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SINTESIS, CARACTERIZACION Y APLICACIONES DE DNAZIMAS
MODIFICADAS CON 2



Los resultados obtenidos muestran que las modificaciones (2F9)y2'-desoxi-2'-C-
metilnucledsidos pueden ser estratégicamente introducidas entéggoesiciones del nlcleo
catalitico de la DNAzima
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For these reasons we concluded that the modified DNAzymes Syethesthis work

could potentially be used as resistant antisense molecules d@ganagteutics mRNA targets.
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Resultados y Discusion - Capitulo_2: Sintesis de Nucledsidos y Oligonuctebtidtificados

2-1  Objetivo

El objetivo de este capitulo es detallar los pasos realizados hasta la
obtencion de las DNAzimas modificadas. EI mismo incluye la sintesis
organica de los nucledsidos modificados, de sus correspondientes

fosforamiditas y por ultimo, la sintesis de los oligonucle6tidos modificados

2-2  Sintesis de nucledsidos modificados

2-2.1(2
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Resultados y Discusion - Capitulo_2: Sintesis de Nucledsidos y Oligonuctebtidtificados

Esta ruta parte de uridina (Figura 2t},,y el primer paso es una proteccion conjunta de
los hidroxilos de los carbonos 3" y 5” con el reactivo de Maiki. Esta proteccidon consta
de una primera etapa regioselectiva donde se produce una sustitucion meleefiiante el
ataque del hidroxilo primario del carbono 5" a uno de los siliciosl @edlicloro-1,1,3,3-
tetraisopropildisiloxano. Posteriormente, se da una segurdgusidn nucleofilica donde
participan el hidroxilo del carbono 3", el segundo silicio de l&ouda y cloruro como grupo

saliente para dar 3
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Resultados y Discusion - Capitulo_2: Sintesis de Nucledsidos y Oligonuctebtidtificados

C-metil-3
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Resultados y Discusion - Capitulo_2: Sintesis de Nucledsidos y Oligonuctebtidtificados

la sintesis de un intermediario triazolido utilizando PQCL,2,4-tetrazol. Posteriormente, el

tratamiento con amoniaco sustituye este grupo dando comades(#S) y (2°'R)-2
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Resultados y Discusion - Capitulo_2: Sintesis de Nucledsidos y Oligonuctebtidtificados

2-2.4 (2
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Resultados y Discusion - Capitulo_2: Sintesis de Nucledsidos y Oligonuctebtidtificados

La ruta sintética comienza con la proteccion del grupo amino eroadé la posicion 6
de la adenosina. Se sintetiz8,W-dibenzoiladenosina (Figura 2-80) en lugar de RN
benzoiladenosina ya que este cambio proporciona mejoras na&altessrendimientos de las
reacciones, sobre todo en el paso de oxidacion.

Los siguientes pasos son la proteccion de los hidroxilos de lasopesi3” y 5° con el
reactivo de Markiewicz (Figura 2-81) y posteriormente, la oxidacién del hidroxilo de la

posicion 2" para dar el 2
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Resultados y Discusion - Capitulo_2: Sintesis de Nucledsidos y Oligonuctebtidtificados

Dado que esta ruta sintética no permite obtener los dos diastereosd@aseados, y
gue los rendimientos para el disteromero (2°S) son muy bajose nealizaron las tareas de
escalado para luego obtener las DNAzimas modificadas en las pos&iones

2-3 Sintesis de fosforamiditas modificadas

Una vez obtenidos los nucledsidos modificados es necesariozsinte 5°-0-(4,4"-
dimetoxitritil)-3"-O-(2-cianoetil-N,N-diisopropilaminofésramiditas) ~ asociadds Estos
compuestos son los mondmeros necesarios para la sintesis autontktizaahos nucleicos.
Sus grupos funcionales reactivos se encuentran estratégicameaggdpopara lograr una
desproteccion selectiva durante las etapas del ciclo de sintesis.

Para obtener las fosforamiditas se lleva a cabo la ruta sirdétleaFigura 2-5, donde
se ha ejemplificado con los diastereoisémeros de la 2 -desoxir&tlHidina. La primera
etapa es la proteccion regioselectiva del hidroxilo de la posicion & ctwouro de
dimetoxitritilo. La segunda reaccién es un ataque nucleofilico del hiolmila posicién 3" a
la 2-cianoetoxi-N,N-diisopropilaminoclorofosfina para dar ehdhmero que se utilizaran para
la sintesis de nucledsidos modificados.

10 Ry=CH;  R=H 12 Ry=CH; R=H
11 rRy=H R=CH, 13 R =H RB=CH, 15 R =H R=CH,

Figura 2-5: Sintesis de 5'-0-(4,4 -dimetoxitritil)-3'-O¢gianoetil-N,N-diisopropilaminofosforamidita)-2'-
desoxinucledsidos ejemplificado para 2

57



Resultados y Discusion - Capitulo_2: Sintesis de Nucledsidos y Oligonuctebtidtificados

La tabla 2-1 indica las fosforamiditas sintetizadas, los neiedios obtenidos y el
cbédigo numérico de estos compuestos. Los espectros de RMN de lamfatfasautilizadas

se encuentran en el anexo.

Nucledsidd Proteccion 5° Fosforamidita®
(2°9)-2-desox-2"-C-metiluridine CompuestolC 8% , Compuesto 1. 8% , Compuesto 1
(2’'R)-2"-desox-2"-C-metiluridine Compuestoll ﬂ, Compuesto 1. _86% Compuesto 1!
2’-desox-2"-metilidenuridin: Compuesto26 77.4% » Compuesto 2 30% , Compuesto 2
2’-desoxiuridin# Compuesto39 77.4% , Compuesto4C 66% | Compuesto 41

2'9)-2"-desox-2"-C-metil-N*-benzoilcitidine Compuesto20 _86% Compuestc22 _854%  Compuestc 24
=" p —_—"% p

2'R)-2"-desox-2"-C-metil-N*-benzoilcitidine Compuesto21 75:5% . Compuestc23 -87% . Compuestc 25
=" p p

Tabla 2-1: Compuestos sintetizados: A) nucledsidos moddi;aB) 5'-O-DMTr- 2'-desoxinucledsid@ 5'-O-
DMTr -3'-O-(2-cianoetil-N,N-diisopropilfosforamidita)-#esoxinucledsidos
*La fosforamidita de la 2"-desoxiuridina fue obtenida a pddi2’-desoxiuridina, ver Capitulo 7.

2-4  Sintesis de oligonucléotidos

Para la obtencion de los oligonucleétidos se utilizaron sinteteadmtomaticos que,
mediante numerosos ciclos, permiten la sintesis secugnmidenada de cadenas de ADN o
ARN. Las reacciones se llevan a cabo en fase sélida, el primnkdsido se encuentra unido
a un soporte de silice de poro controlado (CPG) y permanece unido hasthziacién de la
sintesis. Esta metodologia utiliza la quimica de cianoetilfasfifditas™ *% estos monémeros
contienen diversos grupos protectores estratégicamente disefadosnmarerios de forma
selectiva con distinta quimica de desproteccion. La Figura 2-6 Atmauls grupos
protectores caracteristicos de estos mondmeros. El extremo 5tesgepron dimetoxitritilo
gue puede ser removido en medio acido con di o tricloroacético. La fosddeaunida al
hidroxilo 3" tiene un grupo N,N-diisopropilamino, que puede activarseeatio acido y
actuar como un buen grupo saliente en una reaccién de sustitudiéofilioa. Los grupos
protectores de las bases y del esqueleto fosfato, son labileedi fasico y podran
removerse con amoniaco concentrado al finalizar la sintesisfoséramiditas que se

utilizan para las sintesis de oligonucleétidos de ADN se esquematizafiguia 2-6 B.

1 Beaucage, CaruthersDeoxynucleoside phosphoramidites. A new class of keyrnegiates for

deoxypolynucleotide synthesis Tetrahedron Leti®&l, 22, 20, 1859-1862

Beaucage, Caruthers. Synthetic Strategies and Paramdterslved in the Synthesis of
oligodeoxyribonucleotides According to the Phosphoramiditehbtet Current protocols in nucleic acid
chemistry20003.3.1-3.3.20
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Resultados y Discusion - Capitulo_2: Sintesis de Nucledsidos y Oligonuctebtidtificados

A Proteccion-Base
Proteccién OH 5° /9

Fosfato Acllvado

o HN T HN 0

0

Figura 2-6: 5-O-DMTr-3"-O-(2-cianoetil-N,N-diisopropilfllsamidita)-2°-desoxinucledsidos A) grupos
protectores presentes B) mondémeros para la sintesisD8e Bases nitrogenada$- Timina, C- N*-

benzoilcitosinaA- N°-benzoiladeninaG- N*-isobutirilguanina.
g

La Figura 2-7 esquematiza un ciclo de sintesis, el cual incluyepdsos para
adicionar un nucleétido a la cadena. La sintesis se realiza depdsid&dn 3" a la 5
contrariamente a la reaccion biosintética, esto se debe a la mejenad de la reaccion

guimica de condensacion de mondmeros.
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Resultados y Discusion - Capitulo_2: Sintesis de Nucledsidos y Oligonuctebtidtificados

BASE,

Detritilacion
Desproteccion dg Ho o
hidroxilo 5
o o]
M

BASE,

BASE,

O.
N,

1,/Py/H,O

| minoritario |

Ac,0/Lutidina/NMI

Secuencias Truncas

Figura 2-7: Esquema del ciclo de sintesis realizado partetisador automatico de oligonucledétidos.

El primer paso involucra la desproteccion del hidroxilo del carbono€eyvigmente
protegido con dimetoxitritilo. Esta reacciéon se lleva a cabo ediaracido, utilizando di o

tricloroacético en diclorometano.

Una vez desprotegido el extremo 5°, se procede a incorporar el sigunmmbenero.
Se trata la fase sélida con la fosforamidita y un activador (tetocabettiltiotetrazol) cuya

funcién es protonar el grupo amino de la fosforamidita y foamsrlo en un excelente grupo
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Resultados y Discusion - Capitulo_2: Sintesis de Nucledsidos y Oligonuctebtidtificados

saliente. Tras el ataque nucleofilico del activante se obtiengerighdo fosfotetrazolido y
diisopropilamina. La proteccién previa de los grupos reactivos deat&s loleja como Unico
nucledfilo al hidroxilo del extremo 5° que, mediante un ataquésédro del fosfotetrazélido,
permite elongar la cadena en un nucleétido. Para alcanzar buenoseatalren el producto
final, este acoplamiento debe realizarse con una eficiencia nieir98%.

Dado que la extension de la cadena no se da de forma cuantitativa, skldmgsear
las secuencias que no reaccionaron en la condensacién y evitar qfierantezn los
siguientes pasos de sintesis. Finalizada la etapa de acoplamiento, serrara agente
acetilante dando origen a secuencias truncas de largo y composiciéeanhoe que seran

posteriormente separadas mediante una purificacion cromatogréfica.

El siguiente paso es la oxidacion del triesterfosfito con el de yodo, piridina y
agua para dar un fésforo pentavalente caracteristico del enlace fodts@di€os nucléicos.
Para cadenas modificadas con fosforotioatos, se adiciona un pesaexbrmacion del

enlace fésforo-azufre utilizando 2-benzoditiol-3-ona-1,1-di6xido.

Por altimo, un nuevo paso de detritilacion permite el comienzaidalente ciclo.
Dado que el cation tritilo liberado tiene una coloracion naranja, talzbscia a 490-495nm

se utiliza como indicador de la eficiencia de acoplamiento.

La repeticion sucesiva de ciclos da origen a la secuencia de compositadgo
deseados unida al soporte solido y con los grupos protectores asdasyten el fosfato. El
tratamiento con amoniaco concentrado aCb%lurante ocho horas permite liberar el
oligonucledtido del soporte de silice e hidrolizar los gruposeptmtes. Se obtiene como
resultado, una mezcla de la secuencia completa (de largo n) contamomadacuencias
minoritarias mas cortas (n-1, n-2, etc), con un conjunto de seéasi¢énoicas y con los grupos
protectores de las bases hidrolizados. El oligonucleétido desprotegido fdse lsdlida,
todavia conserva el grupo protector DMTr en el extremo 5 ya que éshd ésitBamente en
medio &cido. Por ser un grupo voluminoso y lipofilico permite qumdacla pueda ser
purificada sin problemas por cromatografia de fase reversa. La Figura 2:8s&arel perfil
cromatografico de HPLC-RP del producto de desproteccién con amoniacdrdeds sle un
oligonucleotido de ADN de 32 bases. Lo primero en eluir de la colwsmmdas secuencias
truncas. Luego, se distingue la benzamida y por ultimo, swbsl oligonucledtido que, por
estar protegido en el extremo 5° con DMTr, presenta mayor afipidada columna C18.
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Resultados y Discusion - Capitulo_2: Sintesis de Nucledsidos y Oligonuctebtidtificados

Este pico eluye con una cola hacia mayores tiempos de reteloc@al esta indicando la

presencia de algunas secuencias minoritaria de menor longitud--2tc).

Por ultimo, se aisla la secuencia deseada, se desprotege el extramue8iceacido y

nuevamente se debe purificar el oligonucleotidos del DMTr liberagtbamte una extraccion

de la fase acuosa con éter etilico. Se controla la integridad y la puredayalelicleétidos

por HPLC-RP. La Figura 2-11 B muestra, a modo de ejemplo,oehatograma de un

oligonucledtido de ADN de 32 bases totalmente desprotegido. En este adistinggien

secuencias minoritarias n-1, n-2 y hasta n-3. La Figura 2-8 Ctmrauaa gel de

poliacrilamida donde pueden discriminarse oligonucledtidos con diferesheidengitud de

entre uno y dos nuclegtidos.

A

s | Il

toem | \
s 4

|I
vooe | |

Figura -8: Etapas de purificacion de los oligonucleétido, ejemplificcon una secuencia de ADN de

bases A)

Producto de la desprotecciébn con amoniaco Bprkledtido totalmente desprotegido y

purificado C) Control de pureza por electroforesis en gel dagoitdhmida.
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Resultados y Discusion - Capitulo_2: Sintesis de Nucledsidos y Oligonuctebtidtificados

Los sintetizadores comerciales ofrecen distintas opciones paGclos segun la
naturaleza del oligonucleétido a sintetizar, las preferencias de estalpurificaciéon post
sintesis. Generalmente, los ciclos estan predisefiadosip@sissde secuencias de ADN o
ARN, ya sea DMTr-ON o DMTr-OFF. Pueden realizarse sintesis cofagsstesde 40nmol
hasta 10mol. Igualmente, es posible variar las condiciones de losscigdor ejemplo,
aumentando los tiempos en gue los reactivos estan en contactofase $6lida, agregando
un nuevo paso de reaccion, alterando el orden de los pasos, etes Bty Util cuando se
trabaja con nucleésidos modificados con requerimientos de reacc@éamtamplados en los
ciclos disponibles. Por lo tanto cada paso de sintesis se dptamigin la fosforamidita
utiizada. Para 2’-desoxi-2"-C-metilfosforamiditas, 2,2 -anhidrouddfiofamiditas, 2'-
desoxi-2"-metilidenfosforamiditas y fosforamiditas LNA, seliadi doble paso de
acoplamiento y se extendio el tiempo de esta reaccion. Para elechN@ fosforamiditas, el
paso de oxidacion es mas lento que con las fosforamiditas de ADM, f@otto se requiere
adicionar un paso extra de oxidacion. Las fosforamiditas LNéeBen ser disueltas es
THF/ACN 25:75.

De esta manera, se obtuvieron los oligonucleétidos utilizados paensayos de
caracterizacion cinética o de estabilidad nucleolitica (Capitulo 3) y para lagosnde

actividad en sistemas biolégicos (Capitulo 4).

2-5  Conclusion

Durante este trabajo se sintetizaron los diastereoisémeros (22R9)y2 -desoxi-2"-C-
metiluridina y los correspondientes a citidina, (2'R) ySf2’ -desoxi-2"-C-metil-
benzoilcitidina. También se obtuvo el mondémero 2’-deseki-thetilidenuridina. Se
realizaron algunas modificaciones que mejoran la ruta sinf@cheada originalmente. Se
avanzé sobre la sintesis de (2'R) y (2°S)-2'-desoxi-2"-C-iiebknzoiladenosina

proporcionando informacién para luego continuar con la sintesis.

Se obtuvieron las fosforamiditas de los 2’-desoxi-2"-C-pigtilidinnucledsidos
sintetizados. Luego se utilizaron para introducirlos en las secuencias @NAzimas y
oligonucledtidos modificados. También se sintetizaron DNAzimaslifinradas con 2’-
desoxi-2"-metilidenuridina y con los mondémeros comerciales LNZ-anhidrouridina 'y 2”-

O-metilnucleésidos.
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Capitulo 3

Estudio de Actividad y Estabilidad de

DNAzimas Modificadas
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3-1 Objetivo

El objetivo de este capitulo es analizar el efecto generado sobre la

actividad catalitica y la estabilidad biologica de la DNAzima
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La relaciéon de las constante#ks es aproximadamente 450, por lo tanto, hay una gran
preferencia de la reaccion de hidrélisis frente a la de ligacién. Ektgies desde el punto de
vista que la DNAzima

68



Resultados y Discusion - Capitulo_3: Estudio de Actividad y Estabilidad de DNAko@ificadas

completo de hidrélisis todavia no son conocidos quedando numerdso®gantes por

respondet
a e
b
o]
T ~ R o 1
: R o o} R
o} R -0~
. . o 0 o
O OH OH H R HOH + 2+
ompe’ W e o e 0 oM § D?f(o "
(--I\\O_ + Ozp\,{H (ol o] e*

(0l +
U HO
o _o. U
o
1 OH ) OH
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Figura 3-2: Hipétesis del mecanismo de hidrdlisis del A&italizada por la DNAzima
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Para la reaccion de hidrolisis se utiliza el sustrato de ARN marcado insdistte en
el extremo 5 cor?P y condiciones de exceso de la DNAzima. Se extraen alicuotas de la
reaccion a distintos tiempos, los productos de hidrdlisis se segratangel de poliacrilamida
desnaturalizante, las bandas se detectan y se cuantifica la marca edmctnodo de
ejemplo, la Figura 3-3 muestra un gel tipico de una cinética de ikisirdé ARN. Los

valores obtenidos luego de tres ensayos independientes se ajustanuava de cinética de

segundo ordeR =P * (1
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Para la DNAzima
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Figura 3-4: A) Cinética de hidrdlisis de la DNAzima
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Estas dos posiciones fueron estudiadas previamente en el contextatademes

puntuales con otros nucleétidos naturalemsn 2
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De este analisis se desprende que las DNAzimas mutadas con 2 -desoxiuridina
en las posiciones T4 y/o T8 no presentan cambios sustaneraless cinéticas de
hidrélisis respecto a la DNAzima
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Figura 3-6: Estudio cinético de DNAzimas modificadas um gesiciones T4 y T8 con 2 desoxi-2'-C-

metiluridina. A) Cinética de hidrdlisis a 0.5; 1; 2§mM MgCL. B) Valores de k,sy su dependencia con la
concentracion de Mg
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Si bien no conocemos detalladamente las interacciones estabasitias del nicleo
catalitico y es muy dificil justificar estas observaciomssimportante destacar que el efecto
observado es dependiente de la configuracion del carbono 2° para dedasposicion T8
pero no para el caso de la posicidon T4. Por otra parte, algunagucacibnes perturban la
dependencia del nicleo catalitico con’Mgnientras otras parecen no alterar esta interaccion.
Por udltimo, es interesante observar que si bien ciertas modifiegc tienen un efecto
draméatico sobre la actividad, este hecho puede revertirse al introdaciueva mutacion,

demostrando asi que los efectos de las modificaciones pueden cosgmensar

3-2.3 DNAzimas modificadas con (2°S) o (2'R)-2 -desoxi-2 -C-metilcitidina

El nlcleo catalitico de la DNAzima
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Figura 3-7: Estudio cinético de DNAzimas modificadasaanplosiciones C3, C7, C10 o C13 con 2"-desoxi-2"-
C-metilcitidina. A) Cinética de hidrdlisis a 0.5; 1; 3gmM MgCh. B) Valores de l,sy su dependencia con la

concentracion de Mg
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Para las posiciones C3, C10 y C13, cualquier modificacién incorpseeataduce en
un descenso importante de la actividad tanto a 0,5mM d& bgmo al aumentar la
concentracion diez veces. Pero en el caso de la posiciéon C7, ningwsardedificaciones
introducidas afectan a la actividad de la DNAzima, es decir no diserirantre la
configuracién R o S del carbono 2" del nucleétido incorporado. Al igua con Dz-8S,
podria mencionarse una leve influencia con la concentracion deesmags decir, al
aumentarla hay una mayor diferencia de actividad respecto a la DNsmimmdificaciones.
Incluso, a concentraciones bajas de*Méas DNAzimas mutadas en C7 con ambos
diasteromeros presentan un incremento de la actividad catalitica oesfigzxt Si bien para el
caso de las DNAzimas modificadas en las posiciones T se olgeevoiertas mutaciones
puntuales inactivan el ndcleo pero al agregar otra mutacion la actaudaehta, para el caso
de las DNAzimas mutadas en posiciones C, no se realizaron dobksomes debido a la
cantidad de alternativas posibles. Se decidi6 continuar direc&roent dobles y triples

mutaciones en las posiciones del ndcleo catalitico que contigriea y citosina.

3-2.4 DNAzimas modificadas con (2°'S) o (2'R)-2 -desoxi-2 -C-metilcitidina
y (2°S) y/o (2'R)-2"-desoxi-2 -C-metiluridina

3-2.4.1Doble mutacion

Tomando como base los estudios previos de modificacionéggbesrque no causan

una gran disminucion de la actividad de la DNAzima
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Figura 3-8: Estudio cinético de DNAzimas modificadas en pasiciones C7 y T8 con 2’-desoxi-2"-C-
metilnucledtidos. A) Cinética de hidrdlisis a 1y 10mM Mg@) Valores de K,y su dependencia con la
concentracion de Mg

Para ambos casos no se observa un descenso de la actividad a causa de
modificacion. Estos resultados concuerdan con publicaciones prewake distas dos

posiciones mostraron una gran tolerancia a los cambios, ireclasceliminaciones puntuales.

3-2.4.2Triple mutacién

Por dltimo, se sintetizaron DNAzimas con mutaciones en lasigoss T4, C7 y T8
del ndcleo catalitico. Los experimentos previos con dobles rantscien T4 y T8 indican

gue las DNAzimas con menor descenso de la actividad son Dz-4S8R yDy-4i8e la
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posicion C7 puede ser reemplazada por cualquiera de las configuracionesrdsn su
capacidad de hidrélisis. En base a estos resultados, se disefigignitages DNAzimas:

Dz-4S8S7F 5 TGGCTGG/GGCIAGCIACAACGA ACATATAG 3
Dz-4S8S7: 5 TGGCTGG/GGCIAGETACAACGA ACATATAG 3
Dz-4S8R7¢ 5 TGGCTGG/GGCIAGETACAACGA ACATATAG 3
Dz-4S8R7F 5 TGGCTGG/GGCIAGCTACAACGA ACATATAG 3

X (2°S)-2"-desoxi
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Si bien para todos los casos se observa un descenso de la actividddacatsie
efecto no es tan marcado como en los casos de inactividad por mutaciohuedes. Por otro
lado, el efecto sobre la actividad pareceria ser constante al autacatarcentracion del
metal. Las Dz-4S8S7R y la Dz-4S8R7S no presentan una variacioimpastante. Sobre
todo a 1mM ambas DNAzimas retienen un 80% de la actividad. Est@tafotrma en una
buena alternativa para su uso en sistemas bioldgicos, ya que elt@uteemimero de
modificaciones esta directamente relacionado con el aumentaedtabilidad nucleolitica.

3-2.5 DNAzimas modificadas con otros nucleo6tidos modificados

Al evaluar el comportamiento de las DNAzimas modificadas con 2
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3-2.5.1 2
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constante y no presenta un aumento lineal acorde a lo esperado. Paradel Das,8m el
efecto es similar al observado para Dz-4m, por lo que no parece halfectonceoperativo

tal como se observé para DNAzimas con dobles mutaciones 2
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Comparando estos resultados con los obtenidos para las DNAmuataslas con 2

84



Resultados y Discusion - Capitulo_3: Estudio de Actividad y Estabilidad de DNAko@ificadas

120+
1104
100
90+
80+
704
60+
504
40
304
204
104

% Hidrdlisis

-10

1204

10mM MgCl, |

i)
110 4
100
I, %0 Eﬁ\iﬁfif e R
P L o1 ¥ I —e—Dz-4LNA
F 70] —=—Dz-48LNA
b4 —v—Dz 2 60 Dz-8LNA
¥ —e— Dz-4LNA = 0]
y —a— Dz-4,8LNA 5 401 %/..
| Dz-8LNA £ o] i/
T ES 20 /i//
L,, e ————1 10] L.
04
5 20 40 & 8 10 10 R S S S I ] P
tiempo (min) tiempo (min)
[MgCl,] Kobs (Min™)
(mM) Dz Dz-4LNA Dz-8LNA Dz-4,8LNA
1 0.74 £+ 0.03 ND ND ND
10 2.4 0.3119 = 0.1 ND ND

ND: no detectado

Figura 3-13: Estudio cinético de DNAzimas modificadasIddA-T.

Los resultados para Dz-8LNA y Dz-4,8LNA muestran una intolesaada mutacion

gue, probablemente, sea debida a la rigidez del anillo furanésidoisbra ocurre con la Dz-

4LNA a bajas concentraciones de ¥igero extrafiamente, al aumentarla a 10mM, la

actividad asciende a niveles comparables a los de la DNAzima
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Figura 3-14: Estudio cinético de DNAzimas modificadaslddA-C.

En este caso, también se observa un descenso de la actividad cataditicalgaios
casos analizados. Tanto la Dz-3LNA como Dz-13LNA son completam@atdgvas. La Dz-

7LNA y la Dz-10LNA muestran un comportamiento similar, presenian descenso

importante de la actividad pero conservan la dependencia esperada al aumentar |
concentracion de Md. A diferencia de Dz-7LNA, la Dz-7S tiene una actividad comparable a

la DNAzima
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La Figura 3-15 muestra los resultados cinéticos de las DNAzimas mutadbhIA-

adenosina.
1mM MgCI
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1 0.74 + 0.03 ND ND ND ND 0.3 0.01
10 24 + 0.3 ND 0.049 0.006 ND ND 0.73 0.06

Figura 3-15: Estudio cinético de DNAzimas modificadas|ddA-A.

Para las DNAzimas 5, 9, 11 y 12LNA se observa un gran descenso deitiadctia

Dz-15LNA, si bien tiene una actividad bastante menor a la de laziDiA
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actividad pero la disminuye en gran medida cuando se modifica cOR. @ otra parte la
posicion C7 no distingue entre S o R, conservando para ambos gasoactividad

comparables a la DNAzima
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3-3.1 DNAzimas modificadas con (2°'S) vy/o (2'R)-2"-desoxi-2 -C-
metiluridina

4-3.1.1 Estabilidad frente a DNAsa RQ1 y a lisado celular MCF-7

En primer lugar, se analizaron las DNAzimas modificadas con 2'-d2s@xi
metiluridina en las posiciones T4 y/o T8. Se compararon susliestdbs frente a la DNAsa
comercial RQ1 y ante un lisado de células MCF-7 de cancer de nanféigura 3-17

muestra las cinéticas de degradacién obtenidas.
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Figura 3-17: Estabilidad de DNAzimas modificadas frend@ BNAsa RQ1 y B) Lisado de células MCF-7.

En ambos casos puede observarse un aumento de la estabilidad a dellayopo

de las DNAzimas modificadas frente a la DNAzima
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puede ser una estrategia interesante para proteger a las DNAzimas del dgaque

endonucleasas.

Luego, se realizé6 una comparacién entre la actividad a 1mM deyMa estabilidad
ante la nucleasa RQ1 a un tiempo fijo de 15min. Si bien, alficexdias DNAzimas la
actividad puede verse afectada negativamente, su estabilidad aumerdega tbel tiempo.
En la Figura 3-18 puede observarse que la relacion actividad/resisteddmvesecida para
las DNAzimas modificadas y a medida que aumenta el numero de aaoiifies la relacion

se incrementa.
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Figura 3-18: Relacién actividad/resistencia relativié\zimas modificadas.

Estos resultados permitieron eligir las DNAzimas con mejofacign
actividad/resistencia para luego dirigirlas contra distintos ARNmdal (Capitulo 4). Para el
caso de ARNm del receptor de estrégense utilizaron DNAzimas modificadas en dos
posiciones (Dz-8S y Dz-4R8S). Esto se debe a que al momento idarrkees ensayos de
inhibicion de la expresién del Rictodavia no se contaba con los resultados de actividad y
estabilidad de las DNAzimas triplemente mutadas. Posteriormente, paigaidos ARNm
de STAT3 y del virus de hepatitis C se utilizaron las DNAzimadetriente mutadas (Dz-
4S7R8S y Dz-4S7S8R).
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3-3.2 DNAzimas modificadas con (2'S) v/o (2'R)-2"-desoxi-2 -C-
metilnucledtidos y 2°O-metilnucleotidos

3-3.2.1 Estabilidad ante DNAsas comerciales y DMEM/10%SFB

En esta etapa se evaluaron las DNAzimas que contienen tres maiBsa® -
desoxi-2"-C-metilnucledtido en el nucleo catalitico y cuya actividadossparable a la
DNAzima sin modificar, (Figura 3-9, Dz-4S7R8S y Dz-4S7S8R). Paragedas frente a la
degradaciéon por exonucleasas, se modificaron cada uno de los extreow litazbs de
reconocimiento con dos fosforotioatos. Por otro lado, se disefbnjunto de DNAzimas
gue, a parte de tener las mismas modificaciones 2 desoxi-2"-C-metitidc que las

anteriores, incluyen cuatro mutaciones en el nucleo catalitiso2co

91



Resultados y Discusion - Capitulo_3: Estudio de Actividad y Estabilidad de DNAkIo@ificadas

— D
\ Estabilidad en DMEM/10%SFB I —TN
1204 [ DzB
I I DzAOMe
1 DzBOMe
100 pwrr T T I I I
T Bl ol
80 I
©
£
2:‘ 60
Z
[a)]
o\o 40
20
ol L] L] L] L] L] L
0 8 24 32 48 72 96

tiempo (horas)

Figura 3-19: Cinética de degradaciéon de las DNAzimas mod#gan
DMEM/10%SFB

Para el caso de las DNAzimas tratadas con nucleasas comerciales, saniéarva
mayor estabilidad cuando estan presentes las modificacionesgura B-20 presenta los

resultados de degradaciones utilizando las DNAsas RQ1 y Mung Bean.
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Figura 3-20: Cinética de degradacion de las DNAzimas neadidis en A) RQ1 DNasa B) Mung Bean DNAsa.
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Con estos resultados es evidente que las modificaciones utilgaxtascionan un

aumento de la estabilidad biologica de la DNAzima
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Figure 3-21: Southern blosonda DNAzimas 219 y sonda HSUG6RI

Ensayos previos:
Antes de realizar el ensayo de transfeccion, extraccion y cuaitificase llevaron a

cabo varias actividades para poner a punto la técnica y validarla:

1. Para determinar aproximadamente el limite de deteccidon se realiz6 una curva de
concentraciones decrecientes de DNAzimas desde 4.5ug a 0.1ug (FigureS3-22).
bien la deteccién es dependiente de la concentracién de la sonda, de au marc
radiactiva y de la eficiencia de transferencia del gel a la membeatggnsayo
nos permitié tener una idea aproximada de las concentraciones que se pueden

detectar.

Curva de concentracion de DNAzima ’|
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y=arx+
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b 9260545
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Figura 3-22: Southern blot - curva de concentracion @&lazima 219.
Calles gel: de izquierda a derecha, 0,1; 0,25; 0,521553,5; 4,59 de Dz-219, sonda
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2. Dado que las DNAzimas ensayadas tienen varias modificacionescasinpie
podian llegar a interferir en la hibridacién de la sonda radiactigangucir a
resultados erroneos, se realizé el southern blot utilizando la nocisntialad para
cada DNAzima. Luego se cuantificé la marca radiactiva (Figura 3-23). Blensa
se realizé con 2ug y 0.5ug de DNAzima para descartar alguna dependencia con la

concentracion.
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Dz 2ug
1.4+ !
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© —
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Figura 3-23: Southern blot para A) 0,5ug de DNAzimas y B)dBNAzimas. Calles 1) Dz-219, 2)
Dz-219A 3) Dz-219B 4) Dz-219A0OMe 5) Dz-219BOMe 6) Dz-2190Me. C) Cueatiion.

Tanto en el southern blot con 2ug como con 0.5ug no se obsereaendifs

significativas entre la DNAzima
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Figura 3-24: Southern blot de la DNAzima remanente lued@Hede transfeccién y su cuantificacion.
Sembrado: Producto de la extraccion de RNA total y DNAzm&) 1pocillo, 2) 2 pocillos, 3) 3
pocillos, 4) 4 pocillos.

El resultado obtenido para un solo pocillo es inesperado, dado que bseseao

nada de marca, lo cual podria deberse a un error. Teniendo en cuentaaa mar
obtenida para dos pocillos seria de espera que con un solo pocillo seambserv
DNAzima. Igualmente, se decidi6 seguir adelante utilizando el poducto de

extraccion de dos pocillos por punto.

Conociendo esta informacién, se llevé a cabo el ensayo de estakilansfectando
4.5ug de DNAzima y recogiendo a 18, 24 y 48 horas la DNAzimaAR®@l total de dos
pocillos. Los ensayos se realizaron por duplicado. La Figura 3-25rmu&scantidad de

DNAzimas remanente luego de 18, 24 y 48hs de la transfeccion.

Al analizar los resultados puede observarse una menor estabilidad de lanl2NAzi
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Figura 3-25: Estabilidad de las DNAzimas en cultivdalaees Huh-7. Cantidad de DNAzima relativa al ARN
HSUGRNA luego de A) 18 horas, B) 24 horas y C) 48 horas

Conclusion

En esta etapa, se estudio la resistencia de DNAzimas modificad2saesoxi-2"-C-
metilnucleétidos frente a distintos sistemas biologicos.tdelos los casos se observa un

aumento de la estabilidad nucleolitica respecto a la DNAzima
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Capitulo 4

Estudio de Actividad en Sistemas Biologicos de

DNAzimas Modificadas

99



100



Resultados y Discusion - Capitulo_4: Actividad en Sistemas Biol6gicDddeimas Modificadas

4-1  Objetivo

El objetivo de este capitulo es evaluar y comparar la actividad de la
DNAzima
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tumores desarrollan resistencia al tratamiento hormonalrgsponden a este tipo de terapia
Estudios previos, han demostrado que la disminucion de los ndeld®Ee. en células
tumorales de cancer de mama conduce a apoptosis y disminucién defdagoioh celular.
Por lo tanto, el REx es un blanco de interés clinico y su inhibicion representa @iiaes

interesante sobre todo para el tratamiento de tumores resistentesia hormonal

En esta etapa, se detallan las actividades realizadas con el objeto de lanhibir
expresion del receptor de estrogemoen células tumorales de cancer de mama MCF-7

utiizando DNAzimas
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ez

Figura 4-1: ARNm del Receptor de Estrogenloumano. En rojo, las tres zonas de corte de las
DNAzimas utilizadas.

Las tres DNAzimas
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Dz-1 (+956 5 TGGCTGG/GGCTAGCTACAACGAACATATAG 37

Dz-2 (+889 5 GGACCAG/GGCTAGCTACAACGATCCATAAT 3

Dz-3 (+293 5 CATGGTC/GGCTAGCTACAACGAGGTCCGTG 2

SCFk 5 AGTACGATCACGACTAGACGATCAGAGCATC3

Dz-2M 5" GGACCAGA GGCTAGCTACAACCA TCCATAAT 3

Dz-2-8S 5" GGACCAG/ GGCTAGCIACAACGA TCCATAAT 3
5

Dz-2-4S8F GGACCAG/ GGCIAGCTACAACGA TCCATAAT 3

X (2°S)-2"desoxi-2"-C-metiluridin& (2'R)-2"desoxi-2"-C-metiluridina.

4-2.2 Ensayos de inhibicion en células MCFE-7

Antes de utilizar las DNAzimas modificadas con 2
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A
B

Figura 4-2 :A) tratamiento con secuencia scramble ecetdraciones toxicas tincion con DAPI
(izquierda) y bromuro de etidio (derecha) B) tratamientorobnt

Para corroborar la correcta transfeccion de las DNAzimas, se realeasagos a
diferentes tiempos de transfeccion utilizando una DNAzimas marcadduoogsceina en el
extremo 5°. Se mantuvieron las células en contacto con el nyedb complejo de
transfeccidén por un periodo de 2, 4 o 6 horas. Se utilizé uosompio de fluorescencia para
determinar la ubicacion y tener una idea cualitativa de la cantidad de DN#ams#ectada.
Luego de analizar cada tiempo se determin6 que el tiempo éptimo de tramsézaciohoras.
En la Figura 4-3 puede verse gque luego de 4hs de transfeccion las DNAzenasexgtran
en el citoplasma celular.

Figura 4-3: Microscopia confocal de las células MCF4Tsfiectadas con un oligonucle6tido marcado con
fluoresceina (4 horas).
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Luego, se realizé la transfeccion y el ensayo de inhibicionasoimes DNAzimas
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Por dltimo, se sintetizaron las DNAzimas modificadas con 2'-d&S@xi
metilnucledtidos contra la zona 2. La Figura 4-5 muestra el resul@ado western blot
donde se puede observar una disminucion del nivel de esta proteina respattrol
(células sin tratamiento) para la Dz.2 y las DNAzimas nwalias Dz-8S y Dz-4S8R.
Nuevamente puede observarse una inhibicion de la expresion deldeBido al efecto

antisentide de los brazos de reconocimiento de la la Dz-2M.

Figura 4-5: Western blot de células tratadas con DNAzimedificadas con 2"-desoxi-2"-C-
metilnucledtidos (Ctrol: células sin tratamiento, Taélulas tratadas con tamoxifeno)

4-2.3 Conclusion

En primer lugar, fue posible comparar la actividad catalitica de tres DidAzi
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4-3  Inhibicion de STAT-3

La familia de proteinas transductoras de sefiales y activadoras de trans¢8p&id)
cumplen un rol importante en la transmision de sefalepla#tmaticas relacionadas con
factores de crecimiento y citoquinas, los cuales tienen receptomadasomayormente con
actividad tirosin-quinasa. Una vez activadas por fosforilad&nproteinas STAT tienen la
funcion de regular la transcripcibn de numerosos genes con respuestiasesede
proliferacién, apoptosis, angiogénesis, respuestas inmunesrgrtifacion. Por lo tanto, la
sobreexpresion de estas proteinas se traduce en procesos irreguldpesaétapoptédticos
y proliferativo, que estan generalmente asociados al desarrollo deefinha Tabla 4-1
muestra las proteinas STAT que se encuentran sobreactivadas ersdisticres humanos.

Céncer Sobreexpresion
Mama STAT1, STAT3, STAT5
Cabeza y Cuello STAT1, STAT3, STAT5S
Melanoma STAT 3
Pulmén STAT 3
Pancreas STAT 3
Prostata STAT 3
Ovario STAT3
Leucemias STAT1, STAT3, STAT5
Linfomas STAT3
Mieloma STAT1, STAT3

Tabla 4-1: Ejemplos de canceres humanos donde se encangaxpresada alguna
proteina de la familia STAT

Una de las proteinas mas estudiadas de esta familia es STAT3, que lepaithala
como necesaria para el crecimiento y la vida de numerosos tumorgsasatumanos.
También es sabido que el bloqueo de la activacion o la expresiéon dE3 Sildiben el
crecimiento in vivo de diversos tumofe®or lo tanto, esta proteina representa un blanco
terapéutico interesante cuando el tumor desarrolla resistencia a la tevap@anal. Una
alternativa es la terapia de silenciamiento génico, se han realizadim&®n los cuales se

logra inhibir la proliferacién del tumor silenciando STATEn esta linea de trabajo, el

5Yu, Jove. The STATS of Cancer
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laboratorio de la Dra. Patricia Elizalde (IBYME-CONICET) cuenta con gkperiencia en la
influencia de STAT3 en el desarrollo tumdrdista etapa incluye los resultados obtenidos por
su grupo al intentar inhibir la expresion de STAT3 en célulasralexde cancer de préstata
utilizando las DNAzimas modificadas con 2’-desoxi-2"-C-metilndiled sintetizadas en

nuestro laboratorio.

4-3.1 DNAzimas utilizadas

Se eligieron tres posiciones de hidrélisis para dirigir las BifAs destinadas a
inhibir la expresion de STAT3. Estas zonas fueron utilizadas ctm@xino blanco de RNAI
en la inhibicion del ARNm de STAT3. La Dz-3 (zona 3: +445 ratdn, +i08anos), Dz-1A
(zonalA: +1336 raton) y Dz-1B (zona 1B: +1341, ratdén). Como se explicé paraneb bla
ARNmM del ERe, en este caso también se utilizaron dos controles, SCRDNAzimas con

el nucleo catalitico inactivo debido a una mutaciéon en la posicion 1AxIMY.

Dz-1e 5" TCAGGAAA GGCTAGCTACAACGATTGACCAG 3
Dz-1b 5 AAATTTGA GGCTAGCTACAACGACAGCAACC 3
Dz-3 5" ATGAAACA GGCTAGCTACAACGA CAACGTGG 3
SCR Dz 5 TGAGACCTGCTAGAGAATAACGAGCACACAG 3

Dz-1e-A 5" TCAGGAAA GGOIAGCIACAACGA TTGACCAG 3

Dz-1s-B TCAGGAAA GGCIAGETACAACGA TTGACCAG 3
Dz-1e-BOMe TCAGGAAA GGCIAGETACAACGA TTGACCAG 3
Dz-1e-OMe TCAGGAAA GGCTAGCTACAACGA TTGACCAG 3

5
5
5

Dz-1a-M 5" TCAGGAAA GGCTAGCTACAACCA TTGACCAG 3
5
5

Dz-3-A ATGAAACA GGCIAGCHACAACGA CAACGTGG &
Dz-3-B ATGAAACA GGCIAGETACAACGA CAACGTGG &
Dz-3-BOMe 5 ATGAAACA GGCIAGETACAACGA CAACGTGG 3
Dz-3-OMe 5" ATGAAACA GGCTAGCTACAACGA CAACGTGG 3
Dz-3-M 5" ATGAAACA GGCTAGCTACAACCA CAACGTGG 3

A (2'S)

109



Resultados y Discusion - Capitulo_4: Actividad en Sistemas Biol6gicDddeimas Modificadas

4-3.2 Ensayos de inhibicion en células C4HD

En primer lugar se pusieron a punto las condiciones de transfepeitm,.ello se
utilizé Fugene como agente de transfeccién y se evallo el resultado atidittren las
células 4 o 10ug de DNAzimas. La Figura 4-6 muestra dos experimedeendientes
donde se cuantifico la cantidad de la proteina STAT-3 mediante lagémiwester blot. Se
utilizé el gen de actina para normalizar la carga y como control, célatasias Unicamente

con el agente de transfeccion.

B 4ug
100 i I 110ug

80+
60+

40

STAT3/Actina %

20+

Control
Scramble -
Dz3 A
Dzlb -

Dzla

Figura 4-6: Inhibicién de STAT3, tratamiernto con 4 y 10ugii¢Azimas

Dado que el efecto inhibitorio es similar para ambas concentracionesidsé sieguir

adelante utilizando como tratamiento 4ug de DNAzimas o scramble.

La etapa siguiente consistid en realizar ensayos de inhibiciérelcoonjunto de
DNAzimas modificadas para las tres zonas planteadas. Respecto afasnasldirigidas a
las zonas 1A y 1B no se observo un porcentaje de inhibiciondeoable. En cambio,
algunas de las DNAzimas dirigidas a la zona 3 mostraron undi@a@ucion en los niveles
de STAT3. Luego de tres ensayos independientes se logré observar DiNAERas Dz-
3A, y Dz-3BOMe presentaban una leve inhibicion. Dado que la Dz-3M owo@d un
descenso de los niveles de STAT3, el efecto observado para Dz-3A3B@Me podria
considerarse independiente del antisentido. La Figura 4-7 mussigeafico de actividad

relativa en funcién del tratamiento para las DNAzimas diagia la zona 3.
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Figura 4-7: Actividad relativa segun el tratamienta:3) Dz-3M; Dz-3A; Dz-3B; Dz-3BOMe; SCR;
Ctrl=células sin tratamiento; Ctrl+F=células tratadas [eagene Unicamente.

Luego, se evalué el efecto que generan las DNAzimas modificadagediiferacion

de células tumorales C4HD. Para este estudio, se utilizaron las DNAdingatas a la zona

3 y como inductor de la proliferacion el progestageno sintético acetato de
medroxiprogesterond (MPA). El MPA induce la activacion transcripcional de STAT3 y
favorece la proliferacion. Se realizaron dos ensayos por cada tra@mane@ presencia y
ausencia de MPA. La Figura 4-8 muestra los resultados de estossedseyte puede
observarse que la Dz-3A inhibe la proliferacion celular. Tamb&numna leve inhibicién
debida a la Dz-3-OMe. Para el resto de los tratamientos no hayeato propio de las
DNAzimas. Esto también se observa para la Dz-3M por lo que, nuetenasnposible
descartar un efecto inhibitorio antisentido debido al apareamiento ddrdaes de
reconocimiento con el ARNm blanco. Los controles con célulagratamiento, células
tratadas Unicamente con el agente de transfeccion y células taadasecuencia scramble
no presentaron inhibicion de la proliferacion. Por lo tantofeete observado para la Dz-3A
y Dz-3-OMe puede adjudicarse a la actividad catalitica de estas DNAZiovasderando las
mejoras en la estabilidad presentadas en el Capitulo 3, estos resultadtisresantes ya
gue ambas DNAzimas se encuentran modificadas en tres o cuatrormass@im nucledsidos

gue imparten resistencia nucleolitica a las secuencias.

1 Proietti et. al. Progestins Induce Transcriptiodativation of Signal Transducer and Activator of

Transcription 3 (Stat3) via a Jak- and Src-Dependent Mesthan Breast Cancer Cells Molecular and Cellular
Biology, 2005 . 4826
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Figura 4-8: Ensayo de inhibicion de la proliferacion daelaé C4HD con y sin MPA.
(Ctrl=células sin tratamiento, Ctrl-F= células tratagt@samente con Fugne)

Por ultimo, para la DNAzima 3A se optimizé el paso de transfecaidhusca de

aumentar el efecto inhibitorio. Luego de evaluar cuatro agentes det@dsfdiferentes, se

determiné que la transfeccion con lipofectamina presenta los vatdealtos de inhibicion.

La Figura 4-9 muestra el resultado del wester blot para los cuatro tratsrie transfeccion

y el control. Luego de tres ensayos independientes se pudo coneldir disminucién de los

niveles de STAT 3 debida a la Dz-3A es de aproximadamente 35%.
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Figura 4-9: A) Wester blot para distintos tratamientostrd@sfeccion de la Dz-3A. (Ctrl=células sin
tratamiento, Fug= Transfeccion con Fugene6, Dhar= Treziéfe con DharmaFECT, Mir= Transfeccion con
MIR 2700) B) Cuantificacion de la expresion de STATS3 relativaatrol para el tratamiento con lipofectamina.

4-3.3 Conclusion

Durante estos estudios, fue posible comparar la actividad catalitica de DNAzimas
modificadas dirigidas a hidrolizar tres regiones del ARNm de leejpa STAT3 en células

C4HD. En primer lugar, se realiz6 una evaluacion comparativa de la actividadapar
DNAzimas
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4-4  Inhibicion de la expresion del Virus de Hepatitis C

El virus de la hepatitis C (HCV) afecta alrededor de 175 millones de permsores
mundo, de los cuales, aproximadamente un 70% desarrollan una infea@ibea.cilLa
consecuencia mas importante es el desarrollo de cirrosis y neadsittadsplante. El indice
de mortandad es de entre un 2 y 5% de la poblacion infectada. Hasta el oporoemtiste
una vacuna preventiva para esta enfermedad. Una vez adquirida, el tratameisie @n
administracion conjunta de interferany ribavirina, por un lapso prolongado. Sin embargo,
la respuesta positiva a este tratamiento presenta resultadosamagos dependiendo del
genotipo del virus, 40-50% de los pacientes infectados con elgendoyi 4, y un 80% de los
infectados con los genotipos 2 6 3. A parte, las terapias asoaiadasferono. y ribavirina,
cuando se administran durante un tiempo prolongado, tienen numefesos adversos tales
como depresién o anerfta

El HCV pertenece a la familia Flaviviridae, es un ARN simple cadpre consta de
9600 nucledtidos y contiene dos regiones no traducibles sumaswrgervadas (UTR).
Estas regiones tienen un rol fundamental en la traducciépligacion del virus. La sintesis
de las proteinas comienza con el reclutamiento de cofactoresejnpsoal sitio de union a
ribosoma (IRES) en la regién 5° no traducible (5'UTR) del ARNI'2 Dado que esta zona
es sumamente conservada, y este proceso de traduccion difiere idedaudor la célula
huésped, la secuencia del ARNm viral en la zona del IRES represebkanaa interesante
para drogas anti-HCV. Durante este trabajo se utilizaron DNAzimas
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Los ensayos Yy resultados presentados en esta seccion fueron reatinadds

Departamento de Biologia Molecular del Instituto de Parasitologiaomdglicina
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SCR-MOD 5 CAIAGAGCGAACGECGGCACGATGGCAGT 3’

SCF 5 CATAGAGCGAACGCCGGCACGATGGCGT 3

Dz-21¢ 5 CCAGGCA GGCTAGCTACAACGA TGAGCGG 3’
Dz-219A 5 CCAGGCA GGOEAGCEACAACGA TGAGCGG 37
Dz-219B 5 CCAGGCA GGAIAGETACAACGA TGAGCGG 3°

Dz-219A0Me 5 CCAGGCA GGCEAGCEACAACGA TGAGCGG 3°
Dz-219BOMe 5 CCAGGCA GGCEAGETACAACGA TGAGCGG 3°
Dz-2190Me 5 CCAGGCA GGCTAGCTACAACGA TGAGCGG 3’
Dz-219M 5" CCAGGCA GGCTAGCTACAACCA TGAGCGG 3

M @s)

116



Resultados y Discusion - Capitulo_4: Actividad en Sistemas BiologicDdNéeimas Modificadas

4-4.2 Reaccidon de corte in vitro

La actividad de las DNAzimas y de sus analogas modificadas fue ensayddaflos
transcriptos 5’HCV-356 y 5"HCV-691, los cuales corresponden a loeqms 356 y 691
nucledtidos de la region 5° UTR del HCV. La reaccion se llevo a cabaicaexceso de
DNAzima respecto al ARN sustrato y en presencia d& Mg incubé durante una hora a
37°C y los productos de corte fueron separados en un gel de poliacrilanudadésiones
desnaturalizantes. En primer lugar, se evaluo la actividad relaciooadzsda zona de corte
utilizando las DNAzimas sin modificaciones, Figura 4-11.

Figura 4-11: Productos de reaccion de DNAzimas
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Para el caso de Dz-285 y Dz-288 se observan claramente los dos matiuctate
correspondientes a la hidrdlisis debida a las DNAzimas, tanto custeato de 356nt como
el de 691nt.

Para la reaccion con Dz-143 y Dz-173 se pueden apreciar los productos de corte del
extremo 5" Unicamente al reaccionar con el sustrato de 356npradsctos de mayor peso
molecular no se observan. Probablemente, esto es debido a que dm sudesivas
degradaciones inespecificas. Con el sustrato 5’ HCV-691 sélo searbbandas muy tenues

en la zona de 143 y 173, las de mayor peso molecular no pueden detectarse.

Por otro lado, las DNAzimas correspondientes a las zonas 219,3090ny presentan
cortes caracteristicos en las condiciones ensayadas, tantd tcamseripto de 356nt como
con el de 691nt. Esto es extrafio en el caso de Dz-219 dado que swiafdéecorte ante un
sustrato de 388nt habia sido reporfadgualmente, también podria haber ocurrido una

degradacién de los fragmentos de corte como se mencion6 antet@rmen

Si bien en las calles de la Dz-263 se pueden llegar a encontrar las fedantlasadas
al corte, también se observa un aumento de la degradacién inespézifual podria deberse
a una contaminacion externa o bien a que la presencia de la Dalfamrezca posiciones
de corte, por ejemplo podria llegar a generar un cambio confemahciel ARN y favorecer
una posicion de hidrélisis espontanea.

El efecto de las modificaciones quimicas sobre la actividad de laziDida

118



Resultados y Discusion - Capitulo_4: Actividad en Sistemas Biol6gicDddeimas Modificadas

DMAzima 143 y modificadas - DNAzima 285 duplicade
Sustrato 356nt

Mk - Ctrol-143-143A-1438-143duph-143M-285-2858-28580Me

»

-
Siiaddd il
& T & ;- = 3 -

-

-

Figura 4-12:A) Productos de reaccion de Dz-285 y sus andlogas modificeetate Bl sustrato
5"HCV-356nt. Calles: 1) Century Marker, 2) ARN sin tratamiento,D2p85, 4) Dz285A, 5)
Dz285A0Me, 6) Dz285B, 7) Dz285BOMe, 8) Dz2850Me 9) Dz285M 10) reacaidndAzima. B)
Productos de reaccion de Dz-143 y sus analogas modificaglate fal sustrato 5"HCV-356
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Figura 4-13 Productos de la reaccion entre Dz-263 o sus andlogascadds frente
al sustrato 5'HCV-356. Calles: 1y7) Century Marker, 2) Dz263, 3) Dz2@3A,
Dz263B, 5) Dz 263M, 6) Reaccion sin DNAzima.

4-4.3 Reacciones de Traduccion in vitro

En esta etapa se utilizé el sistema Rabbit Reticulocyte LysatensyBromega) para
la traduccion de un ARN dependiente de IRES el cual esta asociado adeaszcifirefly
(IRES-FLuc) y de un ARNm dependiente de CAP que codifica para la luciferasailte
(CAP-RLuc). El objetivo fue inhibir la sintesis de luciferasaethgfiente de IRES utilizando
las DNAzimas disefiadas y evaluar el efecto de las modificac&oi®e la traduccion. La
traduccién de CAP-RLuc sirve de control normalizador. La actividad lucifeeasétante se
ha determinado utilizando el kit Dual-Luciferase reporter assay syBr@mega) (Figura 4-
14).
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Figura 4-14: Traduccién de IRES-FLuc relativo a CAP-RLuc. Efecto irthiid de las DNAzimas. (Continda)
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Figura 4-14: Traduccién de IRES-FLuc relativo a CAP-RLuc. Efecto irbild de las DNAzimas.
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En el caso de las Dz-285 y Dz-288 se observa una traduccion de entrey @0%0
mientras que con las Dz-285 M y Dz-288 M, las cuales poseen el matédidico inactivo, la
traduccion es mayor al 80%. Por lo tanto, se puede observar un efaditorio
independiente del efecto antisentido. Generalmente, al intradadificaciones quimicas en
el nucleo catalitico la cinética de hidrdlisis disminuye un poco, perestos casos no se
evidencia un efecto claro de las modificaciones sobre la actittathablemente, esto se
deba a que el tiempo de reaccion de una hora es lo suficientementecdangopara
sobrellevar estas pequefias diferencias.

Para el caso de Dz-219 y Dz-190 el efecto sobre la traduccion es muy leve,
asemejandose en la mayoria de los caso al valor obtenido pakriaspondientes
DNAzimas inactivas M.

Para las zonas 143 y 173, podria pensarse que hay un leve efecto ernciannipiéro
en la mayoria de los casos no es muy importante, la traduccion dd-LRE®sta entre un 60
y 90%.

Para el caso de Dz-301 y Dz-352, el efecto sobre la traduccion es imppdantas
DNAzimas sin modificar, aqui pareciera haber una pequefa difereniceaRNAzimas sin
modificar y las modificadas con los 2"C-metil-2"desoxinuctk&ti

Nuevamente, llama la atencion el caso de Dz-263, la cual present@ylr m
inhibicibn. También en este caso parece evidenciarse un efect@etividad debido a las
modificaciones. Por otra parte la Dz-263 M presenta un valor de 80%carmamor al del
resto de las DNAzimas M, lo que podria indicar un mayor efecteatitie en dicha zona, o
algun tipo de corte inespecifico tal como se observo en las reesdercorte con sustratos

largos.

4-4.4 Ensayos de Traduccion en células Huh-7

En esta etapa se realiz6 un ensayo de inhibicion intracelular wadlaccion del
ARNMIRES-FLuc. Para ello, las células Huh-7 fueron transfectadaantamente con
IRES-FLuc, CAP-RLuc como control y con DNAzimas inhibidoraSavamble. Este ensayo
se realizé con las DNAzimas 285, 288, 263 y 352 y sus respectivas eswyarmue fueron

las mas activas ante sustratos largos y en ensayos de tradiocicn

123



Resultados y Discusion - Capitulo_4: Actividad en Sistemas Biol6gicDddeimas Modificadas

Ensayos previos:

124

1. En primer lugar, se evalu6 el efecto téxico que le genera a la célula ser

transfectada con una secuencia de ADN de aproximadamente 30 bases y si el

hecho de que esa secuencia esté modificada con 2'-C-metil-2"dekmtidos y

2’-O-metilnucleotidos aumenta dicha toxicidad. Para ello, se transfectar

cantidades crecientes de SCR o SCR-MOD y se compararon las traducciones de

IRES-FLuc y CAP-RLuc (Figura 4-15).
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Figura 4-15: Traduccion de IRES-FLuc y CAP-RLuc para céludadas con cantidades
crecientes de SCR o SCR-MOD.

Con este ensayo se pudo concluir que no hay una toxicidad extra asodasla
modificaciones introducidas en SCR-MOD por lo tanto, cualquier efabtbitorio

observado al transfectar las DNAzimas puede ser adjudicado a su actividad RNasa.

También se evalud la concentracion Optima de DNAzima para lograbuera
inhibicion. Para ello, se transfectaron cantidades constante ad&RNAs IRES-FLuc

y CAP-RLuc pero se aumenté la cantidad de DNAzima transfectada. Alomism
tiempo se realizaron ensayos controles con igual cantidad de la gacBeramble
(Figura 4-16).
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Figura 4-16: Actividad luciferasa relativa para distirdascentraciones de DNAzima 285 y Scramble.

Teniendo en cuenta estos resultados se decidid utilizar 4.5ug de DNAd@h&GR

control en los siguientes ensayos.

La reaccion de inhibicion se llevd a cabo transfectando 4.5ug de iDidAa
Scramble, luego de 18hs se analiz6 la luminiscencia de IRES-FLuc y Céd®Pgara cada
tratamiento con el kit Dual-Luciferase reporter assay systenm@ea). Se cuantificd la
relacion entre la traduccion de IRES-FLuc y CAP-RLuc para cada tratanyiese relativizd
al valor obtenido para el scramble.
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Figura 4-17: Actividad luciferasa relativa vs. Tratartoeftnsayos de inhibicién de traduccion con Dz-285
y sus modificadasAct. Luc. Rel= (act.IRES/act. CAPhnazima/ (@ct.IRES/act. CAP)cg*100
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La Figura 4-17 muestra los resultados obtenidos para la Dz-285 y sarstenuios
graficos corresponden a dos ensayos independientes realizados solertedifeultivos
celulares de Huh-7, cada uno por duplicado. En ambos casos se puede olbsefgatou
inhibitorio propio de las DNAzimas

Al tratar las células con Dz-288 y sus modificadas se observa en86 o 70 % de
traduccién respecto al scramble para todos los casos.(Figura 4-18).
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Figura 4-18: Actividad luciferasa relativa vs. tratarteelcnsayos de inhibicion de traduccién con Dz-288
y modificadas. Eje yAct. Luc. Rel.= (act.IRES/act. CAPpnazima/(act.IRES/act. CAP)cg*100

También se analizé el efecto sobre la inhibicion generado pdDNeszimas 263 v,
aunque no habian mostrado una buena actividad de corte in vitro, se eviuam352 y
sus mutantes. Para estos casos, se realizé un Unico ensayo por d(ipigado4-19). Estos
resultados muestran una ausencia de inhibicion de la traduccion pardato@i$Azimas

ensayadas.
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Figura 4-19: Actividad luciferasa relativa vs. Tratanoefnsayos de inhibicion de traduccién con Dz-263,
Dz-352 y sus respectivas mutantést. Luc rel.= (act.IRES/act. CAPbnazima/ (@ct.IRES/act. CAP):cg*100

4-4.5 Reaccion de corte en células Huh-7NS3

El objetivo de este ensayo fue evaluar la reaccién de corte intracllARN del
HCV. Las células Huh-7NS3 contienen un plasmido que replica el ARIN Rior lo tanto,
luego de transfectar dichas células con DNAzimas se puede evaluar dir¢éetaineorte
sobre el ARN viral utilizando la técnica de PCR cuantitativa. En pringar, se realizo la
inhibicion con la DNAzima 285 sin modificaciones utilizando GAPDIhocaontrol. En este
caso, los resultados mostraron un descenso en los niveles d&h ARal respecto al
scramble. Por lo tanto seria de esperar, tal como ocurri6 en lagosrde corte, que las
DNAzimas modificadas muestren un porcentaje similar de inhibi€iédas las limitaciones
de tiempo de la estancia, no se pudo continuar con estos ensaygmdraroser evaluados

en futuros trabajos.
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4-4.6 Conclusion

En esta etapa, se compararon las actividades de nueve DNAzimas
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5-1 Objetivo

El objetivo de este capitulo es parametrizar los 2’-desoxi-2"-C-
metilnucledsidos y estudiar su comportamiento conformacional al
introducirlos como mondmeros en oligonucléotidos simple cadena. Para
ello, se utilizaron simulaciones computacionales aplicando técnicas de

modelado molecular, minimizacion y dindmica molecular.

En la actualidad, los estudios sobre estructura basados en rayoRMN son
sumamente Utiles para explorar la diversidad estructural de tsauicleicos. Sin embargo,
estas técnicas presentan limitaciones para generar una vision diyaghidel del sistema.
Por otro lado, el estudio de los &cidos nucleicos mediante méteddsos ofrece la
posibilidad de potenciar y extender la informacion estructural accesiblantedesultados
dinamicos a nivel atbmico. Esto brinda la posibilidad de profundimael estudio de la
relaciébn entre estructura, energética y dinamica, y establecer propiedexi#anente
relacionadas con la funcién biolégica. En esta etapa, seardiiain conjunto de técnicas
tedricas que involucran tanto a la mecénica clasica como calcufosadmica cuéntica, con
la finalidad de aportar informacién estructural dindmica que compteratresto de los datos

experimentales obtenidos.

Dentro de los métodos tedricos para el estudio de biomoléculésniea de dinamica
molecular con solvente explicito es una herramienta esencial debsdocapacidad para
generar una descripcion de los movimientos estructurales que ocurreplueidn. La
continua mejora de los campos de fuerza, de los algoritmos de séimwade los recursos
computacionales disponibles, permite un gran avance en el desaleb estudio por

dinamica molecular de estructuras de acidos nucleicos.
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5-2  Analisis de los monémeros

Los 2’-desoxi-2'C-metilnucleosidos han sido estructuralmente caradi@si
mediante estudios conformacionales por RMNQD en un rango de temperaturas de O-

25 C). Los resultados indican que la fraccién molar para la coafaém norte de la (2
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para utilizarlos posteriormente en los estudios de dinamica moleculze deros introduce

en entornos de simple cadena.

En primer lugar, se analizaron los minimos conformacionalegspmndientes a la
pseudorotacion norte y sur segun la configuracién del carbono Zal&é una optimizacion
de geometria utilizando mecénica molecular y permitiendo variar lodoéndeal anillo
furandsico. De este andlisis se obtuvieron estructuras que saramilzomo punto de partida

para minimizaciones mecanocuanticas.

Cada uno de estos minimos fue primero sometido a una optimizaciénrdetdaa
nivel de Hartree-Fock (HF) con bases 3-21G. Este método es uos ngd simples y sirve
para obtener una aproximacion del estado fundamental en un tiemgpwble de coémputo.
Incluye una simplificacion de la ecuacién de Schrddinger ya quéoma en cuenta
explicitamente la correlacion electrénica considerando la repudé@hva promedio de un

electrén respecto al reéto

Las estructuras resultantes fueron utilizadas para una minimizaciongor@sa con

el método de Mgller
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mientras que los valores del minimo conformacional de la (2
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Por altimo, cada una de las estructuras minimizadas fue el punto de pariida
simular los espectros d&C-RMN en agua. En esta etapa se utilizo el método GIAO a nivel
HF 6-31G(d), la solvatacion fue tenida en cuenta utilizando el ImdB&-PCM y agua
como solvente. El programa utilizado fue Gaussian 03W 6.0. Se realiz6 una acitpde
los desplazamientos d&C obtenidos por este método, con los obtenidos experimentalmen
La Tabla 5-3 compara los valores obtenidos, de este analisis surigs gngulos diedros de

la estructura de los minimos calculados concuerdan con los vatpergeentales de RMN.

2R 2'S
Experimental | HF 6-31G(d) | Experimental | HF 6-31G(d)

bpm D,0 Ho0 D,0 Ho0

C4 165.70 167.22 163.04 167.22
C2 152.25 153.89 150.54 154.44
C6 142.34 150.56 141.10 150.56
C5 103.35 95.56 100.88 93.89
cr 89.90 78.89 84.79 76.67
c4 87.62 77.78 85.34 75.00
c3 73.74 68.33 72.13 62.78
C5' 62.60 60.00 58.74 55.56
c2' 43.45 37.78 44.50 37.78
CHgs 9.42 10.00 11.00 11.67

Tabla 5-3 Desplazamientos en espectros de RMN experimentaldsylados para los conformeros
Sur de la (2'R)-2"C-metil-2"desoxiuridina y Norte de la (2" Sp2hetil-2"desoxiuridina.

Estas observaciones indican que los parametros de las estructumgigadis podrian

ser utilizados y reproducir correctamente las caracteristicas de eskadsidos modificados

en estudios de dindmica molecular de oligonucléotidos.

5-3 Andlisis de oligonucléotidos

Como se menciondé anteriormente, los diastereoisdmerdS)-Z2desoxi-2 -C-

metilnucledsidos tienen la propiedad de adoptar mayormente larc@eion Norte (3
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cuando son incorporados en oligonucledtidos. Dentro de estas cadenasnah un gran
namero de fuerzas estructurales que pueden vencer las barreras coofal@sale los
mondmeros para dar como resultado una estructura macromolecular densg@E aunque
la conformacion favorecida del azicar dentro del oligonucleéticgeacexactamente igual a

la observada en el nucledsido aislado.

Debido a que en este trabajo los 2'-desoxi-2"-C-metilnucle6sdomtrodujeron

dentro del nlcleo catalitico de la DNAzimas
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propiedades del agua en sistemas de simulacion clasicos. Luego de estss pasata con

un archivo de topologia y uno de coordenadas que describen al sistemalde parti

Minimizacion

Para iniciar una dinAmica molecular se debe partir de una estructabde epue
corresponda a un minimo local de la superficie de energia pot@eiakta forma, se evita
que la estructura presente problemas de inestabilidad a lo largo de la dinamzdamo, es
necesario realizar una serie de ciclos de minimizacién a la estruttiad i
En la minimizacion de los primeros ciclos se utilizan algoritrde steepest descent que
utiliza el vector de maximo gradiente en cada iteracion. Es muy reéicie rapido para
encontrar los minimos locales. Pero para los Ultimos pasos dmimaicion es necesario
someter a la estructura a minimizaciones de gradiente conjugado doretdoe en cada
iteraciéon tiene en cuenta la direccion anterior por lo que se putstepla convergencia con

mayor rapidez.

Termalizacién

Antes de comenzar con la dinAmica molecular, se debe termalizarlipragquior
algunos nanosegundos a la estructura minimizada anteriormente. IBaral glrograma
asigna velocidades iniciales segun la distribucibn de MaxwelkBah. Luego, la
temperatura se va incrementando mediante pequefios aumentos hazta alcalor al cual
se desarrollara la dinAmica. De esta forma, nos aseguramos que la teageet@stable y la
estructura no colapse luego de iniciada la dinamica.

Durante los procesos de minimizacion y termalizacion, se contradamalores de
energia, presion y volumen para corroborar la estabilidad detnsisiTambién se analiza la
desviacion cuadréatica media respecto a una estructura de referencia (RMSD) cooh@eon

estabilidad y convergencia.

Dinamica molecular

Por ultimo, se inicia la dinamica molecular durante 15ns a 298K komémdo
Particle Mesh Ewald. Las variaciones de energia, y el RMSD produgidto largo de cada

nanosegundo fueron analizados de manera de controlar la estabilidésteteh.sUna vez
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obtenidas las trayectorias se utilizo la funcion pucker del mdattdp del programa AMBER

9.0 para analizar la conformacion del anillo furandsico tanto deoksisiones modificadas

con las 2
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Figura 5-2: Estructura del loop1b-2S. En gris se destacanutdsdtidos de la zona simple cadena. La (2
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carbono 2, Unicamente se puede concluir observa que hay perturleaci@mbas

modificaciones.
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Figura 5-3: Angulo pseudorotacional P a lo largo de limiés 10ns de dinamica molecular. Rbjoop-1a
dUs, Azul: Loop-la 28, Verde:Loop-la 2R,

La Figura 5-4 muestra los valores del angulo pseudorotacionalicle6tido niamero
9 de Loop-1b dyl Loop-1b 2Ry Loop-1b 2%. El conjunto de Loops-1b, presenta la misma
estructura que los Loops 1a pero difiere en que la modificaciomcsergra en el nucledtido
namero 9. Esta posicidon se ubica en el interior del loomddo por los cuatro nucleétidos.
Nuevamente, se observa una dependencia de la conformacién del aggéar la
modificacion incorporada a esta posicion. El nucleétido dU se etmaumayoritariamente en
una conformacion tipo Este, al igual que en el Loop-la. dtambién se observan
conférmeros norte aunque en menor proporcion que en el casoajellhoEl azicar del
nucleétido 2S también alterna entre una conformacién Nortéeydas rangos de valores de
P bastante acotados. A diferencia de lo observado para el nucleétido tdichpo de
residencia de cada conférmero es comparable. El caso del nucle6tido 2/ édenente a
los dos anteriores ya que la conformacién preferencial es dedtipal igual que lo que se
observa para el nucleésido aislado. Es interesante destacar que est@weaalcanzar
valores de P en un rango de entrey@®0, lo que indica que la conformacion Norte no se

encuentra energéticamente restringida.

Al comparar los resultados del conjunto de los Loops-la con ldsbdes-1b se
pueden establecer algunas diferencias para las posiciones modificadasdesoxi-2"-C-
metilnuridina. Al introducir las modificaciones en el exteedtel loop (posicion 8, grupo
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Loops-1a) el rango de angulos pseudorotacionales accesibles es phioyyano se observa
una conformacién preferencial a lo largos del tiempo. Para el cageedas modificaciones
se encuentren en el interior del loop (posicién 9, grupo l-@bpda conformacién del azucar
alterna entre zonas definidas del ciclo pseudorotacional con mpctigle residencia
considerable. Probablemente la libertad conformacional de la po8idéa menor que la de
la posicion 9 con lo cual la conformacion fluctuara intentandanzédea si es posible, una

conformacion energéticamente favorable.

.- SN Rt :“-‘,. v:w ‘ .A \\ R 287257, - vx’.\ > ,.:__,.'.-‘ ¥ /,,.
100 -pmtsalsad PRCRIPE VRACHR B W ST o e e :

angulo pseudorotacional P

. N . . .
IA PRRIRVA X RS RS JEE X, TRFL T TEL-ARCR X P S S O SRR e PR N

. 9R . du .25 500 frames=1ns

Figura 5-4: Angulo pseudorotacional P a lo largo de losna#i10ns de dindmica molecular. Rbjoop-1b
dUs, Azul Loop-1b 2, VerdeLoop-1b 2Rs

La Figura 5-5 y la Figura 5-6 muestran los resultados confasnaes para los
nucledtidos modificados y el control de los Loops-2a y Loopse&pectivamente. El
conjunto de Loops-2a y el de Loops-2b presentan caracteristicas esmitanucleétido dU
presenta una conformacion preferencial tipo Este a lo largo daykctoria analizada. Los
Loop 2a-2S y Loop 2b-2S presentan una variacion conformacionabfmes de P entre ¢
60 manteniendo para ambos casos una conformacion cercana a laaNcot@o presentan
los (2°S)-2
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Loop 2a
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Figura 5-5: Angulo pseudorotacional P a lo largo de losndi1l0ns de dinamica molecular. Rbjoop-2a
dUs, Azul Loop-2a 23, VerdeLoop-2b 2Rg

Loop 2b
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Figura 5-6: Angulo pseudorotacional P a lo largo de los a#titOns de dinamica molecular. Rajoop-2b
dU,, Azul Loop-2b 2S5, VerdeLoop-2b 2R,

Conclusiones

A lo largo de este capitulo se utilizaron técnicas computacionales denicaeeca
molecular y mecénica cuantica para obtener los parametros paraskesatiisémeros (2°S) y
(2'R)-2"-desoxi-2"-C-metiluridina. Estos resultados se utilizapama generar librerias
modificadas para describir ambos nucleésidos y poder analidend® de oligonucléotidos.
Se analizé el comportamiento conformacional del anillo ribosidle los nucledsidos
modificados mediante dinAmicas moleculares de loops simple cadenabt®geron
resultados muy variados, los cuales fueron analizados comparatigacoenel control 2°-

desoxiuridina (dU). En base a los resultados, es posible aometulas modificaciones (2°S)
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y (2'R)-2"-desoxi-2"-C-metiluridina generan una perturbacioh lae dngulos del anillo
ribosidico respecto al control. También se observo que los azawadégados dentro de los
oligonucléotidos no presentan las mismas caracteristicas dekdsida libre. La
conformacion accesible y el tiempo de residencia para los nuclsdsiddificados son

dependientes de la posicion y del tamafio del loop utilizado.

Si bien no es posible extrapolar directamente los resultados cuomales al
comportamiento de los 2-desoxi-2"-C-metilnucledsidos dentrondieleo catalitico de la
DNAzima
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Materiales y Métodos
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7-1 Materiales

7-1.1 Reactivos

Acetato de etil Sintorgal
Acetato de sod Aldrich
Acetonitrilo J. T. Bake-Sintorgal
Acido acétic Sintorgal
Acido Béricc Gibcc
Acido clorhidric (c) Merck
Acido g-toluensulfénico monohidra Aldrich
Acido dicloroacétic Aldrich
Acido tricloroacétic: Aldrich
Acido sulfarico (c Merck
Acrilamide Invitroger
Adenosini Aldrich - Fluka
Agarosi Invitroger
Agua deuterac Aldrich
AIBN Aldrich
Alcohol isoamilice Aldrich
Amiduro de sodi Aldrich
Amoniaco (c Merck- J. T. Bake
Anhidrido acétic J. T. Bake-Anedre
Argon AGA
Azul de bromo fenc Sigme
BDDDF Riede-de Haér
Benzofenon Riede-de Haé
Bicarbonato de sod Anedre
Bisulfito de sodi J.T.Bake
Borotidruro de sodi Aldrich
Bromuro de etidi Gibcc
Bromuro de metiltrifenilfosfoni Aldrich
n-Butil litio 1.6 M en hexan Aldrich
-Cianoetoxi-N,N-diisopropilaminoclorofosfina ChemGene
Citidina Aldrich
Cloroformc Sintorgal
Cloroformo deuterac Aldrich
Cloruro de amoni Merck
Cloruro de benzoi Aldrich
Cloruro de 4,~dimetoxitritilo Aldrich
Cloruro de magnes Aldrich
Cloruro de metoxioxalilc Aldrich
Cloruro de |toluensulfonilc Aldrich
Cloruro de trimetilsililc Aldrich
1,4-Diazabiciclo[z,2,2]octan: Aldrich
2,€-Diclorofeno Aldrich

Diclorometan
Dietilpirocarbonat

Sintorgar-Merck
Aldrich

N,N-Diisopropiletilamini Aldrich
4-Dimetilaminopiridine Fluke
Dimetilformamidz Sintorgal
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Dimetilsulféxidc J. T. Bake
Dimetilsulféxido deuterac Aldrich
Dioxanc Sintorgal
Ditiotreitol Aldrich
EDTA Amrescao- Gibcc
Etanol absolut Sintorgal
Eter etilicc Sintorgal
5-Etiltiotetraso ChemGene
Fase solida (ADNM ChemGene
Fenol Invitroger
Fluoruro de tetrabutilamonio1 Men T Aldrich
Forméddehidc Aldrich
Fosforamiditas (ADN ChemGene

Fosforamiditas (-
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Triéxido de crom:
TRIS

Triton

Trizol

Uree

Uridina

Xileno ciano

7-1.2 Cromatografia, separacion y purificacion

Columna HPLC Kromasil 100:¢(5 m 25 x 0.4)
Placas de silica gel 6&4z aluminio

Silica C18

Resina Dowex 50Wx4-200

Sephadex G-25

Silica gel 60F, grano 230-400

Membranas PDVF

Membrana Hybond N

7-1.3 Enzimas

T4 polinucledtido quinasa
Nucleasa RQ1

Nucleasa S1

BamH1

Inhibidor de RNAsa

T7 RNA polimerasa
Taqcertamy

Mung Beal

Tac

Inhibidores de Proteasas
Flexi Rabbit Reticulocyte Lysate Systemde

7-1.4 Radiois6topos

v-3?P-Adenosina trifosfato

Anedre
Invitroger
Invitroger
Promeg
Invitroger
Aldrich - Pharmi
Sigme

Gibco

Merck

Amicon
Bio-Rad

G.E Healthcare
Merck
Bio-Rad

Amersham

Invitrogen
Promega
Aldrich
Roche
Promega
Lab. Dr. Berzal
Biotools
Epicentrt
Biotools

Sigma
Promega

Perkin Elmer

a-**P-Adenosina, uridina, citidina, guanosina trifosfat@erkin Elmer

L-[*°S]-met L-[°S]
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Para DNA 691:YanischPerron et. al. Gene 1985, 33, 103-107

plasmido PRLSV40

Para IRES-FLuc
Primer 5°T7P HCV
Primer 3"’secpcDNA3

7-1.7 Buffers y soluciones

7-1.7.1Southern blot

Buffer SSC (2))

NaCl
Citrato de sodio
pH 7.0

Buffer hibridizacion

PerfectHyb Plus Hybridization Buffer

0,3M
0,03 M

SIGMA

7-1.7.2Electroforesis en geles de poliacrilamida en presencia de SDS

Buffer L (1X)
TRIS BASE
SDS

pH=8,8

Buffer M (1X)
TRIS BASE
SDS

pH=6,8

Buffer de corrida (1X)
TRIS BASE

SDS

Glicina

pH=8,5

Buffer de siembra (1X)

TRIS-HCI, pH6,8

SDS

EDTA

Glicerol
-mercaptoetanol

Azul de bromofenol

7-1.7.ZElectroforesis en gel de poliacrilamida

TBE 5 x
Tris-HCI pH 8.3
Acido borico
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0,35M
0,1%

0,15M
0,1%

0,025M
0,1% (p/v)
0,192M

10mM
2%pl/v
2Mm
5%(p/v)
1%(v/v)
0,1mg/ml

445mM
44 mM



Materiales y Métodos - Capitulo 7

EDTA 10 mM
Buffer de siembra (desnat)

TBE 1 x

Urea 7™M
EDTA 17mM
Azul de bromofenol 0.1%
Xileno cianol 0.1%
Formamida 50%

7-1.7.ZElectroforesis en gel de agarosa

TAE 1x
Tris/acetato 0.04M
EDTA 0.001M

Buffer de siembra

Azul de bromofenol 0.4 %
Xileno cianol 0.4%
Glicerol 50%
Agua

7-1.7.%Elucién de acidos nucléicos de geles de poliacrilamida

NHsAC 0.5M
SDS 0.1%plv
EDTA 1mM
pH 8

7-1.7.Reaccion de hidroélisis de ARN utilizando DNAzimas

Reaccion
Tris-HCI 50mM
pH 7.5

Solucién stop

TBE 1 x

EDTA 17 mM
Urea 7™

Azul de bromofenol 0.1%p/v
Xileno cianol 0.1%p/v
Formamida 50%

7-1.7.HPLC
TEAA 10 x

Acetato de trietilamonio 1M
pH 7
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7-1.7.8Reacciones de marcacion coyt’P en el extremo 5
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Tripsina

Optimem
Oligofectamina
Tamoxifeno

Anticuerpos primarios
Anticuerpos secundarios
Transfectin

Suero fetal bovino
D-MEM /F-12, 1:1

7-1.10Luminiscencia

ECL
Placas fotosensibles
Kit Dual-Luciferase reporter assay system

7-1.11g-PCR

Hexameros 10x

RT MultiScribe

PCR Master Mix 2x
Sonda Tagman FT-275
Pre-dev. Tagman 20x

7-2  Equipamiento

BioRad
Invitrogen
Sigma
Aldrich
Santa cruz
Sigma
BioRad
GIBCO
GIBCO

GE Healcare Life Science
Kodak Scientific Imaging
Promega

Applied Biosystem
Applied Biosystem
Applied Biosystem
Applied Biosystem
Applied Biosystem

RMN 500 MHz (UMYMFOR-Lanais)
Rotavap

Liofilizador

Speed-vac

Sintetizador de Oligonucle6tidos

Espectrofotdmetros UV-VIS
Nano drop

HPLC-UV

Lumindémetro
Phosphoimager -Storm
Typhoon

Mini-PROTEAN Tetra Cell
Trans-Blot Semi-Dry
Trans-Blot system
Densitdmetro

Contador de centelleo

Bruker
Buchi
LABCON CO
SAVANT
ABI 392
MARMADE 6
Ultraespec 200- Pharmaci
Thermo Scientific
Gilson
FB12 Berthold
Applied Biosystem
GE healthcare
BIO-RAD
BIO-RAD
BIO-RAD
BIO-RAD
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7-3  Sintesis de mondmeros

7-3.13
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bafio de hielo. Se deja reaccionar por 2 horas a temperatura ambianémséilirso de la

reacciéon se controla mediante c.c.d. revelando por calentanai&@C ya que el producto se
descompone en contacto con la silica dando una coloracidon marron. 2Jnamgleta, se

vuelca la mezcla de reaccidén sobre AcOEt frio, se agrega silica ggitaseurante 15min y

se filtra con microfibra de vidrio. El filtrado se concentra eniovactemperatura menor a
30°C, se purifica en una columna de silica gel sembrando el residuwa grastilla y como

solvente de elucion se utiliza hexano:AcoEt 2:1.

Rendimiento 88,3% Mr: 484,7 Rf: 0.6 en hexano/AcOEt 1:2

Compuesto 3:

3C RMN (CDCly): (5, ppm) 12.14, 12.32, 12.84, 12.92 (Qbispropilos); 16.56, 16.59, 17.04, 17.19 (SH
isopropilos); 62.34 (C-5
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metilfenilfosfonio que no reacciond, el exceso de NaMkl NaBr formado de la solucion
amarilla del iluro. Se elimina el NHaplicando vacio a la mezcla y se vuelve a centrifugar.
Posteriormente, se gotea lentamente la solucién del ilur@aaolucion del compuesBen
tolueno. Se deja reaccionar durante 2 horas. a temperatura ambienteciénrsa purifica
directamente por columna de silica gel en las condiciones céadss

Rendimiento 60%.

Compuesto 4

Espectro de'*C RMN (CDCl5): (5, ppm) 12.50, 12.81, 12.97, 13.55 (Qlispropilos); 16.80, 16.93, 18.98,
17.25, 17.32, 17.40 (GHlisopropilos); 60.38 (C-5
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durante una hora y se controla por c.c.d. que no queden restos deréaego, se agrega
diazabiciclooctano, trietilamina y p-nitrofenol y se deja reawmdo por una noche a
temperatura ambiente. Luego, se agrega diclorometano y se extrae conNAQQ@ fase
orgénica se seca y se arma una pastilla de silica. Los dos diasteréenpuoifican y separan
en una columna de silica con una mezcla de hexano: acetato de etilo 4:lob@nte gle
elucion.

Rendimiento 84-87% Mr:605.8 Rf: 0.5-0.4 en hexano/AcOEt 2:1

Compuesto 6:

Espectro de'*C RMN (CDCl3): (5, ppm) 11.45 (Ch); 12.48, 12.92, 12.98, 13.70 (Ckwpropilos); 16.88,
16.95, 17.04, 17.29, 17.31, 17.45, 17.47 {&isbpropilos); 44,15 (C-2

163



Materiales y Métodos - Capitulo 7

Compuesto 8:

Espectro de**C RMN (CDCls): (5, ppm) 11.22 (Ch); 12.50, 12.96, 13.39, 14.15 (Clepropilos); 16.78,
16.65, 17.22, 17.34, 17.52, 17.66, 17.79 {&isbpropilos); 43,99 (C-2
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7-3.8(2
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7-3.9(2
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7-3.10(2°S) y (2'R)-2
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A una solucién de los compuesté 17 en piridina, enfriada en bafio de hielo y bajo
atmosfera de Nse le gotea lentamente cloruro de benzoilo. Se deja reaccionando a
temperatura ambiente por dos horas. Luego, se evapora la piridideésyedge en CECl, y
se extrae con NaHG®% dos veces. El producto de extraccion se purifica por cromatografia
en silica gel utilizando la mezcla hexano/AcoEt 1:1 como solvente déreluc
Rendimiento 91% Mr:587,3 Rf: 0,4 hexano/AcOEt 2:1

Compuesto 18:

Espectro de*C RMN (CDCls): (5, ppm) 11.45 (Ch), 12.49, 12.93, 13.01, 13.69 (Cldspropilos); 16.90,
16.97, 17.04, 17.06, 17.28, 17.30, 17.40, 17.48;$@dpropilos); 44.75 (C-2
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Compuesto 21:
Espectro de**C RMN (CDCl;+ PyD5): (5, ppm) 8.88 (Ch), 44.24 (C-2
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7-3.14 (2
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7-3.152
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7-3.175-0-(4,4
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Compuesto 30:
Espectro de**C RMN (CDCI): (5, ppm) 62.34 (C-5
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Rendimiento 80% Mr:716,3 Rf: 0.6 hexano/AcOEt 2:1

Compuesto 32:

Espectro de™C RMN (CDCL): (5, ppm) 12.45, 12.53, 12.95, 13.47 (Gkispropilos) 13.47, 16.75, 16.8,
16.90, 17.21, 17.23, 17.32, 17.42 (Sk$opropilos); 60.80 (C-5
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7-3.22 (2
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7-3.235
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7-4  Sintesis de Oligoncleotidos

7-4.1 Sintesis

Se utilizaron reactivos de la pureza requerida por los sintetizadores automaticos
empleados. La pureza de las fosforamiditas fue evaluada mediante RMN 50084Hz.
DNAzimas y oligonucleétidos fueron sintetizados con dos &atitres diferentes: Las
condiciones de sintesis variaron dependiendo del sintetizador ya deodlificacion
incorporada. A continuaciéon se describen las condiciones para cadizasiutr:

Applied Biosystems 392 DNA/RNA synthesizer

Para todos los casos se realizaron dos sintesis CE DMT-ON del4Banaoel caso
de oligonucledtidos modificados con 2"-desoxi-2"-C-metilnuclegsige variaron las
condiciones estandar de los ciclos de sintesis. El paso 2ficidepara ADN (wait
funcion 103) se modifica a 420seg para las fosforamiditas modifidabjpsoducto de
ambas sintesis se purifico de forma conjunta.

Mermade 6 synthesizer

Para todos los casos se realiz6 una sintesis CE DMT-ON de 50nmml.laBar
DNAzimas modificadas se aumentaron al triple los tiempos dplaan@nto y se
duplicé esta reaccion

Luego de la sintesis se tratan los oligonucledtidos con amoniacentado a 3T durante
una noche. Luego, se evaporan a sequedad en speed-vac, agregando durante el proceso d
evaporacion sucesivamente gotas de trietilamina de modo de no despeopegaion 5
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deseado. Las composiciones de las alicuotas se controlan por HPLOhddilizamo

solventes de eluciéon TEAA 1x y ACN y el programa:

Tiempo (min) | % ACN

0 16

8 22

28 30

35 60

50 16
Flujo 0,7ml/min

7-4.3 Desproteccion del extremo 5°

El grupo protector dimetoxitritilo, se elimina con 300ul de HAc68por cada
100nmol de oligonucledtido. Se deja reaccionar durante 1h a temperaturatanthiego, se
agrega igual volumen de etanol. Se evapora en speed-vac, agragando variosanetgs et
volviendo a evaporar. Por ultimo, se agrega aproximadamente 80Cagua estéril y se
extrae con éter etilico 3 veces. Las pureza de las alicuotas se contrdtPLgbutilizando
como solventes de elucion TEAA 1x y ACN y el programa:

Tiempo (min) | % ACN

0 7

10 16
Flujo 0,7ml/min

Las DNAzimas y oligonucleoétidos puros se liofilizan y seydituen agua estéril. Se mide la

absorbancia a 260nm utilizando un nanodrop.

7-5 Modelado Molecular

7-5.1 Minimizacioén y analisis conformacional de monémeros

La minimizacion y andlisis conformacional de los nucledsidodificados se realizé
inicialmente con el programa Hyperchem 8.0 utilizando técnicasedémta molecular con
el campo AMBER de este programa. Esta primera etapa, se realiza siertenenta los
efectos de solvente, es decir en vacio. Sobre los minimos macfonales obtenidos, se
realizaron calculos mecanocuanticos utilizando el programa Gaussia.03@ada minimo

es primero sometido a una optimizacion de geometria a nivel de HF s »21G. Las
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estructuras resultantes son la base para una nueva minimiggsaigurosa utilizando MP2
6-31G(d).

Las estructuras de minimos conformacionales obtenidos a nivel MR (@) fueron el
punto de partida para simular los espectros de RMN en agua. En esta etapaasel
programa Gaussian 03W con el método GIAO a nivel HF 6-31G(gp\atacion fue tenida
en cuenta utilizando como modelo IEF-PCM y agua como solventeetokados obtenidos
fueron comparados con los espectros de RMN obtenidos experimentalmente.

7-5.2 Dinamicas moleculares de secuencias de loops simple cadena

Para realizar las dinamicas moleculares de los loops, se utiliz6 eAmodMBER 9.
Las estructuras utilizadas fueron obtenidas de las bases de datosbtispcomo archivos
del tipo pdb y corresponden a estructuras analizadas por rayos X ofidtériormente, se
las modifica con los nucleésidos modificados de interés.
Se utiliza el campo de fuerzaspErm99.ff00 modificado con el campparmbscO el cual
incluye mejoras para el analisis de acidos nucleicos. Para losotdict naturales se
utilizaron las librerias de nucleétidos incluidas en el programaBEB® 9. Para los
nucleétidos modificados se generaron los archivos de parametrosdtormamo base las
librerias existentes para nucleétidos naturales y editando lasctaddades, angulos,
distancias y cargas segun los parametros obtenidos en la minimizaciéstudio
conformacional de los mondémeros. Las librerias de los dsidlezs modificados estan

detalladas en el Apéndice.

Una vez establecidos el campo de fuerzas y las librerias paradedugleétidos, se
utiliza el moduloLeap del programa AMBER 9 para editar las secuencias. Este modulo
permite completar con los atomos de hidrogeno ausentes en los aptivageutralizar las
cargas negativas por adicion de ione$ Waodear al oligonucledtido con una caja de agua.
Para este estudio se utiliza el modelo de aguas del tipo TIP3P formandajaimmctaédrica
de 12A. El médulo Leap permite generar los archivos de topologiasrger@das de todos

los atomos incluidos en el sistema de estudio.

Una vez obtenidos los archivos de topologias y coordenadas se procedmaueal
minimizacion de la estructura. En primer lugar, se realizan catdosteepest descent para
luego terminar con ciclos de gradiente conjugado. Posteriormentengdartle las estructuras
minimizadas se realiza una termalizacion desde OK a 355K utilizandmidas de langevin.

Nuevamente, se obtienen los archivos de topologias y coordenadasagastrlicturas
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minimizadas que son el punto de partida para realizar las dinAmicas lameleclEn el
Apéndice se detallan los archivos con las condiciones utilizadas paréipzade ciclo de

minimizacién o termalizacion.

Por ultimo, se corrieron 15ns de dindmica molecular utilizandclaMesh Ewald
(PME), los archivos y parametros utilizados se detallan en el Apéndice.
Para analizar y visualizar los resultados de las trayectorias y de essSywtunedio se utiliza
el méduloptraj del programa AMBER 9 y el programa VMD y para analizar los parametros

propios de la estructura de acidos nucleicos se utiliza el programa X3DNA.

7-6  Reaccion de corte con sustratos cortos

7-6.1 Geles de poliacrilamida

En esta etapa, se usaron geles de poliacrilamida al 20% en condiciones

desnaturalizantes

Uree 5mg
AcrilamidaNN-bisacilamide. 40% (38:2 | 5ml
TBE 5x 2ul
Ague 3ml
PSA 10Y 10Cul
TEMED 15ul

Se utiliza la cuba miniprotean tetra de Bio-Rad. El buffer de corriddBé&s 1x y la
electroforesis se lleva a cabo a 15-20mA/minigel. Finalizada la separnasi@gles se lavan
con una solucion de Agua/HAco/MeOH 8:1:1 durante 1h. para eliminar la urea y luego se

secan para su posterior cuantificacion.

7-6.2 Reaccion de marcacion

Se coloca 2ul de buffer A 10x, el ARN a marcar en 5° (hasta 500ng), @8u@&TP
¥p y agua estéril hasta un volumen final de 20ul. Luego, se amhici@dU de T4
polinucleétido quinasa y se incuba a @7urante una hora. La reaccion se enfria en hielo y
se agrega agua hasta alcanzar un volumen final de 100ul. Se extrae con 100ul de

cloroformo/alcohol isoamilico 24:1 y la fase acuosa se purifica por sepG&fe La marca
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de las alicuotas se determina con un contador de centelleo y la integtiddRNdmarcado

se controla con un gel de poliacrilamida al 20% en condiciones desanies.

7-6.3 Reaccion de hidrolisis

La reaccion de corte con sustratos cortos se llevé a cabo en TugfetCl 50mM,
pH 7.5. En un eppendorf se colocaron 10.000 cuentas del ARN de 17nt. marcado
radiactivamente, 10pmol de ARN frio, 100pmol de DNAzima y buféstdn20ul. La mezcla
se desnaturaliza a 95 durante un minuto luego se coloca a@por 5 min. Transcurrido
este tiempo, se extrae la alicuota de tiempo cero y se agrega dég@bdo de alcanzar la
concentracion deseada (0,5; 1; 5 o0 10mM). Se extraen alicuotas de 0.75ub@ tibvepos,
se colocan enl10ul de buffer de corte y se enfria en hielo. Los toedigcreaccion se separan
en un gel de poliacrilamida al 20% en condiciones desnaturalizaniggsl. $8co se expone a
una placa sensible ¥P. Luego, se determina la marca radiactiva utilizando STORM vy se

cuantifica con el programa Image-Quant 5.0.

7-7 Ensayos de inhibicion del REas en células MCF-7

7-7.1 Transfeccion

Los ensayos con células MCF-7 se realizaron en placas de 60mmugraligara
realizar western blots y en placas de parman@b-{Tek) de 8 pocillos para ensayos de
microscopia confocal. Luego de 24h. de crecimiento en estufa@ B5% de CQ se
corrobora que la confluencia se encuentre entre un 50 y 60% y se prdaedanafeccion.
Para ello, se extrae el medio de crecimiento y se lavan con PBS {&ahs. Las DNAzimas,
disueltas en Opti-MEM, se incuban junto con la oligofectaraem&pti-MEM, por 20min a
temperatura ambiente. La mezcla de transfeccion se gotea lentaménfdaea y se incuba
por 4 horas en estufa de cultivo a 37°C y 5% de Cego de este tiempo, se adiciona medio
de crecimiento con suero fetal bovino 3x charcolizado. La siguiaiila indica las

cantidades utilizadas.

DNAzima/ODN | Opti-MEM | Oligofectamina | Opti-MEM Medio Vol. final Medio
[nmol] [ul] [ul] [ul] sin SFB [ul] con SFB 3x
[ul] [ul]
Westrn blot 0.1 262 6 22,5 1200 1500 750
Confocal 0.013 32 1,6 6 160 200 100
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7-7.2 Western Blot

Una vez finalizados los tratamientos, las células se lavanates won PBS 1x, se
traspasan a eppendorf y se centrifugan. Luego, se descarta el sobrenadaageega buffer
de lisis RIPA e inhibidores de proteasas, se incuba en hielo poBelltentrifugan a
12.000rpm durante 20 minutos a 4°C. Se determina la concentracion deagralel
sobrenadante por el método de Bradford. Se siembran 50ug de proteirthstathibs en
buffer de siembra, se calientan a XO@or 2 min. y se separan en un gel de acrilamida con
SDS al 12%. Las bandas se transfirieron a membranas de PDVF meta@amctivadas en
metanol, se bloquearon toda la noche a 4°C con una solucion 5% de lechmatisaa
PBS-Tween 0,1%, y se incubaron con los anticuerpos primarios eluoalat la noche a 4°C.
Luego se realizaron 3 lavados de 10 minutos con PBS-Tween 0,1% y se ancldsar
anticuerpos secundarios conjugados a peroxidasa durante una hora a temperatum yambient
con agitacion. La reaccibn antigeno-anticuerpo se detectd por reaatsdn
guimioluminiscencia (ECL, GE) y placas fotosensibles. Se utilizdensitdmetro (Bio-Rad)
para medir las bandas obtenidas y se utilizd el programa Molecular Anzdyat

cuantificarlas.

7-8 Reacciéon de corte in vitro

7-8.1 Procedimientos generales

7-8-1.1 Purificacion y precipitacion de ARN o ADN
Para purificar y precipitar ARN o ADN se llevé a cabo el siguiprbéocolo:

1) Llevar hasta 150ul con agua estéril.

2) Extraer con 150ul de fenol, centrifugar por 3 min. a 13000rpm.

3) Tomar la fase acuosa y agregar 150ul de cloroformo-isoamilico 24:heExt
centrifugar 3 min a 13000rpm.

4) Tomar la fase acuosa y agregarle 3 volumenes de EtOH absoluto (450ul) vy
0,1volimenes de NAcO 3M pH 6,1 (15ul) en el caso de ADN y pH 5,2 para
precipitar ARN. También se puede agregar glucogeno para favorecer la
precipitacion.

5) Llevar a -20°C por 30min

6) Centrifugar a 130009 a 4°C durante 30min. Descartar el sobrenadante.

7) Agregar 250ul de EtOH 80%. Volver a centrifugar a 4°C por 5min.

8) Decantar el EtOH y colocar en el speed-vac sin secar la muestra pdetoomp

9) Resuspender en agua estéril y purificar, si es necesario, por sephadex-G25.
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10)Medir la concentracion con nano-drop o quickcounter dependiendo siotiene
marca radiactiva.

7-8-1.2 Cuantificacion de ARN radiactivo

Para conocer la concentracién de un ARN marcado radiactivamente, serdetdasi

DPM utilizando un quickcounter y se aplica la siguiente férmula:

[X] = DPM x 1uCi x A
2.2x16DPM xB xC x fx V

Dia f
-5 | 1.277
Donde: 4 | 1.216
-3 | 1.159
DPM = desintegraciones por minuto -2 | 1.100
A= pmol de UTP frio -1 | 1.050
B= cantidad de U por molécula de ARN 1 | 0.952
C=uCi UTP por reaccion 2 | 0.906
f= factor de decaimiento déP 3 | 0.863
V= volumen final 4 | 0822
5 | 0.782

7-8-1.3 Geles de Poliacrilamida

En esta etapa, se usaron geles de poliacrilamida al 4% en condiciorssrdézantes.

Se utilizan geles de 10x20cm aproximadamente. Para 60ml gel se utiliza:

Uree 24.,2m(
AcrilamidaNN-bisacrilamid: 40% (:8:2) | 6ul
TBE10x 6ul
PSA 10Y 375u
TEMED 37,5u

La corrida se realiza con buffer TBE 0,5X a 33mA. Una vez separadas las lahdas,

geles se secan para su exposicion y cuantificacion

7-8.2 Sintesis del ADN molde para el sustrato 5’ HCV-691

Se utiliza la construccion pU5'HCV-691 la cual deriva del plasmido pucitie@e la
secuencia del genoma de HCV-1b desde la posicibn 1 a la 691 y erreshe@d” tiene
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incorporado la secuencia promotora para la T7 ARN polimerasa. Esta caastfuecdigerida
con BAMH1 y el producto linealizado fue utilizado para la transcripcion del AR$trato
5"HCV-691.

Digestion de pU5"HCV-691 con BAM-H1:

BamH1 10U/u 3ul
Buffer 10» 3ul
ADN 20
H,O hastaVol. final | 3Cul

La reaccion se incuba a 37°C por 2h, luego se analiza el estado de lanresaperando los
productos de la misma en un gel de agarosa al 0,8% con 0,5ug/ml de bdmmetidio. El
producto de reaccién, se extrae con fenol y cloroformo-isoamf&grecipita y purifica por

sephadex-G25, posteriormente se utiliza para realizar la transcripcgusttato 5’"HCV-691.

7-8.3 Sintesis del ADN molde para sustrato 5’ HCV-356

Este ADN contiene los primeros 356nt del genoma del HCV. Se ol@nfCR
utilizando la construccion pU5"HCV-691 y los primers adecuados.
Reacciéon de PCR:

Blancc
Primer 5'(5"T7HCV  (10pmol/ul’ | 2,5u | 2,5u
Primer 3"(asHC-372) (10pmol/ul | 2,5u | 2,5u
dNTPs (2,5mM 4ul 4ul
Buffer PCR 10 5ul 5ul
ADN(PU 691)(50ng/u 1ul -
TAQ (1U/ul) 1ul 1ul
Ague 34ul | 35ul
Volumen Fina 50ul | 50ul
Programa de PCR:
95°C/2min; 95°C/30seqg E

72°Cl45seg 72°C/5min

50°C/30seg : -
\ / s

Ciclo 3(C vece:
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Finalizada la PCR, se controla la pureza del ADN por gel de agarosa al 20/bagfml| de
bromuro de etidio. Se lleva hasta 150ul con agua, se purifica paca@gnh fendlica y con
cloroformo-isoamilico y posteriormente se precipita. El pixp se resuspende en agua estéril
y se determina la concentracion. Este ADN se utiliza para la tranéarigel sustrato 5’"HCV-
356.

7-8.4 Transcripcion de los sustratos 5’ HCV-356 y 5’ HCV-691

La transcripcion de los sustratos 5’"HCV- 356 y 5’"HCV-691 se llevd @ tzaito con
marca radiactiva (caliente) como sin marca (frio).

Reaccion de transcripcion:

Frio Caliente
ADN molde la3ug| la3ug
Buffer T7 ARN polimerasa (10x) 5ul 5ul
NTPs 10mM (10x) 5ul -
NTPs 10mM - UTP en 1mM (10x)| - 5ul
a**P-UTP 10uCi/ul - 3ul
DTT 0,1M (10x) 5ul 5ul
Triton 0,1% (10x) 5ul 5ul
Inhibidor de RNAsa 0,5ul 0,5ul
T7 ARN polimerasa 3ul 3ul
H,O hasta Volumen Final de 50ul 50ul

La reaccién se incuba a 37°C durante dos horas, luego se adicionadathdmiRQ1
DNAsa por ug de ADN molde, se deja 30min a 37°C. Finalmente, se afiadeoigua¢n de
buffer de carga desnaturalizante 2x y se separan los productos erdarpgéhcrilamida al 4%
en condiciones desnaturalizantes. Para el transcripto 5’"HCV-694t&séano se realiza ya que
el ADN molde y el ARN difieren bastante en su peso molecular yepuger discriminados en
un gel de acrilamida. Para detectar la banda correspondiente al ARBtiptm el gel humedo
se expone unos minutos ante una placa radiografica, para el ciiaosgeiptos radiactivos, o
ante una placa de silica gel con indicador fluorescente para trarsfripso Se extrae el ARN
de la banda del gel utilizando 300ul de buffer de elucién a 4°C dunaateoche. Por ultimo, se
purifica por extraccién con fenol y cloroformo-isoamilico y se ipitec EI ARN resultante se

resuspende y se determina su concentracion.

7-8.5 Reaccion de hidrolisis de transcriptos con DNAzimas

Reacciéon de corte:
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Buffer 2X (Tris-HCI 100mM pH7,5 20mM Mg() 5ul

ARN ¥P 1ul (aprox 0.03pmo
ARN frio 10pmo

DNAzima 100pmo

H,O hasta volumen fin 10ul

Se mezclan los reactivos y se desnaturalizan a 65°C durante l0@ga,de incuba la

reaccion a 37°C durante 1h. Finalizado este tiempo, se agregan 10ufededbshaturalizante

2x. Se separan los productos de hidrélisis en un gel desnaturalizanteddélanoida al 4%. El

gel seco, se expone en una placa sensitfle @ bien a una placa radiografica y luego se revela.

7-9 Reacciones de Traduccion in vitro

7-9.1 Obtencion del ARN CAP-RLuc
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7-9.1.1 Obtencion del ADNmolde

Digestion del plasmido PRLSV40 con BamH1

ADN 20ug
Buffer 10» 10ul
BAMH1 10U/ul 5ul
H,O hastaVol. final | 10Cul

La reaccion se incuba a 37°C por 2h, luego se analiza el estaaloededion corriendo
una alicuota de la misma en un gel de agarosa al 0,8% con 0,5ug/ml de bdemuro
etidio. Se extrae con fenol y cloroformo-isoamilico, se pitacy cuantifica.

7-9.1.2 Transcripcién

La transcripcion (aprox 800nt) se realiza con el kit RIBO MAXrge Scale (Promega).

ADN molde 2,7uc
NTPs (25mN\-GTP 2mM 15ul
Buffer 5x 10ul
T7ARNpolimeras. 5ul
7metilG-Anélogc de CAP(40mM | 3,75ul
H,O hastavolumen fina 50ul

Se incuba la reacciéon a 37°C por 2h. Transcurrido este tiempo,es@ d&gunidades de
RQ1 DNAsa y se deja por 30min a 37°C. Luego se extrae con fenolz-@&d@milico y
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precipita. Por ultimo, se purifica por sephadex G25. Para corrobonstedgidad del

ARN se corre un gel de agarosa al 0,8% con formaldehido 2M. En estsecasliza

buffer se siembra desnaturalizante y las muestras se calienta@ ad@5Imin antes de

sembrarla. El gel se tifie posteriormente con bromuro de.etid

7-9.2 Obtencion ARN-IRES- FLuc

7-9.2.1

Obtenciéon del ADNmolde

Este ADN se obtiene por PCR (2200nt)
Reaccion:

Blancc
Primer 5T7P HC'  50pmol/u 1ul 1ul
Primer 3’secpcDNA  50pmol/u 1ul 1ul
dNTPs (2,5mM 8ul 8ul
Buffer (10x) (ojo es un buffer pai 10ul 10ul
PCR especiales)
ADN Template 100ng/ 1ul -
Taq certamp(1u/u 2ul 2ul
MgCI2 (50mM; 5ul 5ul
Ague hasta volumen final d 100u 100u
Condiciones de los ciclos de PCR:
1 94°C [
7 72°Ci72°C

2

94°Ci94°C
© 1307

45”7

10 ciclos

45

25 ciclos

Los primeros 10 ciclos son diferentes debido a que los primapatean bien, entonces se baja

un poco la temperatura del ciclo a 48°C para favorecer el apareanieeo, en los 25 ciclos

siguientes se aumenta un poco la temperatura para alcanzar el vialordgpta Tag. Finalizada

la PCR, se analiza la presencia de secuencias inespecificas eediayal de agarosa al 0,8%

con 0,5ug/ml de bromuro de etidio. Si no se observan secuencias ifiegpese purifica por

extraccion fendlica, cloroformo-alcohol isoamilico y lueggeecipita. Si las hubiera, primero

se debe purificar por gel de agarosa.
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7-9.2.2 Transcripcién

Reaccion de transcripcion:

ADN molde 6uc

NTPs (25mM) 30ul
Buffer 5x 20ul
T7ARN polimeras. 10ul
H,O hasta volumen final 1 | 100u

Procedimiento ideni-9.1.2.

7-9.3 Reaccioén de traduccion en lisado de reticulocitos

La reaccion se llevd a cabo utilizando el kit Flexi Rabbit Retigtdotysate System

(Promega).
Reaccion:
Blancc
Extracto celule 4ul 4ul
Mix Aa sin Metionionina (1mN 0,12u 0,12u
KCI(2,5M) 0,24u 0,24u

Mix L-[**S}-Met L-[*S]

188



Materiales y Métodos - Capitulo 7

7-9.3.1Electroforesis

Alicuota de reaccion 2ul
H,O 3ul
BufferLaemli 2X Sul

Las alicuotas se desnaturalizaron a 95°C durante 40 segundos, luego sercolocaro

en hielo por 15min. Gel poliacrilamida desnaturalizante 12,5% p/v

Resolving (5ml Stacking (5ml
H,O 1,68m H,O 2,9m!
Buffer L 1,25m Buffer M 1,25m
Acril :Bis 30:0,¢ 2,0Ilm Acril:Bis 30:0,¢ 0,9ml
APS 10% 12,5u APS 10% 25ul
TEMED 20ul TEMED 12,5u

Se utiliza running Buffer con SDS 1x. Se fijan los voltios parasmperar los

25mA. Se seca el gel y se expone por un minimo de 5 h.

7-10 Ensayos de Traduccién en células Huh-7

7-10.1Crecimiento de células en placas de 24 pocillos

Un cultivo de células Huh-7 se hace crecer en medio DMEM con 10%SFE &y 3Pb6
de CQ. Se realiza el contaje de células en una camara de Neubauer yarge laegantidad
necesaria para sembrar 90.000 células por pocillo. Se centrifugan yeresers en el volumen
necesario de DMEM 10%SFB para que queden 90.000 células/0,5ml (1500g 5min). Se
resuspende muy bien y (para placas de 24 wells) se agregan 0,5ml porgoaocdlidado de no
hacer espuma. Los pocillos que no se usen igualmente tienen que estarsacargadedio para
mantener la humedad de la placa. Una vez cargados todos los pocillosrsenbsiteientos
para que las células no queden en el centro y se ubiguen homogéngamenda la superficie
del pocillo. Se dejan en estufa a 37°C durante 24h antes de rediiaastaccion.

7-10.2Transfeccion

Luego de 24h de crecimiento se desarrolla el siguiente protocolo:

1) Calentar durante 2min a 95°C separadamente el material a trantkelotdAzima, el
IRES-FLuc y el CAP-RLuc. Luego dejar en hielo 15min.
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2) En un tubo de poliestireno agregar (el uso de eppendorf difielilproceso de
formacién del complejo de transfeccién):
lug ARN IRES-FLuc
0,5ug ARN CAP-RLuc
50ul OPTIMEM
3) Agregar la DNAzima al tubo de 2)
4) En otro tubo de poliestireno colocar:
50ul Optimem
3ul Transfectin (BIO-RAD)
5) Agregar el tubo de 4) al de 3)
6) Incubar 20 min sin agitacion a temperatura ambiente.
7) Agregar al pocillo de a gotitas sin tocar el medio y tratandoegut snas homogéneo
posible.
8) Llevar a estufa de 37°C durante 18h para luego hacer la mediciéon idaciiale

traduccion.

7-10.3Medicion de traduccion

Luego de 18h de transfeccién de los ARNm y de las DNAzimas sedleaho el siguiente
protocolo:
1) Sacar el medio a los pocillos.
2) Lavar con 0,5ml de PBS 1x por pocillo, sacar el PBS
3) Agregar 100ul de Buffer de lisis 1x por pocillo (Promega- Passives Llysifer).
Agitar por 5min (250rpm) hasta ver que se forman hilos debidos sidacélular.
Resuspender bien todo el pocillo, pasar el contenido a un eppendotrfifugar
30seg a 8000g
4) Medir luminiscencia con 20ul del sobrenadante utilizando el Kit Dueiferase
reporter assay system (Promega) (de 20 a 50ul segun como halaedfidiencia de

transfeccion).
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7-11 Reaccion de corte en células Huh-7NS3

7-11.1 Transfecciones

Idem transfecciones en Huh-7 pero en este caso solamente se tradsheate
DNAzima o scramble

7-11.2 Extraccion de ARN total con TRIZOL

Luego de 18h de transfeccion se lleva a cabo el siguiente protocolo:

1) Lavar el cultivo con PBS 1x.

2) Anfadir 200ul de Trizol, resuspender con una pipeta para favorecer la progiesion
lisis.

3) Pasar a un tubo e incubar las muestras bien homogeneizadas durante 5

191



Materiales y Métodos - Capitulo 7

dNTPs 25 0,8ul
Buffer 10» 2ul

RNA guard (inh de RNAsa 0,5ul
RT MultiScribe (Applied Biosyster | 0,5ul
H20 hastéVol. Final 10ul

Se incuba durante 30min a 16°C y luego se incremente la temperatard2f&st Una vez
alcanzada esta temperatura se mantiene por 30min. Luego, se inactiven&amnmnentando la
temperatura a 85°C durante 5min. Posteriormente, se enfria g déngela a -20°C hasta su

uso. Se realiza un blanco para GAPDH realizando el mismo proceso peroc&naadRT-
MultiScribe.

/7-11.3.2 g-PCR:

Se utilizan placas de 96 pocillos,

Para IRES de HCV:

cDNA 3ul
Sonda Tagman F-275 (6pmol/ul 0,5ul
Primer (-149 (10pmol/ul 1ul
Primer (-342 (10pmol/ul 1ul
PCR Master Mix 2x (applied Biosyste | 7,5ul
H,O hastaVol. final 15ul
Para GAPDH:
cDNA 3ul

Pre-dev. Tagman 20x (Applied Biosyste | 0,75u
PCR Master Mix 2x (applied Biosyste 7,5ul
H,O hastaVol. final 15ul

Ciclo:

'
95°C , 95°C

[
| 60°C
1

H_/

X40
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7-12 Estabilidad de DNAzimas en células Huh-7

7-12.1 Extraccion de ARN total y DNAzimas con Trizol

1) Lavar el cultivo con PBS 1x. Afiadir 1 ml de Trizol por pocillo
2) Pasar a un tubo e incubar las muestras bien homogeneizadas durante 5
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Gel desnaturalizante poliacrilamida 12%:

Para 15ml:
Uree 6,3gr
Acrilamida 38%Bis2% | 4,5ml
TBE 10» 1,5ml
TEMED 9,4u
APS 10% 94ul

La electroforesis se realiza en minigeles de 0.8mm a 15mA. S ddilffer desnaturalizante

con formamida y las muestras se calientan durante 1mirCacddfies de sembrarse en el gel.

7-12.3 Transferencia

La transferencia se llevé a cabo con el siguiente protocolo:

1) Equilibrar el Gel en TBE 1x por 15min
2) Cortar membrana (Hybond N+ Amersham) y dos papeles Whatman @diaatal gel.
Humedecerlos en TBE 1x
3) Usar Trans-Blot® SD Semi-Dry Electrophoretic Transfer Cell de Bid-R
4) Montar el sandwich en el Semi-dry de la siguiente manera:
Anodo
Papel de filtro
Membrana
Gel
Papel de filtro
Catodo
Cuidar que no gqueden burbujas, empujarlas con una botellita o varilla. Marcar la
posicidon del gel en la membrana
5) Transferencia: 300mA 30min
6) Fijar la membrana con UV (setear: 70000uJ/cm2) 15min de cada lado.

7-12.4 Hibridacion

Para detectar las DNAzimas y el tARN en las membranas se ll@aba el siguiente

protocolo de hibridacion:

1) Humedecer la membrana en buffer SSC 2x (dejarlo aprox. 30min)
2) Pasar a la botella de hibridacion
3) Agregar 7ml de buffer de hibridacion (PerfectHyb Plus HybridizatioffieB SIGMA) y
la sonda marcada.
4) Colocar en horno de hibridacion a 65°C por 20 min.
5) Pasar a horno de hibridacion a 40°C. Dejar ON
Tm DNAzima 219: 67°C
Tms_hsU6snRNA: 68,9C
6) Sacar la sonda (guardarla, se puede reutilizar varias veces)
7) Lavar con SSC 2X por 15min 2 veces
8) Lavar con SSC 2X 0.2%SDS 2 o 3 veces 15min a 40°C
9) Sacar la membrana, secar un poquito y colocar en bolsa plastica gre@dbn
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7-13 Estabilidad de DNAzimas

7-13.1 Estabilidad enDMEM 10%SFB:

Las DNAzimas se desnaturalizan previamente durante un minuto a 95°C. daubigoa
disuelven en DMEM 10%SFB en a siguiente proporcion:

DMEM 10%SFE | 20ul
DNAzima 2uc

Se extraen alicuotas a 0, 8, 24, 32, 48, 72 y 96 horas, se agregaédsrifuralizante 2x
y los productos de degradacion se separan en un gel de poliacrilamida al t6%6ieimnes
desnaturalizantes. Los geles se colocan en una solucion 1:10000 ded agerdalante
fluorescente Start Gel (LONZA) en TBE1x durante 30min. Las baseldetectan al scanear el
gel con la opcién de fluorescencia del Typhoon (Amersham).

7-13.2 Estabilidad ante nucleasas comerciales

Las DNAzimas se desnaturalizan previamente durante un minuto a 95°C.deubepa

a cabo la siguiente reaccion:

RQ1 Mung Beal

DNAzima 20uc | 20ug
Buffer 10» 4ul 4ul
Nucleas 0.4L 0.6L

H20 hasta Vol. Fini | 40ul 40ul

Se extraen alicuotas a 0, 10, 20, 30, 60, 90 yl20 minutos, se agrega buffer
desnaturalizante 2x y los productos de degradacion se separan en un delcdiéamida al
15% en condiciones desnaturalizantes. Los geles se colocan eruaians1:10000 del agente
intercalante fluorescente Start Gel (LONZA) en TBE1x durante 3Qraghbandas se detectan al

scanear el gel con la opcién de fluorescencia del Typhoon (Amersham).
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Abreviaturas

5ETT 5-etiltio-1H-tetrazol

A Adenosina

Aa Amionacido

AchR Receptor de acetilcolina

ACN Acetonitrilo

AcO Acetato

AcoOEt Acetato de Etilo

ADN Acido desoxiribonucleico

AIBN Azo-bis-isobutironitrilo

anh. Anhidro

ARN Acido ribonucleico

BDDDP 2-tertbutilimino-2-dietilamino-1,3-dimetilperhidro-123diazafosforin
BzCl Cloruro de benzoilo

C Citidina

CCD Cromatografia en capa delgada
CPG Esferas de vidrio de poro controlado
DABCO Diazabiciclooctano

DAPI 4' 6-diamidino-2-fenilindol

DCA Acido dicloroacético

DCM Diclorometano

DEPC Dietilpirocarbonato

DLST Dihidrolipoamida succiniltransferasa
DMAP 4-dimetilaminopiridina

DMF Dimetilformamida

DMSO Dimetilsulféxido

DMT Dimetoxitritilo

DMTCI Cloruro de dimetoxitritilo

DMT-OFF Secuencias sin dimetoxitritilo en 5'
DMT-ON  Secuencias con dimetoxitritilo en 5'

DNAzima Desoxirribozima

DPM Desintegraciones por minuto
DTT 1,4-ditiotritol

Dz Desoxirriboxima

EDTA Acido etilendiaminotetraacético
Egr-1 Early growth response factor-1
ER-a Receptor de estrégeno

FDA Food and Drug Administration
FLuc Luciferasa Firefly

G Guanosina

HCV Virus de hepatitis C
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HF Hartree-Fock

HPLC-RP  Cromatografia liquida de alta resolucion - fagersa
IRES Internal ribosome entry site

LNA Lock nucleic acids

MP Moller-Plesset

MPA Acetato de medroxiprogesterona
NMI N-metilimidazol

nt Nucleétido

PAI-1 Plasminogen activator inhibitor-1
PBS Buffer fosfato salino

PDVF Fluoruro de poliviniliden

Py Piridina

RLuc Luciferasa de Renilla

RMN Resonancia magnética nuclear
RMSD Desviacién cuadratica media
RNAI ARN de interferencia

rpm Revoluciones por minuto

SDS Dodecil sulfato de sodio

SFB Suero fetal bovino

SIRNA Small inhibitory RNA

SSC Citrato de sodio salino

STAT-3 Signal transducer and activator of transcription
T Timidina

TAE TRIS acético EDTA

Tamb Temperatura ambiente

TBAF Fluoruro de tetrabutilamonio

TBE Tris/Borato/EDTA

TCA Tricloroacético

TEA Trietilamina

TEAA Trietilaminoacético

TEMED N,N,N',N'-tetrametiletilenediamina
TET Tetrazol

THF Tetrahidrofurano

TIPDSCI 1,3-dicloro-1,1,3,3-tetraisopropil-1,3-disiloxano
TMS Trimetilsilano

TMSCI Cloruro de tetrametilsilano

TNF Tumor necrosis factor-alpha

TRIS Tris(hidroximetil)Jaminometano

U Uridina

UTR Untranslated Region

VEGF Vascular endothelial growth factor

VDUP1 Vitamin D3 upregulated protein-1
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Publicaciones

Este trabajo de tesis di6 origen a las siguientes publicacio mbgicies:

10-23 DNAzyme modified with (2'R)- and (2'S)-2'-deoxy-2'-C-methyluridine in e
catalytic core.

Laura Robaldo, Javier M Montserrat and Adolfo M Iribarren

Bioorg. Med. Chem. Let201Q 20, 15, 4367-70.

Influence of conformationally restricted nucleosides on the activity of 10-23 DNAzymes.
Laura Robalda)avier M. Montserrat, Adolfo M. Iribarren.

Bioorg. Med. Chem. Lett. (Enviado para su publicacion)

Espectros de RMN

A continuacion se listan los espectros de RMN-500MHz pHra**C y *'P de las
fosforamiditas modificadas sintetizadas en este trabajo de Eesms fosforamiditas fueron

empleadas para la sintesis de las DNAzimas modificadas.

Para todos los casos, el solvente utilizado es cloroformo deuteradcetrametilsilano
como referencia. En estos espectros pueden observarse las defaleslamina la cual fue
agregada intencionalmente para evitar la desproteccion del extregoo & acidez propia del
cloroformo. En algunos casos se distinguen trazas de acetatdodgaefue se emplea en el
proceso de purificacién de las fosforamiditas.
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Estudios computacionales

Libreria de mondmeros modificados:
Ejemplo para (2
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"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
"C2""C"0-10.0
"02""0"0-10.0
"C3""CT"0-10.0
"H3™ "H1"0-10.0
"C2""CT"0-10.0
"H2'2" "HC" 0-1 0.0
"CM""CT"0-10.0
"HM1" "HC" 0-1 0.0
"HM2" "HC" 0-1 0.0
"HM3" "HC" 0-1 0.0
"03""0S"0-10.0
lentry.MEU.unit.boundbox array dbl
-1.000000

0.0

0.0

0.0

0.0
lentry.MEU.unit.childsequence single int
2
lentry.MEU.unit.connect array int
1

32
lentry.MEU.unit.connectivity table int atoml1x int atom2x int flags
121

131

141

451

561

571

581

891

8101

8241

10111

11121

11131

11261

13141

13221

14151

14161

16171

16181

18191

18201

20211

20221

22231

24251

24261

24321

26281

26271

28291

28301

28311
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lentry.MEU.unit.hierarchy table str abovetype int abovex strbelowtype
int belowx

"U'"0"R"1

"R"1"A"1

"R"1"A" 2

"R"1"A" 3

"R"1"A" 4

"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.MEU.unit.name single str
"MEU"
lentry.MEU.unit.positions table dblx dbly dbl z
2.314489 1.776673-0.478436
1.933410 3.073374-1.081549
3.156547 0.871841-1.292450
2.994369 2.142475 0.922974
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
4.118886 -2.368545 0.211713
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
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5.230443 2.095696 2.779425
6.025106 2.060820 3.524673
5.668211 2.081313 1.781301
5.668211 2.081313 2.781301
5.668211 3.081313 1.781301
6.668211 2.081313 1.781301
5.029898 4.128649 3.998279
lentry.MEU.unit.residueconnect table int c1x int c2x intc3x int c4x
int c5x int c6x

1320000
lentry.MEU.unit.residues table str name int seq int childseq int
startatomx str restype int imagingx
"MEU"1331"n"0
lentry.MEU.unit.residuesPdbSequenceNumber array int
0

lentry.MEU.unit.solventcap aray dbl
-1.000000

0.0

0.0

0.0

0.0

lentry.MEU.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

lentry.U5.unit.atoms table str name str type int typex intresx int
flags int seq int elmnt dbl chg

"H5T" "HO" 0 1 131072 1 1 0.442200
"O5" "OH" 01 131072 2 8-0.631800
"C5™ "CI" 01 131073 3 6-0.006900
"H5'1" "H1" 01 131072 4 1 0.075400
"H5'2" "H1" 0 1 131072 5 1 0.075400
"C4™"CT" 01131072 6 6 0.162900
"H4™ "H1" 01 131072 7 1 0.117600
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"O4™ "0S" 01 131072 8 8-0.369100
"C1™"CT" 01131072 9 6 0.068000
"H1™ "H2" 01 131072 10 1 0.180400
"N1" "N*" 0 1131072 11 7-0.023900
"C6" "CM" 01131072 12 6-0.220900
"H6" "H4" 0 1 131072 13 1 0.260700
"C5""CM" 01 131072 14 6 0.002500
"H5" "HA" 0 1 131072 15 1 0.004100
"C4""C" 01131072 16 6 0.519400
"04""0" 01131072 17 8-0.556300
"N3" "NA" 0 1 131072 18 7-0.434000
"H3""H" 01 131072 19 1 0.342000
"C2""C" 01131072 20 6 0.567700
"02""0" 01131072 21 8-0.588100
"C3™"CT" 01131072 226 0.071300
"H3™ "H1" 0 1 131072 23 1 0.098500
"C2™"CT" 01131072 24 6-0.085400
"H2'2" "HC" 0 1 131072 25 1 0.071800
"CM""CT" 01 131072 26 6 0.01795
"HM1" "HC" 0 1 131072 27 1 0.01795
"HM2" "HC" 0 1 131072 28 1 0.01795
"HM3" "HC" 0 1 131072 29 1 0.01795
"O3" "0S" 01 131072 30 8-0.523200
lentry.U5.unit.atomspertinfo table str pname str ptype int ptypex int
pelmnt dbl pchg

"H5T" "HO" 0-1 0.0

"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

"C2""C"0-10.0

"02""0"0-10.0

"C3""CT"0-10.0

"H3™ "H1"0-10.0

"C2""CT"0-10.0

"H2'2""HC"0-1 0.0
"CM""CT"0-10.0

"HM1" "HC" 0-1 0.0

"HM2" "HC" 0-1 0.0

"HM3" "HC" 0-1 0.0
"03""0S"0-10.0
lentry.U5.unit.boundbox array dbl
-1.000000

0.0

0.0

0.0

0.0

lentry.U5.unit.childsequence single int
2
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lentry.U5.unit.connect array int

1
30

lentry.U5.unit.connectivity table int atoml1x 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
24251
24261
24221
22231
22301
26271
26281
26291

lentry.U5.unit.hierarchy table str abovetype int abovex str belowtype

int belowx
"U"0O"R" 1
"R"1"A" 1
"R"1"A" 2
"R"1"A" 3
"R"1"A" 4
"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
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"R"1"A" 26

"R"1"A" 27

"R"1"A" 28

"R"1"A" 29

"R"1"A" 30

lentry.U5.unit.name single str
"U5"

lentry.U5.unit.positions table dbl x dbly dbl z
2.314489 1.776673-0.478436
2.994369 2.142475 0.922974
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
4.118886 -2.368545 0.211713
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
6.025106 2.060820 3.524673
5.668211 2.081313 1.781301
5.668211 2.081313 2.781301
5.668211 3.081313 1.781301
6.668211 2.081313 1.781301
5.029898 4.128649 3.998279
lentry.U5.unit.residueconnect table int c1x int c2x int c3x int c4x
int c5x int c6x

1300000
lentry.U5.unit.residues table str name int seq int childseq int
startatomx str restype int imagingx
"U5"1311"n"0
lentry.U5.unit.residuesPdbSequenceNumber array int
0

lentry.U5.unit.solventcap array dbl
-1.000000

0.0

0.0

0.0

0.0

lentry.U5.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
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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

Minimizacion

Las estructuras se sometieron a tres etapas de minimizacon, cada una con
condiciones diferentes.

1)

min AT: initial minimisation solvent + ions
&cntrl
imn =1,
maxcyc = 1000,
ncyc = 500,
ntb =1,
ntr =1,
cut =10
/
Hold the RNA fixed
500.0
RES 122
END
END

2)
AT: initial minimisation solvent + ions
&cntrl

imn =1,

maxcyc = 2500,

ncyc = 100,

ntb =1,

ntr =0,

cut =10

3)
AT: initial minimisation solvent + ions
&cntrl

imn =1,

maxcyc = 10000,

ncyc = 100,

227



Anexo

ntb =1,
ntr =0,
cut =10

Termalizacion y primer ns de la dinamica

#!/bin/bash -1
#

#$ -cwd

#5-y

#$ -S /bin/bash
#

rm -f mdin
cat <<eof >mdin

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

ntb=2ntp=1,

NSTLIM= 100000, DT=.0001,
NTC=2NTF=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 -O -imdin -o mdout -p x.top -c¢ x.crd -r x.rst -ref x.ref -x x.tra -v x.vel -e x.ene

mv mdout AT_term.mdout
mv x.tra AT _term.tra

mv x.rst AT_term.rst

cp AT_term.rst x.crd

mv x.ene AT term.ene
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rm -f mdin
cat <<eof >mdin

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

ntb=2ntp=1,

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

eof

sander -O -imdin -o mdout -p x.top -c¢ x.crd -r x.rst -ref x.ref -x x.tra -v x.vel -e x.ene

229



	Portada
	Resumen
	Abstract
	Agradecimientos
	Índice
	1. Introducción
	2. Síntesis de Nucleósidos y Oligonucleótidos Modificados
	3. Estudio de Actividad y Estabilidad de DNAzimas Modificadas
	4. Estudio de Actividad de DNAzimas Modificadas...
	5. Estudio Computacional de Nucleósidos...
	6. Conclusiones - Proyecciones Futuras
	7. Materiales y Métodos
	Anexo

