.28 -0.53 0.80
-6.13 2.21 0.32-0.34 0.89
-6.38 5.05 0.22-0.19 0.96

10 G-C 5.34 -5.47 8.47 0.04-0.09 0.99
11 A-U 5.08 -4.29 11.92 -0.16 -0.07 0.99
12 A-U 3.84 -3.48 14.96 -0.31 -0.12 0.94

*kkkkkkkkkkk * *kkkkkkkkkkk *% *kkkkkkkkk

Local base-pair parameters
bp ShearStretch StaggeBuckle Propeller Opening

1G-C
2A-U
3A-U
4 A-U
5A-U
6 G-C
7A-U
8 A-U
9 A-U

-0.23
0.09
0.06
0.09
0.18

-0.05
0.06
0.14
0.09

-0.18 -0.63 -20.29 -2.28 -0.66
-0.04 -0.48 -13.64 -10.06 4.26
-0.06 -0.53-11.24-12.42 2.82
-0.03 -0.62 -13.46 -13.99 0.86
0.01 -0.56 -15.56 -12.75 -1.66
-0.03 -0.69 -25.26 -19.76 2.36
0.01 -0.35 -7.49 -7.94 4.36

-0.00 -0.49 -8.36 -11.15 3.57
-0.04 -0.34 -6.42 -10.45 1.32

10 G-C -0.11 -0.13 -0.33 -9.45-12.75 1.08
11 A-U 0.08 -0.08 -0.36 -9.60 -12.41 3.48
12 A-U 0.16 -0.09 -0.35 -1.29 -11.67 0.95

*kkkkkkkkkkkkkkk *%*

ave. 0.05 -0.06 -0.48-11.84-11.47 1.89
s.d. 0.12 0.06 0.136.42 4.05 1.91
Local base-pair step parameters

step Shift Slide Rise Tilt Roll Twist

1 GA/UC 0.36 -1.31 3.30-0.16 10.04 30.45
2 AA/JUU -0.08 -1.43 3.33 0.70 11.59 28.00
3 AA/UU -0.09 -1.44 3.48 0.83 12.69 28.99
4 AA/UU -0.09 -1.44 3.47 0.17 12.54 29.37
5AG/CU 0.43 -1.29 3.762.94 14.90 27.68
6 GA/UC 0.52 -1.41 3.35-7.38 4.08 29.28
7 AA/JUU -0.63 -1.86 3.43 1.77 12.03 24.15
8 AAJUU -0.21 -1.55 3.31 -0.85 10.63 28.55
9 AG/CU -0.07 -1.69 3.41-0.23 11.86 28.15
10 GA/UC 0.13 -1.44 3.350.66 11.61 30.10
11 AA/UU -0.05 -1.22 3.16 1.34 9.29 29.20

*kkkkkkkkkkkkkkkkkkhkhkkkk

ave. 0.02 -1.46 3.40 -0.02 11.02 28.54
s.d. 0.33 0.18 0.152.66 2.74 1.69
kkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkhkkhkhkkkkkkkkkkkkkhkhkhhkhkhkkkkkkkkx
Local base-pair helical parameters

step X-disp Y-disp h-Rise Incl. Tip h-Twist

1 GA/UC
2 AA/UU
3 AA/UU
4 AA/UU
5 AG/CU
6 GA/UC
7 AAJUU
8 AA/UU

-4.09 -0.68 2.74 18.50 0.2932.02
-4.93 0.29 2.55 22.75 -1.38 30.26
-4.93 0.31 2.63 23.95 -1.56 31.61
-4.85 0.19 2.65 23.43 -0.31 31.88
-5.33 -0.21 2.7528.59 -5.65 31.50
-3.49 -2.44 292 7.87 14.24 30.%
-6.78 1.75 2.21 26.70 -3.92 26.99
-4.94 0.24 2.59 20.66 1.65 30.44

kkkkkkkkhkkkkkkkkkkkkkhkkkk
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9 AG/CU -5.44 0.10 2.51 23.12 0.45 30.50
10 GA/UC -4.56 -0.13 2.63 21.37 -1.21 32.22
-3.98 0.33 2.65 17.85 -2.57 30.64

11 AA/UU

ave. -4.85 -0.02 2.62 21.34 0.0030.77

s.d. 0.87 1.00 0.185.48 5.15 1.45

*kkkkkk

*% *% *

Structure classification:

* *% *kkkkkk

This is a right-handed nucleic acid structure

kkkkkkkkhkkkkkkkhkkkkkkhkkhkkkhkkkhkkhkkkhkkkkhkkkhkhkkkkkx

kkkkkkkkkkkhkkkkhkkkkkkhkhkkk

lambda: virtual angle between C1'-YN1 or C1'-RN9 glycosidic bondstrend
base-pair C1'-C1' line

C1'-C1" distance between C1' atoms for each base-pair

RN9-YNL1: distance between RN9-YN1 atoms for each base-pair
RC8YCE6: distance between RC8-YC6 atoms for each base-pair

bp lambda(l) lambda(ll) C1'-C1' RN9N1 RC8-YC6

1G-C 54.2 574 104 8.8 9.6
2A-U 59.6 579 10.3 8.8 9.8
3 A-U 585 56.8 104 8.9 9.8
4 A-U 575 55.3 10.6 89 9.9
5A-U 56.8 53.5 10.7 9.0 9.9
6 G-C 57.6 54.3 10.5
7A-U 59.3 59.4 104 8.9 9.9
8 A-U 59.2 56.7 10.5 89 9.9
9A-U 579 559 105 89 9.9
10 G-C 56.2 55.6 10.6
11 A-U 59.2 57.0 10.3 88 9.8
12 A-U 58.1 55,5 104 8.8 9.8

kkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkhkkkkkkkhkkkkkkkkkkkkkhkkkkkkx

8.9 9.7

89 9.8

kkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkhkkkk

Classification of each dinucleotide step in a right-handed nucleic acid

structure: A-like; B-like; TA-like; intermediate of A and B, or other cases

step Xp
1 GA/UC
2 AA/UU
3 AA/UU
4 AA/UU
5 AG/CU
6 GA/UC
7 AA/UU
8 AA/UU
9 AG/CU

Yp Zp XpH YpH ZpH Form

-1.848.53 1.71
-2.048.61 1.63
-1.92 8.64 1.62
-1.718.69 1.65
-1.758.81 1.44
-2.298.78 1.36
-2.358.70 1.87
-1.948.61 1.84
-1.828.56 1.98

-5.787.59 4.24
-6.797.37 4.75
-6.657.31 4.89
-6.377.39 4.87
-6.797.13 5.37
-5.718.53 2.35
-8.926.99 5.52
-6.717.46 4.67
-7.077.16 5.09

>>>>

A
A
A

10 GA/UC -1.908.57 1.81 -6.277.38 4.72 A
11 AA/UU -2.038.63 1.51 -5.857.80 4.01 A

*kkkkkk

Minor and major groove widths: direct P-P distances and refineditaéPces
which take into account the directions of the sugar-phosphate Imaskbo

(Subtract 5.8 Angstrom from the values to take account of the vdw radii

*% *kkkkkkkhhkk *%

*kkkkkk

*kkkkkk

*%%

of the phosphate groups, and for comparison with FreeHelix aneg€)

Ref: M. A. El Hassan and C. R. Calladine (1998). “"Two Distinct Moéfles o

Protein-induced Bending in ADN." J. Mol. Biol., v282, pp33B.34

Minor Groove Major Groove
P-P Refined P-P Refined

1 GA/UC
2 AA/UU

*

*%

214



215
Anexo

3AAUU 175 -- 183 ---

4 AA/UU 175 159 18.8 17.2

5AG/CU 17.6 16.0 20.0 185

6 GA/UC 17.6 15.8 20.5 18.8

7 AA/lUU 175 15.7 204 18.7

8 AAJUU 17.4 15.7 19.8 18.0

9 AG/CU 173 --- 189 ---

10 GAlUC - - - -

11 AAIUU  -- - e
kkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkhkhhhkkhkkkkkkkkkkkhkkhhkhhkkkkkkkkx kkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkhkkkk
Global linear helical axis defined by equivalent C1' and RN9/YN1 atom pairs
Deviation from regular linear helix: 2.74(0.17)
Helix: -0.021 -0.414 0.910
HETATM 9998XS X X 999 0.317 6.489 -13.816
HETATM 9999XE X X 999 -0.310 -6.039 13.754
Average and standard deviation of helix radius:

P:10.26(0.46), 04" 9.85(0.51), C1" 9.22(0.51)

Global parameters based on C1'-C1' vectors:

disp.: displacement of the middle C1'-C1' point from the helix

angle: inclination between C1'-C1' vector and helix (subtracted fégm 9

twist: helical twist angle between consecutive C1'-C1' vectors

rise: helical rise by projection of the vector connecting consecutive
C1'-C1' middle points onto the helical axis

bp disp. angle twist rise

1G-C 7.00 17.99 30.33 2.89
2A-U 7.42 15.38 30.10 2.81
3A-U 7.90 14.29 30.88 2.75
4 A-U 8.14 14.31 31.08 2.69
5A-U 8.07 15.87 31.28 2.65
6 G-C 7.48 17.84 31.07 2.73
7A-U 6.86 16.88 25.04 2.89
8 A-U 7.78 14.07 30.64 2.75
9 A-U 8.20 14.13 30.89 2.67
10 G-C 8.33 14.44 30.88 2.68
11 A-U 8.06 15.90 31.25 2.79
12 A-U 7.49 19.20 --- ---

kkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkhkkkkkkkkkkkkkhkkkkkkkhkkkkkk kkkkkkkkkkkkkkkhkkkkkkkkkk

Main chain and chi torsion angles:

Note: alpha: O3'(i)-P-O5'-C5'
beta: P-O5'-C5'-C4'
gamma: O5'-C5'-C4'-C3'
delta: C5'-C4'-C3'-03'
epsilon: C4'-C3'-03'-P(i+1)
zeta: C3'-03'-P(i+1)-O5'(i+1)

chi for pyrimidines(Y): O4'-C1N1-C2
chi for purines(R): O4'-CIN9-C4

Strand |
basealpha beta gamma delta epsilon zethi
1G - - 59.7 80.5 -154.2 -65.7 -168.9

2A -75.7 175.262.1 78.5-158.8 -68.9 -160.8
3 A -75.8 173.663.6 78.0 -159.3 -68.5-159.5
4 A -76.2 174.463.3 77.3-158.5 -67.7 -160.2
5A -76.4 175.162.5 77.0 -156.4 -67.3 -160.7
6 G -74.8 171.664.5 77.4 -158.5 -65.8 -163.5
7A-775 174.267.9 77.2 -160.1 -71.3 -162.3
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8 A -75.8 175.463.4 77.0 -159.6 -70.1-160.3
9A-77.0 174.563.1 77.4 -159.2 -69.0 -160.5
10 G -76.1 174.863.5 77.7 -157.5 -67.8 -162.7
11 A -75.2 176.263.1 79.3 -157.0 -70.0 -159.0

12 A -75.5 176.963.5 92.9 --- --- -1454

Strand Il
basealpha beta gamma delta epsilon zethi
1C-80.2 178.262.7 94.9 --- --- -138.2

2U
3U
4U
5U
6C
7U
8u
9uU

-79.4 174.163.9 80.7 -160.4 -73.2 -147.7
-78.0 173.863.5 80.2 -157.8 -69.5 -149.7
-784 174.164.0 79.7 -157.2 -68.9 -149.8
-82.0 174.064.7 79.4 -159.8 -68.0 -148.9
-89.6 172.073.1 79.6 -165.8 -69.9 -134.3
-74.3 170.868.8 89.3 -163.0 -86.2 -148.2
-77.4 173.764.3 80.1 -152.2 -64.8 -152.3
-78.4 174.464.2 78.2 -159.4 -68.0 -155.1

10 C-78.9 172.464.3 79.1 -160.3 -68.1 -152.6
11U -80.4 173.563.7 79.7 -160.6 -69.8 -149.4

12U

—————— 64.4 78.1 -159.1 -69.1-154.2

kkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkhkhkhkkhkkkkkkkkkkkhkkhkhhhkkhkkkkx

Sugar conformational parameters:

Note:

v0: C4'-04'-C1'-C2'

vl: 04'-C1'-C2'-C3'
v2: C1'-C2'-C3'-C4'
v3: C2'-C3'-C4'-04'
v4: C3'-C4'-04'-C1'

tm: amplitude of pseudorotation of the sugar ring
P: phase angle of pseudorotation of the sugar ring

Strand |
base vO vl v2 v3 v4 tm P Puckering

1G
2A
3A
4 A
5A
6G
7A
8A
9A

6.3 -28.437.6 -35.718.7 38.1 9.7 C3-endo
3.9 -27.338.1 -37.621.5 39.2 13.4 C3"-endo
2.3 -26.338.1 -38.523.0 39.5 15.7 C3'-endo
2.4 -26.438.3 -38.523.0 39.7 15.5 C3"-endo
2.5 -26.838.7 -39.023.3 40.2 15.5 C3'-endo
3.1 -27.238.7 -38.622.7 40.0 14.6 C3'-endo
1.7 -25.437.3 -37.923.1 38.9 16.5 C3'-endo
0.5 -24.637.2 -38.524.2 39.2 18.2 C3'-endo
2.7 -26.438.1 -38.322.7 39.5 15.2 C3'-endo

10G 3.0 -26.738.4 -38.322.5 39.7 14.7 C3'-endo
11 A 2.8 -25.536.7 -36.621.6 37.9 14.8 C3'-endo

12 A -39 -12.622.6 -25.017.8 25.2 26.1 C3'-endo

Strand I
base vO vl v2 v3 v4 tm P Puckering

1C
2U
3U
4 U
5U
6C
7U
8uU
9uU

-8.1 -7.2 18.3 -23.419.3 23.2 37.8 C4'-exo

-5.6 -16.930.9 -35.526.1 35.0 27.8 C3'-endo
-3.7 -19.433.0 -36.625.6 36.3 24.6 C3'-endo
-2.7 -20.433.7 -36.625.1 36.6 23.0 C3'-endo
-2.6 -20.834.2 -37.025.3 37.1 22.8 C3'-endo

-8.5 -15.431.1 -37.129.4 36.6 31.9 C3'-endo
-23.4 6.0 12.0 -26.431.8 30.9 67.2 C4'-ex0

-2.6 -21.034.2 -37.125.3 37.1 22.7 C3"-endo
-1.7 -22.335.5 -38.025.3 38.2 21.3 C3"-endo

10C -2.8 -21.334.8 -37.926.0 37.8 23.0 C3'-endo
11U -3.3 -20.333.9 -37.325.9 37.1 23.9 C3-endo

12U

-5.8 -18.132.4 -37.627.6 36.7 28.0 C3'-endo

kkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkhkkkk
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kkkkkkkkkkkkkkhkkkkkhhkkhkkkhkkkhkkkhkkkhkkkkhkkkhkhkkkhkkx kkkkkkkkkkkhkkkkhkkkkkkhkhkkk

Same strand-FP and Ct-C1' virtual bond distances

Strand | Strand Il
base P--P C1--C1' base P--P C1--C1'
1G/A --- 55 1C/U 59 56

2A/A 58 55 2U/MJ 59 55
3A/A 59 55 3UM 59 55
4A/A 59 55 4UMU 6.0 55
5A/G 58 54 5U/IC 6.3 54
6G/A 6.0 55 6C/U 6.3 59
7A/A 6.0 57 77U 59 55
8A/A 59 56 8U/M 59 55
9A/G 59 55 9U/IC 6.0 55
10G/A 59 55 10C/U 59 54
11A/A 58 55 11Ul -- 54
Helix radius (radial displacement of P, O4', and C1' atoms in local helix
frame of each dimer)

Strand | Strand Il
step P 04 C1' P O4' CI
1 GA/UC 9.1 87 8.1 100 94 8.6
2 AA/UU 10.2 100 9.3 9.8 9.588
3AA/UU 10.2 99 93 96 94 838
4 AA/JUU 100 9.7 9.1 96 94 838
5AG/CU 10.1 9.8 9.3 9.6 9.7 9.1
6 GA/UC 7.7 7.4 6.8 12.8 10.8 9.9
7AA/UU 123 12.3 11.6 10.610.3 9.9
8 AAJUU 10.0 9.9 9.210.0 9.6 9.0
9 AG/CU 10.0 10.1 9.5 10.1 9.9 9.3
10GA/UC 9.6 94 87 9.8 94 87
11 AA/JUU 99 9.2 85 9.6 8.8 8.1
*kkkkkkkkkkkkkkkkkhkkkkhkkkkkhkhkkkkkkhkkkkhkhkkkkkhkkkkkkkkkx *kkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkk
Position (Px, Py, Pz) and local helical axis vector (Hx, Hy, Hz)
for each dinucleotide step

bp Px Py Pz Hx Hy Hz

1 GA/UC 0.10 6.01-11.39 -0.07 -0.38 0.92
2 AAJUU -0.73 4.11 -9.50 0.01 -0.40 0.92
3 AA/JUU -0.70 3.09 -7.14 0.03 -0.39 0.92
4 AA/UU -0.71 2.15 -4.56 0.00 -0.39 0.92
5 AG/CU -0.30 1.97 -2.26 0.07 -0.28 0.96
6 GA/UC -2.52 -0.44 2.010.08 -0.70 0.71
7 AA/JUU 2.08 0.74 3.93-0.15 -0.38 0.91
8 AA/UU 0.86 -2.33 554 -0.03 -0.45 0.89
9 AG/CU 0.28 -3.20 7.82-0.07 -0.46 0.89
10 GA/UC 0.85 -4.75 9.83-0.09 -0.42 0.90
11 AA/JUU 1.02 -5.26 12.40 -0.13 -0.37 0.92

217



	Portada
	Resumen
	Abstract
	Agradecimientos
	Índice
	Introducción
	Parte Experimental
	Resultados y Discusión
	Conclusiones Generales
	Bibliografía

