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“Aplicaciones cataliticas de oligonucledtidos modificados”

Hoy en dia, se conocen oligonucledtidos cuya funcidén se encuentra asociada a
procesos cataliticos o de reconocimiento molecular. Estas macromoléculas han sido agrupadas
bajoel términode oligonucleotidos funcionales. Entre ellos podemos mencionar alas ribozimas,
las DNAzimas, y los aptameros cuyas aplicaciones se han destacado en el campo de la terapia de
silenciamiento génico, el desarrollo de herramientas de diagnostico y sensores, la biocatalisis y
la nanotecnologia.

En la primera parte de este trabajo, se aborda el problema de la estabilidad de los
oligonucledtidos funcionales en medios bioldgicos degradantes mediante la incorporacion de
nucleodsidos modificados en su secuencia. Se utiliza como modelo la DNAzima 8-17, una
fosfodiesterasacompuesta porunnucleocataliticode 15 nucledtidos de longitud flanqueado por
dos brazos de reconocimiento de sustrato. Se estudia como la incorporacion de 2’-desoxi-2’-C-
metilpirimidin nucleosidos, incorporados en distintas posiciones del nicleo catalitico afecta la
actividad y estabilidad del oligonucleotido teniendo como objetivo la obtencion de DNAzimas
resistentesala degradacion nucleoliticaque preservensuactividad hidrolitica frentea ARNmde
interés terapéutico. Los resultados demostraron que la actividad de la DNAzima luego de la
incorporacion de modificaciones en el nlcleo catalitico es dependiente de la posicion siendo
posible, luego de estudiar distintas variantes, la obtencion de DNAzimas mas resistentes que
conserven suactividad.

Paraestudiar el efectode los 2’ -desoxi-2’-C-metilpirimidin nucledsidos en un sistema
diferente al de la DNAzima 8-17 pero con un fin comdn, el de silenciamiento génico, se
modificaron siRNAs en distintas posiciones. Estos analogos de nucleésidos fueron capaces de
modular tanto lapotenciasilenciadoracomolaespecificidad delsistemadeinterferenciasiendo
también un efecto posicion dependiente.

Teniendo en cuenta la propiedad que poseen los 2’-desoxi-2’-C-metilpirimidin
nucledsidos de adoptar una conformacion preferencial segun la configuracion del carbono 2’, se
estudio como la presencia de los mismos afecta la estabilidad termodinamica de un duplex de
ADN y de una estructura de i-motif. Mientras que en los diplex de ADN ambos
diastereoisomeros resultaron desestabilizantes, la presencia de (2°S)-2’-desoxi-2’-C-metilcitidina
aumento la estabilidad de los i-motif permitiendo su formacion en un rango mas ampliode pHy
temperatura.

Por ultimo, se amplio el estudio de los oligonucledtidos funcionales a la DNAzima
peroxidasa que consiste en un oligonucleétido unido de manera especifica a la hemina
potenciando laactividad peroxidasaintrinseca de lamisma. Se trabajo con eloligonucleétidoen

su forma L y con la secuencia inmovilizada demostrando una actividad comparable a la



secuencia sin alteraciones para un amplio repertorio de sustratos, entre ellos sulfuros y

paracetamol.
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“Catalytic applications of functional oligonucleotides”

Oligonucleotides whose functionis associated with catalytic or molecular recognition
processes are known as functional oligonucleotides (ribozymes, DNAzymes, aptamers) and their
applications include gene silencing therapy, diagnostic tools and sensor development,
biocatalysis and nanotechnology.

In this work, we studied how to optimize the use of these oligonucleotides by
incorporating chemical modifications.

Initially, we studied the modulating effect of 2'-deoxy-2'-C-methylpyrimidin
nucleosides on: the hydrolytic activity and stability in biological media of 8-17 DNAzyme when
incorporated in different positions of its catalytic core; the silencing potency and specificity of
siRNA when incorporated in different positions of the antisense and sense strands; the
thermodynamic stability of duplex and i-motif-forming DNA.

Finally, the study was extended to the peroxidase DNAzyme using a fully modified
sequence with L-nucleotides and also an immobilized sequence testing a wide repertoire of

substrates, including sulfides and paracetamol.
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Capitulo 1: Introduccion.

INTRODUCCION

Los acidos nucleicos constituyen uno de los principales tipos de macromoléculas
bioldgicas. Los primeros estudios vincularon esta clase de polimeros (ARN y ADN) al
almacenamiento, transferenciay expresion de la informacion génica, pero hoy endia, luego de
varias décadas de investigacion, se sabe que sus funciones se extienden mucho mas alla de las
propuestas iniciales. Actualmente, se conocen oligonucledtidos (secuencias habitualmente de
hasta 100 nucledtidos) capaces de actuar como catalizadores o asistir en un proceso catalitico
(Ribozimas, DNAzimas, siRNA, miRNA), asi como también otros que pueden reconocer
especificamente una molécula blanco (aptameros). Los  oligonucleo6tidos asociados a las
funciones cataliticas o de reconocimiento molecular reciben la denominacion de
“oligonucledtidos funcionales”. Estas moléculas han encontrado diversos usos en elcampode la
terapiadesilenciamientogénico,2el desarrollode herramientas de diagndsticoy sensores,34la
biocatalisis,5 la nanotecnologia¢’y la creacion de circuitos computacionales.8 Algunas de estas
aplicaciones cataliticasde los acidos nucleicos fueron estudiadas en este trabajo y seran
desarrolladas en los capitulos subsiguientes. Por ello, se introducen a continuacion las

caracteristicas generales, estructurales, funciones y usos de los oligonucledtidos.

1.1 CARACTERISTICAS ESTRUCTURALES DE LOSACIDOS NUCLEICOS.

1.1.1 Estructura primaria de los acidos nucleicos.

Los acidos nucleicos constituyen polimeros lineales formados por monémeros

denominados nucledtidos, unidos entre si por enlaces covalentes de tipo fosfodié ter (Figura
1.1). 9,10
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HO BASE

R=H (ADN)
R=0H (ARN)

BASE

| BASE

Figura 1.1 Estructura primaria de los acidos nucleicos.

La estructura quimica de un nucleotido esta formada por una pentosa unida mediante
un enlace fosfoéster a un grupo fosfato y mediante un enlace B-glicosidico a una base
nitrogenada. Segun el tipo de pentosa podemos distinguir entre el acido ribonucleico (ARN),
cuando el anillo furanoésico que compone el nucledtido es la B-D-ribosa, y el acido
desoxirribonucleico (ADN) cuando posee la 3-D-2’-desoxirribosa.

Dentro de las bases nitrogenadas naturales mas comunes existen aquéllas de tipo
pirimidinicas como la citosina (C), la timina (T) y el uracilo (U); y las de tipo puricas como la
adenina (A) y la guanina (G). Las pirimidinas se encuentran unidas por el carbono 1 al carbono 1’
de la pentosa mientras que las purinas se encuentran unidas por el carbono 9. A, Gy C se
encuentran presentes tanto en el ADN como en el ARN mientras que T se encuentra solamente
en el ADN y U en el ARN. El producto de la union de la base nitrogenada al azucar recibe el

nombre de nucleosido (Figura 1.2).
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BASES NITROGENADAS
PURINAS PIRIMIDINAS

NH, 0 NH, 0 0

</N :-\“/]\ N </N f NH | Ny | NH NH
H N H N NH, N 0 N o) N o)

H H H

Adenina Guanina Citosina Timina Uracilo
AZUCARES

HO

D-ribosa D-2'-desoxirribosa

NUCLEOSIDOS
NH, o) NH;

</ S Y NH

N N
[ ¢TI L LA
HO N>\ Ho N ZN\h, HO N” S0 Ho

N NH, N 0
H H H H H H
H OH H HOH HH OH H

OH
Desoxiadenosina Desoxiguanosina Desoxicitidina Timidina
NH o NH, 0
N
N SV N NH | N | NH
HO N“N\Z HO NN SnH, HO N™ 70 Ho ©
:o: | | :o: | o: | :o: |
H H H i
Hon ol "on  off OH OH OH OH
Adenosina Guanosina Citidina Uridina
(. S

Figura 1.2 Estructura de los nucleoésidos

La esterificacion entre un hidroxilo del nucleésido y un resto fosfato da origen a un
nucleotido (Figura1.3).
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@]
i
O—Fl’—OH HoO
o
Acido Fosférico Nucledsido de Uridina Nucleotido de Uridina

Figura 1.3 Formacion del nucleotido de uridina.

Estados conformacionales de la furanosa.

Los cinco atomos del anillo furandsico no se encuentran en un plano, debido a que
esta conformacion es energéticamente desfavorable. Es por ello que el anillo adquiere
conformaciones de menor energia generadas por el movimiento de uno o dos atomos fuera del
plano. Las conformaciones mas estables son la tipo sobre o “envelope” (E), donde 4 atomos se
encuentran enun planoy uno de los atomos es desplazado haciaarriba o hacia abajo de éste; y la
conformacion torcida o “twist” (T) donde tres atomos se encuentran en un plano y los dos
restantes se ubican uno por debajo y otro por encima del mismo (Figura 1.4). A los atomos que
se encuentran fueradel plano se los denomina endo si estan del lado del carbono 5’ 0 exo siestan

del lado opuesto (Figura 1.4)
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Figura 1.4 Estados conformacionales de la furanosa.

Los estados conformacionales de la furanosa de los nucledsidos pueden describirse
utilizando lo que se denomina ciclo pseudorrotacional.!' En éste podemos distinguir distintas
conformaciones del azlicar segun su angulo de fase pseudorrotacional (P), el cual se calcula a
partir de los angulos de torsion endociclicos. Se conoce como conformaciones Norte a aquellas
que presentan configuracion C3 " -endo con angulos de fase entre 0° y 30° y como conformacion
Sur a aquellas que presentan configuracion C2’-endo con angulos de fase entre 150° y 180°
(Figura 1.5). Mientras que los acidos nucleicos naturales se ubican en dos zonas restringidas del
ciclo pseudorrotacional, la sur y la norte, para los nucleétidos o nucledsidos en solucion ambas
conformaciones son accesibles a través de un equilibrio de interconversion rapido. La transicion
entre las conformaciones norte y sur generalmente se da a través de un intermediario con
conformacion 04’-endo (Este) donde el grupo fosfato y la base nitrogenada se encuentran
alejadas, siendo la transicion a través de la conformacion opuesta (Oeste) de mayor costo
energético. En el caso de las moléculas de ADN los nucleosidos suelen adoptar la conformacion

sur mientras que para el ARN suelen adoptar una conformacion norte.
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Figura 1.5 Ciclo pseudorrotacional de las pentosas.

Orientacion de las bases nitrogenadas.

Las bases nitrogenadas son anillos aromaticos heterociclicos unidosal C1’ del azlicar a
través de un enlace glicosidico. Presentan una desviacion muy pequena de la planaridad y son
casi perpendiculares a un hipotético plano del resto furandsico. El angulo x describe la
orientacion de la base respecto al azicar considerando la rotacion en torno al enlace glicosidico
(O4'-C1'-N9-C4 para purinas y 04-C1-N1-C2 para pirimidinas). Podemos distinguir dos
orientaciones mayoritarias: syn cuando el enlace 04'-C1' se encuentra eclipsado con el enlace
N9-C4 en purinas o N1-C2 en pirimidinas, y anti cuando se encuentra opuesto. La conformacion
mas estable es la anti debido a una disminucion de la repulsion estérica entre labase y el aztcar
al quedar la base hacia afuera. Sin embargo, algunos factores tales como estabilizacion por

puente de hidrégeno, grupos voluminosos en la base o en el azlcar e interacciones con otras

moléculas, pueden desplazar el equilibrio en direccion del conformero syn (Figura 1.6).
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Figura 1.6 Orientacion de las bases nitrogenadas
Orientacion delfosfato.

La rotacion alrededor del  enlace C4’-C5’ le permite al 05’ adoptar distintas
orientaciones respecto de la furanosa. Existen tres conformaciones principales: gauche-gauche si
el 05’ se encuentra entre el 04’ y el C3’ en una proyeccion de Newman; gauch-trans si el 05’ se

encuentratransal C3’ peroal ladodel O4’; y trans-gauche si esta trans al 04’ pero al lado de C3’
(Figura 1.7).
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H ' H ' H O,
N 04 N 04 AN 4
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CSI Cgl C3|
gauche-trans gauche-gauche trans-gauche

Figura 1.7 Orientacion del fosfato.
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Estructura secundariay terciaria de los acidos nucleicos.

La manera en que las bases nitrogenadas interactian o se aparean ya sea dentro de
una misma cadena o entre dos o mas cadenas distintas determinara la forma o estructura
secundaria del acido nucleico que a su vez se plegara en el espacio tridimensional adquiriendo
una determinada estructura terciaria. Existen dos tipos de interacciones principales entre las
bases: las uniones por puentes de hidrogeno en el mismo plano de las bases, y las fuerzas de
apilamiento o stacking, perpendiculares a dicho plano. Estas interacciones dependen de la

densidad de carga, el pKay la capacidad de tautomerizar de cada base.

Interacciones por puente de hidrégeno.

Los equilibrios ceto-endlicos y amino-iminicos de las bases estan desplazados hacia
las formas ceto y amino haciendo que el nitrogeno funcione como donor y el oxigeno como
aceptor de puentes de hidrégeno. Dentro de todas las posibles interacciones por puente de
hidrogeno entre las bases, el patrén mas encontrado en los acidos nucleicos naturales es el
apareamiento de Watson y Crick.12 Se caracteriza por la unién de adenina a timina o uracilo a
través de dos puentes de hidrogeno y la union de citosina a guanina a través de tres puentes de
hidrogeno. Este tipo de apareamiento purina-pirimidina resulta el mas estable debido a que la
distancia entre las bases y el enfrentamiento de donores y aceptores provee la condicion

energéticamente mas favorable para la formacion de los puentes (Figura 1.8).

/N A O\ N 7 -------- -
7
/N( 2=0 O Nl
G N— N c/ _ >”N
O>i \C 1 N/<N_-H ------ O/ \C1'
A-T G-C

Figura 1.8 Apareamientos de tipo Watson y Crick
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Estas uniones permiten que dos cadenas se asocien formando estructuras de doble
hélice y que moléculas simple cadena adopten en ciertas regiones distintos motivos
estructurales.

En los apareamientos purina-purina las bases quedan demasiado cerca y en los
apareamientos pirimidina-pirimidina demasiado lejos para favorecer la formacion del enlace,
mientras que en otros apareamientos purina-pirimidina como ser A-C o G-T(U) los donoresy
aceptores no quedan convenientemente alineados. Otros tipos de apareamiento que pueden
encontrarse son: los de tipo Wobble™ y los de tipo Hoogsteen.'# Los primeros pueden
encontrarse en algunas moléculas de ARN de transferenciaentre Gy U, y entre la hipoxantina (1)
con C, UyA. Los segundos pueden encontrarse en estructuras de triple hélice y cuartetos de G,
donde el N7 de la purina actia como aceptor y el C6 como donor enfrentandose a la cara Watson

y Crick de la otra base (Figura 1.9).

(0]
\ N-H-----O
N O----- H----N = N \
/ / N\ N A H-N
N N--H-----0 X N~ N
o : / N
C‘l N=— N C1
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Figura 1.9 Apareamientos de tipo Wobble y Hoogsteen.

Interacciones por apilamiento o stacking.

En soluciones acuosas donde las interacciones por puente de hidrégeno son débiles,
las bases, tanto libres como en cadena, tienden a apilarse por medio de interacciones dipolo-
dipolo e interacciones hidrofébicas de modo de exponer la menor superficie al agua.'s Al
apilarse, los grupos polares de las bases se superponen sobre el sistema aromatico de la base
adyacente. Para las bases o nucledtidos libres en solucion el apilamiento puede exceder la
formacion de dimeros. Cuanto mayor sea la superficie de interaccion mayor sera la estabilidad
generada a partir del stacking por lo que las interacciones purina:purina son mas estables que

las purina:pirimidina y pirimidina:pirimidina.
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Interacciones con el medio.

Los acidos nucleicos se rodean de una primera capa de moléculas de agua que
interaccionan directamente con fosfatos y azlicares. En las capas adyacentes se encuentran
moléculas de agua menos estructuradas y con caracteristicas similares a los del seno de la
solucion. El grado de solvatacion juega un papel muy importante en los cambios
conformacionales de los acidos nucleicos. Al ser éstos polianiones, estan rodeados de cationes o
moléculas que apantallan las repulsiones de carga entre fosfatos. Los mas comunes son Mg2-,
Caz+, Na+*y K+. Los cationes monovalentes interactian de manera poco especifica con la
secuencia, en cambio, los divalentes estan normalmente ligados a los oxigenos, o asociados con
los atomos de las bases y los azlicares o coordinados a moléculas de agua para favorecer zonas
especificas de interaccion con el acido nucleico. Los acidos nucleicos pueden interaccionar con
otras moléculas, generalmente anivel de los surcos de ladoble hélice por fuerzas electrostaticas
como es el caso de algunas proteinas mientras que otras moléculas puedenintercalarse entre las

bases o apilarse por fuerzas de stacking.

Motivos estructurales mas frecuentes.

Losoligonucleotidos simple cadena pueden adoptar varias estructuras entre las cuales
se puedan reconocer zonas doble cadena, “loops”, “hairpins”, “bulges”, que a su vez pueden
adoptar una estructura tridimensional formando “junctions”, “pseudoknots” y “kissing hairpins”
(Figura1.10).1¢ Basicamente, su estabilidad esta gobernada por las interacciones de stacking e
interacciones con agua e iones. Dado que estas estructuras son dinamicas, su elucidacion

estructural es dificultosa, y generalmente se consideran estructuras promedio.

10
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| | |
Doble cadena Bulge Loop interno Hairpin
(Stem-loop)

Junction Pseudoknot Kissing Hairpins

Figura 1.10 Motivos estructurales mas frecuentes.
a) Estructurassecundariasde acidos nucleicos. b) Representacionenel planodelasestructuras

terciarias de acidos nucleicos.

Las cadenas tienen una orientacion quimica determinada siendo el extremo 5’ aquel
con el hidroxilo o fosfato libre en el C5’ y el extremo 3’ aquel con el hidroxilo del C3’ libre. La
interaccion de dos cadenas por fuerzas de stacking e interacciones de tipo Watson y Crick entre
lasbases, esdecir, doscadenascomplementarias, llevaalaformaciondeunadoblehélicedonde
elesqueletoazlcar-fosfatose ubicahaciael exterior en contactoconel medioacuosoy las bases
se proyectan hacia el interior. La orientacion de ambas cadenas es antiparalela, es decir, una
cadenas va en direccion 5’-3’ y la otra en sentido contrario.

Entre los parametros estructurales que sirven para caracterizar a la doble hélice
podemos mencionar aquellos que involucran a las bases que forman el par (intra-par) y aquellos
querelacionan a pares de bases adyacentes (inter-par). Entre los parametros intra-par podemos
mencionar los traslacionales como shear (traslacion con respecto del eje x), stretch (traslacion
conrespectoal ejey)y stagger (traslacion con respecto al eje z); y los rotacionales como buckle
(rotacion alrededor del eje x), propeller (rotacion alrededor del eje y) y opening (rotacion
alrededor del eje z). Entre los parametros inter-par traslacionales podemos mencionar shift
(traslacion con respecto al eje x), slide (traslacion con respecto al eje y) y rise (traslacion con
respectoal ejez); mientras que entre los rotacionales se encuentran tilt (rotacion alrededor del

ejex), roll (rotacion alrededor del ejey)y twist (rotacion alrededor del eje z) (Figura1.11).

11
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Figura 1.11 Parametros intra e inter-par que caracterizan la doble hélice.

Segun sus parametros estructurales los principales tipos de hélices pueden agruparse
entresfamilias mayoritarias: A, By Z (Figura1.12). Algunas diferencias entreellasse detallanen
la Tabla1.1.

Parametro A B Z
Orientacion del azucar  C3’-endo C2’-endo ambas
Sentido de giro Dextrogira Dextrogira Levogira
N° de bases por vuelta 11 10 12
Rise (nm) 0,26 0,34 0,45
Pitch (°) 28 34 45
Tilt (°) 20 -6 7
Twist (°) 33 36 -30
Diametro (nm) 2,3 2,0 1,8

Tabla 1.12 Parametros que caracterizan las hélices tipo A, By Z.

La hélice de tipo A es un poco mas ancha que la B y la Z debido a que las bases se
apilan desplazadas del centro generando una cavidad interior paralela al eje de la hélice,
haciéndola menos estable. La hélice de tipo B es caracteristica del ADN doble cadena mientras
que la A es caracteristica del ARN doble cadena y de los hibridos ARN-ADN ya que no hay
espacio suficiente en la hélice B para acomodar el hidroxilo extra. En el ADN Z la doble hélice
giraen sentido levogiro. Es mas larga y delgada que las anteriores con una estructura tipo zigzag
del esqueleto fosfato y una conformacion del azlcar que varia entre 2’-endo 'y 3" -endo. Se ha

detectadoinvivoensecuencias purina-pirimidina alternantes o en secuencias en las que alguna

12
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base sehamodificado por metilacion obromacion, pudiéndoseinterconvertir espontaneamente

en B-ADN por cambios del medio.'?
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; : 3 3 _" J\J-- T \|
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Diametro /\#:

Figura 1.12 Estructura y ipos de doble hélice.

Si bien las familias A, B y Z de dobles cadenas son las principales, no son las Unicas

sino que existen otras estructuras posibles como las a-B’, C, D, EyS.
Otros motivos estructurales menos frecuentes.
G-quadruplex o cuartetos de G.

La formacion de los cuartetos de G ha sido observada tanto in vitro como in vivo. La
capacidad de las guaninas de asociarse para formar estructuras compuestas por cuatro hebras
se conoce desde la década del ‘60. Este motivo se forma en algunos oligonucleoétidos de ADN o
ARN cuya secuencia es rica en guaninas y estas agrupaciones de guaninas se encuentran
separadas por otros nucleotidos que funcionan como loops. Los “pisos” que forman los cuartetos
de G se denominan tétradas y estan compuestas por cuatro guaninas que se unen entre si
formando una estructura planar por medio de enlaces de hidrogeno de tipo Hoogsteen. Las
tétradas se apilan entre si por interacciones de stacking dando origen al cuarteto. La estructura
es estabilizada por cationes monovalentes principalmente potasio. Los G-quadruplex pueden ser
muy polimorficos pudiendo originarse de manera intra o intercatenaria. Los intracatenearios

requieren de al menos cuatro regiones ricas en G en una misma molécula mientras que los

13
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intercatenarios pueden surgir de dos o cuatro moléculas diferentes. Dependiendo de la

orientacion de las hebras los cuartetos formados pueden ser paralelos o antiparalelos (Figura
1.13).18

5 T T

paralelo hibrido 3+1 antiparalelo (11]]) antiparalelo (1)1])

L

dimero

S,
monomero

Figura 1.13 Estructura del cuarteto de G.
A) Estructura de una tétrada. B) Esquema de un cuarteto de G estabilizado por cationes
monovalentes. C) Tipos de cuarteto de G segun la orientacion 5’-3’ de las hebras. D) Tipos de
loops. E) Esquemade un cuartetode G monoméricoyotrodimérico. Las lineas negrasindican las
regiones compuestas por nucleotidos de G vy las lineas rojas las regiones compuestas por

nucleodtidos de otras bases pertenecientes a los loops. El sentido de las flechas indica la
orientacion5"-3’.19

La estabilidad termodinamica de los cuartetos de G depende del nUmero de tétradas
que locomponen, lalongitudy composicion de los loops. En situaciones invitro estas estructuras

pueden llegar a ser mas estables que el ADN doble cadena o estructuras de tipo hairpin. In vivo

14



Capitulo 1: Introduccion.

podrian obstruir el metabolismo del ADN o ARN y su presencia en las células ha llevado a
identificar proteinas que regulan especificamente su formacion. Han sido encontrados en
regiones funcionales del genomacomo teldomeros, promotores, sitios de recombinacionde genes
de inmunoglobulinas, intrones y regiones 5’ no traducibles, ademas de estar conservados en
diferentes especies. Por otro lado, fuera del genoma, se ha visto esta estructura en
oligonucledtidos funcionales como el aptamero de trombina y la DNAzima peroxidasa entre

otros.

1.1.2.5.2 I-motif o i-ADN.

Algunas regiones ricas en C tienen la habilidad de formar una estructura denominada
i-motif 60 i-ADN. Su nombre se debe a que probablemente sea la Unica estructura de ADN que
consiste en un duplex de hebras paralelas que se mantiene unido por pares de bases
“intercalados” mientras que en otras estructuras como el diplex de ADN tipo B o el cuarteto de
G, las hebras se mantienen unidas principalmente por fuerzas de stacking entre las bases. La
unidad de formacion del i-motif es el apareamiento de una citosina neutra y una protonada en
N3 formando el par C-C+, unido por tres puentes de hidrogeno, por lo que suelen ser estables a
pH acido. Pueden ser intra o intercatenarios y en ambos casos las regiones ricas en C se
disponen como un tetramero compuesto de dos duplex de hebras paralelas siendo los duplex
antiparalelos entre si. La interaccion entre los pares de bases consecutivos es principalmente
provista con fuerzas de stacking entre los carbonilos y aminos exociclicos y no se observa entre
los anillos aromaticos de las bases. Esta aparente falta de estabilidad es compensada por la
formacion de una red de interacciones por puente de hidrogeno C-H--O entre las desoxirribosas
de los duplex antiparalelos. Este rearreglo espacial da origen a dos surcos mayores anchos y
planos y dos surcos menores extremadamente angostos (Figura 1.14).

La estabilidad termodinamica del i-motif depende de la secuencia, el pH, la fuerza
ionica y la temperatura entre otras cosas. Debido a que el pKa de C es 4,6, ésta se encuentra
parcialmente protonada en un rango de pHde 4a 7, rango en el cual es posible la formacion de
los pares C-C+. Su estabilidad podria ser modulada a través de la incorporacion de
modificaciones quimicas.

La estabilidad termodinamica de los duplex estabilizados por uniones de tipo Watson
y Crick es mayor que el de los i-motif en condiciones fisiologicas. Sin embargo se han encontrado
este tipo de estructuras en secuencias teloméricasy centroméricas, asicomo también proteinas
capaces de unirse a este motivo. Se cree que al igual que los cuartetos de G cumplen funciones
regulatoriasinvivoy suformacion podria encontrarse favorecida en ciertas situaciones como en

el superenrrollamiento negativo producido durante los procesos de replicaciony transcripcion,

15



Capitulo 1: Introduccion.

en situaciones patologicas donde disminuya el pH o en interacciones con proteinas. Por otro
lado también han despertado interés en el area de la nanotecnologia asociadas al desarrollo de

sensores. 20

(b) (d)

L T T

4
e

AN

Figura 1.14 Estructura del i-motif.
A) Imagen tridimensional de un i-motif mostrando los pares C-C+. B) Vista superior del i-motif.

C) El par C-C+. D) Esquema de un i-motif.

MODIFICACIONES QUIMICAS DE LOS ACIDOS NUCLEICOS.

El uso de los acidos nucleicos como herramientas terapéuticas, de diagnostico y
biotecnologicas requiere de su obtencion de manera sintética a gran escala. La necesidad del
desarrollo de oligonucleétidos quimicamente modificados se debe en primer lugar a la
inestabilidad de este polimero en medios bioldgicos o con propiedades degradantes. Ademas la
farmacocinética de los oligonucleotidos es desfavorable para su uso como agentes terapéuticos.
Estos poseen baja capacidad de unién a las proteinas del plasma y son rapidamente filtrados y
excretados. La incorporacion de nucledtidos modificados en cadenas de ADN y ARN ha
demostrado ser Gtil no solo para mejorar éstas cuestiones, sino también en algunas ocasiones,

para lograr un aumento de la actividad catalitica, un aumento de la afinidad por la molécula
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blanco o sustrato, una disminucion de la toxicidad y efectos no deseados, o una mejoria en el
delivery.21-23

Las modificaciones quimicas de los nucledtidos se han llevado a cabo en el az(car, en
la base y en el esqueleto fosfato. En la Figura 1.15 pueden observarse las mas utilizadas en la

preparacion de oligonucleotidos sintéticos.
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Figura 1.15 Algunas modificaciones quimicas de los nucleodtidos.

Modificaciones del esqueleto fosfato.

Una de las modificaciones mas utilizadas y destacadas por su capacidad de conferir
resistencia ante el ataque de nucleasas son los fosforotioatos. Inicialmente encontraron su
aplicacion en metodologias de terapia antisentido debido a la incrementada resistencia ala
degradacion que confiere launion fosforotioato con respecto a la fosfato. Posteriormente se vio
que oligonucleotidos portadores de esta modificacion presentaban ademas otras ventajas como
un aumento de la capacidad de ingreso a la célula, un aumento de la biodisponibilidad in vivoy

capacidad para activar a la RNAsaH.24
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Modificaciones delazucar.

La principal diferencia entre el ADN y el ARN es el sustituyente en la posicion 2’ del
anillo furanodsico. Sustituyentes electronegativos como el fldor y el oxigeno desplazan el
equilibrioconformacional de laribosahacia C3’-endo. Como consecuencia de este fenomeno las
moléculas de ARN se encuentran adoptando esta conformacion y formando hélices de tipo A en
su forma de doble cadena. Los duplex de ARN son termodinamicamente mas estables que los de
ADN, lo que sugiere que para incrementar la capacidad de unién de los oligonucledtidos
antisentido modificados a su target, seria beneficioso imitar esta estructura. Este efecto se
observé en oligonucledtidos con analogos de nucledsidos de tipo 2’-O-metil y 2’-F que
presentaron una afinidad aumentada por sublanco. Otro factor que afecta la union de los acidos
nucleicos modificados en 2’ a su blanco es el tamano del sustituyente. A medida que éste es de
mayor tamano, aumenta la inestabilidad de la union al ARN blanco pero por el contrario,
aumenta la resistencia a la degradacion.?s

Unode los primeros ejemplos a destacar de oligonucleétidos modificados enel azlcar,
involucra el aptamero de ARN del factor de crecimiento de fibroblastos modificado con
nucledtidos de pirimidina 2’-NH,. Este oligonucleétido resulto ser 1000 mas estable en medios
biolégicos que el no modificado. 26 Al ser esta modificacion dificil de utilizar en sintesis en fase
solida ha entrado en desuso. El primer aptamero aprobado por la FDA, Pegabtanib, dirigido
contra el factor de crecimiento vascular-endotelial para el tratamiento de la degeneracion
macular asociada a la edad, presenta modificaciones de tipo 2’-F. 27 Esta modificacion ha sido
muy utilizada en oligonucleotidos con fines terapéuticos sin embargo los 2’-0-metil los han
superado en cuanto a la cantidad de aplicaciones.28.29 Esto se debe a que ademas de proveer alta
resistencia a nucleasas y gran afinidad por secuencias blanco, son mas faciles y economicos de
preparar que los anteriormente mencionados.

Otra estrategia para mejorar la hibridacion con el blanco ha sido la generacion de
nucledtidos de conformacion restringida por la presencia de una union covalente entre el
carbono 2’ y el carbono 4’ formando un puente metileno que fuerza a la molécula a adoptar la
orientacion norte. Estos 2" -0-4"-C-metilen-B-D-ribofuranosilnucledsidos se denominan “Locked
Nucleic Acids” (LNA) y presentan un marcado aumento de las propiedades de hibridacion y de
resistencia anucleasas.30

Los acidos arabinonucleicos (ANA) fueron estudiados para conocer el efecto de la
inversion de la configuracion del C2’. Los duplex ANA/ARN presentaron menor estabilidad
termodinamica que los duplex ADN/ARN. Se logré aumentar la temperatura de fusion de los
ddplex ANA/ARN cambiando el hidroxilo por un sustituyente mas pequeno como el flaor. De

esta manera surgieron los acidos fluoroarabinonucleicos (F-ANA).31
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1.2.2.1 2’-Desoxi-2’-C-metilnucleésidos.

Estudios de la influencia de grupos 2’-C-alquilo sobre la conformacion del aziicar han
demostrado que cuando la configuracion del C2’ es S el anillo furanosico adopta la conformacion
C3’-endo o norte mientras que en la configuracion R predomina la conformacién C2’-endo o sur.
Esto puede explicarse teniendo en cuenta que el sustituyente 2’-C-alquilo adopta una orientacion
pseudoecuatorial paradisminuirelimpedimentoestérico, adiferenciadelossustituyentescomo
el hidroxilo o el fluor que tienden a adoptar una orientacion pseudoaxial por la estabilizacion
que confiere el efecto gauche 04’-02’.32,33

En este trabajo se utilizaron nucleédsidos de pirimidina modificados con un metilo en

la posicion C2’ cuya estructura puede observarse en la Figura 1.16.

Py HO

HO\

HO CHs HO
H
C3'-endo C2'-endo
NORTE SUR
(2'S)-2'-desoxi-2'-C-metil (2'R)-2'-desoxi-2'-C-metil
nucledsido nucleésido

Figura 1.16 Estructura de (2'S) y (2'R)-2'-desoxi-2"-C-metilnucleodsidos.

Py: pirimidina (uracilo 6 citosina)

En trabajos previos se ha observado que oligonucleotidos modificados con el isomero
Shibridan mejor con secuencias de ARN complementario que aquellas conteniendo elisomeroR,
lo cual puede explicarse teniendo en cuenta que la configuracion S desplaza el equilibrio
conformacional hacia la forma norte caracteristica de las hélices tipo A que se observan en
ddplex de ARN.33

El interés en el empleo de estos analogos en oligonucledtidos de aplicacion
diagnostica o terapéutica radica en su capacidad de aumentar la resistencia frente a la

degradacion por nucleasas.34 Ademas al ser incorporados en el nucleo catalitico de la DNAzima

19



Capitulo 1: Introduccion.

, no solo han aumentado la estabilidad de la molécula en medios degradantes sino que
también permitieron mantener una conformacion activa del nucleo catalitico a

diferencia de analogos de LNA cuya conformacion C3’ -endo es rigida.3s

OLIGONUCLEOTIDOS CON FINES CATALITICOS Y DE RECONOCIMIENTO.

Oligonucleétidos antisentido.

Son oligonucleotidos simple cadena de entre 8-50 mer de longitud que se unen al
ARNm por apareamiento de bases. Esta union genera un impedimento estérico que bloquea la
transcripcion pudiendo ademas desencadenar la degradacion del blanco por la RNAsa H. 3¢

Los oligonucledtidos antisentido eran inicialmente no modificados siendo muy
susceptibles a la degradacion. Modificaciones quimicas de los mismos han sido capaces de
mejorar suestabilidad, su fuerzay especificidad de union a la secuenciablanco.3”. 33 Hasta ahora
dos de estas moléculas han sido aprobadas por la FDA para su uso en humanos. El primero,
Formivirsen, un oligonucleotido modificado con fosforotioatos complementarioaunaregiondel
ARNm del citomegalovirus implicada en la replicacion viral, se inyecta una vez por semana en el
humor vitreo para tratar la retinitis.39 El segundo, Mipomersen, modificado con fosforotioatos y
2’-0-metoxietil nucleotidos, es complementario al ARNm de la apolipoproteina B y se aplica en
pacientes que padecen hipercolesterolemia familiar homocigota inyectandose de manera

subcutanea una vez por semana.

ARN deinterferencia.

El mecanismo de los ARN de interferencia fue descubierto por primera vez en el
nematode C. elegans en 1998.41 Su funcién natural en la célula es de defensa, protegiendo el
genoma contra la invasion de material genético mdvil proveniente de infecciones virales. Los
siRNAs (short intefering RNAs) son moléculas de ARN doble cadena de 21-23 nucleétidos de
longitud compuestos por una hebra denominada sentido o pasajera cuya secuencia es igual a la
secuencia blanco y una hebra antisentido o guia cuya secuencia es complementaria a la
secuencia blanco. Podemos identificar en la cadena antisentido la region “seed” integrada por los
nucleotidos desde la posicion 2 hasta la 8 y una region simple cadena denominada “3’-overhang”

integrada por los dos ultimos nucleotidos del extremo 3’ (Figura 1.17).42
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5 00T 0T 00 T T T @@ 3 Hebra sentido
3 W 5 Hebra Antisentido o Guia
L L I |

Region 3'-overhang Sitio de Corte Region Seed

Figura 1.17 Esquema general de un siRNA de 21 mer.

Elmecanismo por el cual se produce el silenciamiento génico involucra la degradacion
del ARN doble cadena por la proteina Dicer en fragmentos mas cortos para formar los siRNAs.
Estos interactan con el complejo silenciador inducido por ARN (RISC) el cual desdobla la doble
cadena descartando la hebra sentido. La hebra antisentido se une a la region blanco
complementaria del ARNm y la endonucleasa Argonauta?2 (Ago2), una subunidad del complejo
proteico RISC, hidroliza el mensajero rompiendo el enlace fosfodiéster opuesto a los nucleotidos
10y 11 de la cadena antisentido (Figura 1.17).3¢

Se haobservado que la estabilidad termodinamica de laregion terminal del duplexde
siRNA es un factor que influye en la seleccion de la hebra por el complejo RISC. L hebra que
posea su extremo 5’ menos estable sera preferentemente seleccionada como guia por lo que
seria conveniente que la hebra antisentido sea rica en AU en esta zona y mas ricaen CG en la
region 3’.

En principio las modificaciones quimicas de los siRNA buscaban mejorar la estabilidad
en medios degradantes pero luego se observd que ademas podian modular la potencia, la
especificidad y la inmunogenicidad de los mismos.  Sin embargo, solo con algunas
modificaciones se halogradounincremento de la potenciacomoes el caso de los nucledsidos 2’ -
O-metil y 2’-F. También se ha visto que modificaciones de las regiones 3’-overhang pueden
alterar la eleccion de la hebra guia por el complejo RISC. Estas modificaciones también han
logradodisminuir larespuestainmuneinnatageneradapor estos agentes. Unode los principales
problemas de la administracion exogena de siRNAs son los efectos OFF-target. Si bien el
complejo Ago2 cliva el ARN por un mecanismo que es secuencia especifica y que sélo permite
pequenos desajustes en el apareamiento de la hebra antisentido con su secuencia blanco, el
siRNA puede llegar a silenciar otros genes pudiendo tener efectos toxicos por un mecanismo de
tipomiRNA. Laregidonseedinteractiainicialmente conel blancoysuestabilidad termodinamica
se correlaciona con los efectos OFF-target. Modificaciones de esta region pueden modular este

tipo deefectos.#
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Union de siRNA a Dicer
para ser tomado por
complejo RISC

Hebra antisentido
cargada en RISC

Hebra antisentido hibrida l
con su secuancia blanco

Ago2 cliva ARNm

RISC

Figura 1.18 Mecanismo de interferencia inducido por siRNA.

Segun la base de datos de estudios clinicos hay al momento alrededor de 40 siRNAs en
distintas fases de desarrollo que podrian ser aprobados en los préximos anos.4 Sin embargo,
tanto los oligonucleoétidos antisentido como los siRNA modulan la expresion génica induciendo
la degradacion enzimatica del ARNm por un complejo proteico. Debido a que las enzimas deben
reconocer estos oligonucleotidos, la capacidad de aceptar modificaciones quimicas se encuentra
limitaday por lo tanto también la posibilidad de potenciar por este mecanismo sus propiedades
farmacoldgicas. Es por eso que vale la pena estudiar también otra clase de oligonucleétidos

independientes de la maquinaria celular por poseer actividad catalitica intrinseca, las DNAzimas.
Oligonucleétidos funcionales: DNAzimas y aptameros
Aspectos generales de las DNAzimas
La nocion de que otras macromoléculas ademas de las proteinas podian tener

propiedades cataliticas surge en la década de 1980 cuando se descubren ARN naturales con la

capacidad de auto-escindirse denominados ribozimas.44.45 Este tipo de moléculas fue obtenido

22



Capitulo 1: Introduccion.

también de manera sintética logrando ademas ampliar el repertorio de sustratos.46 Hasta el
momento no se han encontrado acidos desoxirribonucleicos cataliticos en la naturaleza. Esto
puede deberse a que en casi todos los casos el ADN se encuentra adoptando la forma de doble
hélice, mientras que la actividad enzimatica requiere de conformaciones terciarias irregulares
que puedan unirse a sustratos exponiendo diversos grupos funcionales para la catalisis. Sin
embargo si consideramos el ADN simple cadena, se observa que éste puede adoptar diversas
estructuras secundarias y terciarias que le permiten llevar adelante un proceso catalitico. El
primer reporte de una DNAzima sintética se produjo en 1994 por Breaker y Joyce. Esta
desoxirribozima catalizaba la ruptura de un enlace fosfodiéster en una molécula de ARN de
manera analoga a las RNAsas proteicas.4

Para la obtencion de estos oligonucleotidos de forma sintética se utiliza un proceso
denominado seleccion in vitro. El proceso comienza con la sintesis de secuencias aleatorias de
entre 40-80 nucleodtidos de longitud flanqueadas por regiones constantes. Luego se diseiia un
sistema donde todas las moléculas son incubadas en condiciones que permitan la catalisis de la
reaccion deseada lo que produce la separacion de las cadenas activas de las inactivas. La
estrategia para la separacion de secuencias de ADN activo depende de la actividad catalitica
buscada. En la Figura 1.19 se puede observar un esquema de seleccion in vitro para una
DNAzima con actividad fosfodiesterasa de ARN. En este proceso la biblioteca de secuencias
aleatorias flanqueadas por regiones constantes se encuentra unida a una secuencia de ARN
anclada a biotina. Este conjunto de oligonucledtidos se hace pasar por una columna de
estreptavidina de la cual aquellas secuencias con actividad de fosfodiesterasa de ARN podran
autoescindirsey eluir de lacolumna. Unavez recolectadas se amplifican, se unen abiotinay ARN
blanco y se vuelven a pasar por la columna iniciando la siguiente ronda de seleccion. Varias
rondas de seleccion son necesarias ya que secuencias inactivas tienen una baja probabilidad de
liberarse de la columna y por lo tanto este proceso se repite la cantidad de veces que permita
obtener un conjunto de secuencias con una actividad lo suficientemente alta como para

justificar su clonado y secuenciacion.4
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Figura 1.19 Seleccion in vitro de una DNAzima con actividad de fosfodiesterasa de ARN.

Las primeras DNAzimas y las mas estudiadas fueron aquellas con actividad de

fosfodiesterasas de ARN. Se han seleccionado distintos motivos pero todas estan formadas por
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dos zonas denominadas brazos de reconocimiento que se unen al sustrato por
complementariedad de basesyunazonasimple cadena, que puede adoptar distintas estructuras
secundariasy terciarias, denominada nucleo catalitico. En la Figura 1.20 se pueden observar las

principales DNAzimas fosfodiesterasas seleccionadas.

A ¢ Sitio de corte B l C
Sustrato 5' I I 3 S’ 2 O 5' I I
B |||||||||r¥||||||||| '|||||||||a.|||||||||| |||||||||na|||||||||'
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Figura 1.20 DNAzimas fosfodiesterasas de ARN.
Las lineas gruesas negras y las letras minusculas representan el sustrato de ARN mientras que
las lineas finas grises y las letras mayUsculas representan ADN (R=purina, Y=pirimidina y
N=cualquier nucleoétido). (A) DNAzimas 10-23. (B) DNAzima 8-17. (C) Variante de la DNAzima 8-
17 denominada E5112. (D) DNAzima bipartita por tener en su nicleo catalitico un lado purinico
y otro pirimidinico. (E) DNAzima Na8 no requiere de metales divalentes como cofactores a

diferencia de las anteriores. (F) DNAzima HD2 requiere histidina como cofactor.4
La reaccion de ruptura del enlace fosfodiéster se produce por el ataque nucleofilico

del hidroxilo 2’ al enlace fosfodiéster adyacente para formar un 2’,3’- fosfato ciclico, siendo el

grupo saliente el hidroxilo 5’ (Figura 1.21).
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Figura 1.21 Reaccion de ruptura del enlace fosfodiéster en ARN.

Esta reaccion ocurre naturalmente a una baja velocidad con una constante catalitica
observada de 107 min-' mientras que la reaccion catalizada por la DNAzima se encuentra en el
orden de 10-2min-'. Esto se debe a que el catalizador provee de una plataforma que permite el
alineamientoy acercamiento de los grupos funcionales a reaccionar. Esta reaccion, es también
catalizada por muchas proteinas ribonucleasas pero la particularidad de la reaccion catalizada
por la DNAzima es que permite la ruptura de un determinado ARN blanco con una alta
especificidad dada por la secuencia de los brazos de reconocimiento. En la mayoria de los casos
se requiere un metal divalente como cofactor para asistir en la desprotonacion y coordinacion
del hidroxilo 2’, estabilizar las cargas negativas originadas en el fosfato ciclico y ayudar al
correcto plegamiento de la DNAzima.5 Los motivos mas estudiados han sido la DNAzima 10-23
y la DNAzima 8-17 denominadas a partir del nUmero de ronda y nimero de clon provenientes
del proceso de seleccion in vitro.

Otras de las reacciones catalizadas por DNAzimas incluyen la ruptura de enlaces
fosfodiéster en ADN,5' formacion de enlaces fosfodiéster en ARN52 y ADN, 53 la fosforilacion de
ADN,54la adenilacion de ADN, 55 la formacion de enlaces nucleopeptidicos, 6 la depurinacion de
ADN,57 la reaccion de Diels-Alder,58 la ruptura de dimeros de timina,> y reacciones de

peroxidacion.e

Aspectos generales de los aptameros
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El término aptamero fue introducido en 1990y hace referencia a pequenas moléculas
sintéticas de ADN o ARN simple cadena que se pliegan adquiriendo una estructura
tridimensional determinada, permitiéndoles unirse con alta afinidad y selectividad a una
molécula blanco.s

Los aptameros se obtienen por un proceso denominado SELEX (Systematic Evolution
of Ligands by Exponential Enrichment).¢-62 Este procedimiento permite aislar un oligonucleoétido
funcional que puede reconocer una molécula de manera especifica a partir de una biblioteca de
secuenciassimple cadenade ADN o ARN. Dentro deestabibliotecaalgunassecuenciasadquieren
una estructura secundaria y terciaria formada por loops, stems, hairpins, pseudoknots, bulges, o
cuartetos de G; que por medio de interacciones intermoleculares electrostaticas, hidrofobicas, de
stackingy de puentes de hidrogeno se unen a su target con una afinidad determinada.

La biblioteca se genera a partir de la sintesis quimica de secuencias aleatorias de
alrededor de 20-80 nucledtidos flanqueadas por regiones constantes de uniéon a primers,
generando alrededor de 10'5oligonucledtidos diferentes. Una vez obtenida la biblioteca esta se
incubaconlamoléculablanco, algunosoligonucleotidos tendranla capacidad de unirse mientras
que otros quedaran libres. Las moléculas unidas de las no unidas se separan mediante algin
proceso fisico, por ejemplo si lamolécula blanco se encontraba unida a una particula magnética
podremos separar lo unido de lo no unido por medio de uniman. Luego se eluyen las secuencias
aptaméricas separandolas de su target. Estas secuencias son amplificadas por PCR utilizando las
regiones constantes para dar origen a una nueva biblioteca para la segunda ronda de selecciony
de esta manera ir aislando secuencias cada vez mas afines. También se pueden realizar
selecciones negativas, es decir utilizar una molécula de estructura muy parecida a nuestro
blanco de interés para retirar de la biblioteca aquellas secuencias aptaméricas que tengan la
posibilidad de unirse tambiénaellay de estamaneraaumentar laespecificidad delaptamero. En

la Figura 1.22 se muestra un esquema del proceso de SELEX.
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Figura 1.22 SELEX

La selectividad que se puede alcanzar a través de estos procesos de seleccion puede
ser muy alta como es el caso del aptamero de teofilina. La teofilina es utilizada como droga para
el tratamiento de enfermedades respiratorias pero al ser su rango terapéutico muy acotado, su
deteccion sérica para prevenir toxicidad es de suma importancia. El aptamero se une a la
teofilina con una afinidad diez mil veces mayor que a la cafeina de la que solo difiere en un
metilo y que se encuentra normalmente en el suero.¢ Los aptameros también pueden ser
enantioselectivos como es el caso del aptamero de L-arginina, el cual se une a la misma con una
afinidad doce mil veces mayor que a la D-arginina. 64

Los blancos de los aptameros pueden variar desde moléculas pequenas (adenosina,
teofilina, arginina, citrulina, hemina), hasta proteinas (trombina, nucleolina, insulina) y pueden
encontrarse libres en solucion o estar anclados a la membrana celular. Para este Ultimo ¢ so se
utiliza una modificacion del proceso llamada cell-SELEX donde se utiliza como blanco células
enteras.> Es importante destacar este procedimiento para la seleccion de aptameros para

marcadores tumorales, donde se puede hacer una seleccion positiva con células cancerigenas y
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una seleccién negativa con células normales permitiendo distinguir diferencias moleculares
entre ambas. ¢

Al igual que para el caso de las DNAzimas, resulta de interés la obtencion de
aptameros modificados quimicamente que no pierdan sus propiedades, en este caso su afinidad
por el target. Los aptameros modificados pueden obtenerse por modificaciones post-SELEX o
generando bibliotecas con nucleotidos modificadosy realizando laseleccion a partir de lamisma
por un proceso de SELEX modificada o mod-SELEX. El primer caso posee la ventaja de trabajar
con acidos nucleicos naturales durante el proceso de seleccion pero la desventaja de no conocer
que efectos provocaran las modificaciones posteriores de la secuencia aptamérica seleccionada.
El segundo caso propone una seleccion mucho mas dificil de llevar a cabo requiriendo de la
sintesis de una biblioteca con modificaciones quimicas y el uso de enzimas que acepten estas
modificaciones para poder lograr la amplificacion, pero como ventaja, se obtendra al final del

proceso un aptamero modificado de alta afinidad.¢”

DNAzima 8-17

El interés por la DNAzima 8-17 surge de su pequeio tamano y su habilidad para
catalizar la ruptura de moléculas de ARN con alta actividad y especificidad. Fue reportada por
primera vez en 1997 por Santoro y Joyce 68 siendo este motivo hallado repetidas veces en
experimentos de seleccion in vitroindependientes y realizados por diferentes grupos.

La DNAzima 8-17 se une a su sustrato por apareamiento de bases de tipo Watson y
Crick a través de sus brazos de reconocimiento, que flanquean su nlcleo catalitico central y el
sitio de corte. El apareamiento de la DNAzima con su sustrato ocurre desde los nucleotidos
adyacentes al sitio de corte hasta los extremos, mientras que el nucleotido 5’ del sitio de corte
queda desapareado y el 3’ queda formando un apareamiento no estandar. El nucleo catalitico
suele estar formado por 14-15 nucledtidos y se caracteriza por una region stem-triloop y una
region simple cadena. En la primera secuenciareportada, secuencia canonica, el apareamiento
de bases no estandar correspondia a G en el sustratoy T en la DNAzima, un stem que contenia al
menos dos pares G-C, un triloop invariable AGC y una secuencia simple cadena WCGR (W=A6T
y R=A 6 G). Estudios subsiguientes demostraron que los requerimientos de secuencia para esta
DNAzima eran mucho mas versatiles y se llegd a una secuencia consenso en donde solo cuatro
posiciones estaban estrictamente conservadas (A6 y G7 en el triloop, C13 'y G14 en la region
simple cadena). El reemplazo de A6 y G7 dan como resultado una DNAzima 50 veces menos
activa mientras que el reemplazo de C13 y G14 dan como resultado una 1000 veces menos
activa. Otras posiciones que podriamos denominar semiconservadas son T2.1 y C8, que

producen una DNAzima 10 veces menos activa. El triloop puede funcionar como un tetraloop, el
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stem de tres pares de bases puede tolerar uno o dos cambios y la region simple cadena puede

tener una variacion mucho mayor que la inicialmente reportada (Figura 1.23).69.70.
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Figura 1.23 Secuencia canonica (A) y consenso (B) de la DNAzima 8-17.
Se muestra el sustrato en grisy la DNAzima 8-17 en negro. El sitio de corte se indica con una
flecha. W=A0oT;R=A,GOAA;N=A,G,CoOT;Y=CoOT. Losribonucledtidos se denotan con “r”.

En cuanto a los requerimientos de sustrato, debemos prestar atencion al dinucleétido
presente en el sitio de corte mientras que la secuencia de los brazos de reconocimiento del
sustrato puede disenarse para cada blanco de interés. Estudios mutacionales del nucleo
catalitico han revelado que la secuencia del mismo influye también en la especificidad por el
dinucleotido del sitio de corte. Mientras que la DNAzima candnica solo cortaba el enlace
fosfodiéster de la union AG, se ha demostrado que entre todas la variantes de DNAzimas 8-17
encontradas, puede cortarse cualquiera de los 16 dinucleotidos posibles.?! Esta fosfodiesterasa
ha sido utilizada para hidrolizar sustratos de ARN en su totalidad o sustratos quimera donde la
cadenaes de ADN excepto por los dos ribonucledtidos del sitio de corte, siendo la actividad de la
misma para cada tipo de sustrato dependiente del contexto y pudiendo variar segun el
dinucleodtido a hidrolizar, la variante de 8-17 utilizada, y el metal utilizado como cofactor. Se ha
observado una tendenciade laDNAzima a tener una mayor actividad para los sustratos quimera,

alrededor de diez veces mayor que para los sustratos de ARN.70
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Se establecié una dependencia de la actividad de la DNAzima con el pH,
incrementandose la actividad de la misma en un rango entre 6 y 8. Esto es consistente con la
desprotonacion del hidroxilo 2’ para producir el ataque nucleofilico sobre el fosforo del enlace
fosfodiéster adyacente.

Esta desoxirribozima ha sido clasificada como una metaloenzima por su necesidad de
utilizarunmetaldivalente comocofactor. Engeneral, los metales de transicionsonmas efectivos
que los alcalino-térreos y suele usarse magnesio para los ensayos in vitro ya que ademas de ser
de los mas efectivos es el que se encuentra en mayor concentracion en la célula.

Se ha estudiado el efecto de la incorporacion de nucleétidos modificados en el nicleo
catalitico de la DNAzima 8-17 sobre su actividad. Algunas de las modificaciones ensayadas
comprenden nucleotidos abasicos, reemplazo de un nucleétido por una molécula espaciadoray
distintos analogos de purinas. Los resultados obtenidos han sido variados, observandose tanto
disminuciones como aumentos de la actividad catalitica, siendo estos cambios posicion y

modificacion dependientes.72.73,74

DNAzima peroxidasa

El complejo hierro-protoporfirina IX tanto, con el hierro en su estado ferroso (Hemo)
como en su estado férrico (Hemina), es un cofactor utilizado por un gran nimero de proteinas
(Hemoproteinas). Este grupo prostético juega un papel crucial en los procesos de transferencia
de electrones, transporte y sensado de gases, y catalisis oxidativa.

Dentro de las hemoporteinas, se encuentran las enzimas con actividad peroxidasa,
entrelascuales podemosdiferenciar las “clasicas”, comolaperoxidasaderabanopicante (HRP),
que catalizan oxidaciones que involucranlatransferenciade unelectronylas “noclasicas” como
la cloroperoxidasa, que catalizan oxidaciones de transferenciade 162 electrones.

Afines de los ‘90 el grupo de Sen reporto un oligonucleotido de ADN rico en guaninas,
denominado PS2.M, capaz de unirse con alta afinidad a la hemina y catalizar reacciones de
peroxidacion a una velocidad mucho mayor (250 veces) que la hemina por si sola, de manera
analoga a lo que sucede con las hemoporteinas. % 75 Esta molécula de ADN es un oligonucleétido
de 18 mer que forma un cuarteto de G intramolecular de hebras paralelas, compuesto por tres
tétradas apiladas unidas por loops, formando un aptamero para la hemina. Esta se apila sobre la
tétrada proxima al extremo 3’ para formar la DNAzima peroxidasa (Figura 1.24).76

La reaccion de peroxidacion se lleva a cabo en presencia de perdxido de hidrogeno, se

produce en un amplio rango de pH y esta favorecida por buffers nitrogenados.
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Figura 1.24 DNAzima peroxidasa.

a) Estructurade laHemina. b) EstructuradelatétradayelcuartetodeG. c) Esquemadel

oligonucledtido unido a la hemina para formar la DNAzima.

Ademas de la capacidad de oxidar sustratos colorimétricos por transferencia de un
electron como el acido 2,2’-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico) o ABTS, la
tetrametilbencidina (TMB) y el luminol, se ha demostrado su capacidad de oxidar una amplia
gama de sustratos, entre ellos compuestos fenolicos dentro de los cuales se encuentralaL- y D-
tirosina, laN-acetil-L-tirosinay el acido hidroxicinamico, mostrando velocidades superioresala
peroxidasa proteica de rabano picante. 77 Posteriormente se demostré también su capacidad
para catalizar oxidaciones de transferencia de dos electrones, es decir de transferencia de

oxigeno, como en el caso de la oxidacion de tioanisol, indol y estireno.”?
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Aplicaciones de oligonucleétidos funcionales.

Aplicaciones terapéuticas.

En cuanto a las aplicaciones de las DNAzimas podemos mencionar el uso de las
fosfodiesterasas de ARN como agentes terapéuticos in vivo. Dentro de los blancos podemos
destacar el ARNmde proteinas responsables de laresistenciaaantibioticosenS. aureus, comoel
mensajero de la B-lactamasa’ y el de la proteina de unidon a penicilinad® lograndose una
disminucion de los niveles de ARNm y del nimero de unidades formadoras de colonias
aumentando la sensibilidad a antibidticos. Otras DNAzimas han sido disefiadas para tener como
blancos terapéuticos acidos nucleicos de origen viral como el HIV81y el virus de la hepatitis B.82
También se ha logrado la ruptura de diversos ARNs celulares asociados a tumores tanto in vitro
como en cultivos, como por ejemplo, lainhibicion de la expresion de Stat3 en lineas celulares de
cancer de mama.#& En cuanto a experimentos in vivo, DNAzimas dirigidas contra los mensajeros
del receptor del factor de crecimiento vascular endotelial (VEGFR),84 c-Jun8 y Egr-186
disminuyeron el tamano del tumor en modelos murinos. Hoy en dia todavia existen muchos
desafios para poder utilizar estos agentes en terapias in vivo. La mayoria de las DNAzimas
alcanzasuactividad maximainvitroaconcentraciones de metal divalente mucho mas altas (10-
100 mM) que las fisioldgicas (menor a 1 mM). Este problema podria abordarse con nuevos
experimentos de seleccion in vitro donde se trabaje a menores concentraciones de metal y de
esta manera forzar la seleccion de secuencias mas activas en las condiciones celulares. Como
todas las aplicaciones in vivo de acidos nucleicos las DNAzimas también presentan el problema
del transporte de la molécula activa al blanco terapéutico (delivery). Dado que los acidos
nucleicos son moléculas cargadas a pH fisioldgico y con longitudes de entre 15-40 nucledtidos,
para facilitar su delivery se ha utilizado la electroporacion y complejos con dendrimeros. Hasta
ahora para que estos agentes actlen en un determinado tejido o area de interés han sido
inyectados directamente en lazona a tratar lo cual no siempre es posible en términos generales.
Uno de los procedimientos para mejorar el delivery tejido especifico podriaser laincorporacion
en nanoparticulas dirigidas a un determinado tipo celular. Otro reto consiste en incrementar la
estabilidad en medios biologicos. Si bien el ADN es mas estable que el ARN, el tiempo de vida
media de un oligonucleotido no modificado en un medio degradante sigue siendo muy corto.
Numerosas modificaciones quimicas previamente mencionadas en este capitulo han sido
incorporadas en las DNAzimas para lograr un aumento de la resistencia a la degradacion por
nucleasas y muchos de los ejemplos mencionados anteriormente para aplicaciones in vitro, en

cultivos e in vivo han hecho uso de DNAzimas quimicamente modificadas.
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En cuanto alos aptameros como agentes terapéuticos podemos mencionar al Macugen
o Pegabtanib aprobado por la FDA, que consta de un oligonucleétido modificado que reconoce
con alta afinidady especificidad al factor de crecimiento vascular endotelial. Suinyeccionenel
humor vitreo hasido efectivaparael tratamientode ladegeneracion macularasociadaalaedad.
Diversas terapias asociadas a aptameros se encuentran hoy en distintas fases de investigacion
clinica. Entre ellas podemos mencionar el aptamero de la nucleolina para tratamiento de la
leucemia mieloide aguda, el aptamero del factor de Von Willebrand para tratar diversos
trastornos de la coagulacion, y los aptameros de trombinay del factor IX de la coagulacion para
tratar enfermedades cardiovasculares. 87,88 En todos estos casos el aptamero funciona como un
antagonista impidiendo a la molécula blanco desarrollar su funcion.

Otro grupo de aptameros de gran relevancia para futuras terapias son aquellos
seleccionados por cell-SELEX para unirse especificamente a blancos en la superficie celular. A
partir de este proceso se derivan dos principales mecanismos de accion: aptameros que pueden
funcionar como agonistas y antagonistas de receptores de membrana, o el uso de aptameros que
reconocen marcadores celulares para la generacion de conjugados aptamero-droga que dirijan
el farmaco a un tejido de manera especifica. Por ejemplo el aptamero de EpCAM (molécula de
adhesion celular epitelial) se conjugd con la droga Doxorrubicina, un agente quimioterapéutico,
para tratamiento del retinoblastoma. El conjugado fue incorporado preferentemente por las
células tumorales mejorando la eficiencia de la terapiay disminuyendo efectos secundarios. De
maneraanaloga, losaptameros pueden conjugarse conagentes fotosensibilizadores paraaplicar
terapias fotodinamicas en cancer y con oligonucledtidos como siRNA para aumentar la

especificidad celular de la terapia de silenciamiento.87-8

Aplicaciones diagnoésticas.

Debido a que la expresion anormal de marcadores de superficie celular esta
relacionada con la generacion de tumores, muchos aptameros han sido seleccionados y
estudiados para el diagnostico de enfermedades hematologicas, pulmonares, hepaticas,
mamarias, ovaricas, cerebralesypancreaticasmalignasasicomotambiénparalaidentificaciony
caracterizacion de células madre.88

Paradiagnostico porimagenes tanto invivocomo invitro pueden utilizarse aptameros
conjugados con fluoroforos, quantum dots o radioisotopos. El diagnostico por imagenes basado
en aptameros puede dividirse en marcacion directa 6 sondas activables. En el primero, la
maneramas simple consiste en visualizar elaptamero a través de laemision de fluorescencia. En

el segundo caso, se disefan sondas en donde la unién del aptamero a su blanco provoque un
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cambio conformacional que “encienda” el flouréforo. Como ejemplo de este tipo de sondas
pueden mencionarse la de trombina y la de ATP.#”

Se han evaluado también posibles aplicaciones de la DNAzima peroxidasa en
inmunohistoquimica para reemplazar el uso de la peroxidasa proteica de rabano picante.
Conjugados de biotina con la DNAzima permitieron detectar PSA, en tejidos de préstata
incubados con anticuerpo anti-PSA conjugado con avidina, mediante la oxidacion de 3,3’-

diaminobencidina (DAB).%

Aplicaciones en el desarrollo de sensores y nanoestructuras.

Otra de las aplicaciones de las DNAzimas y aptameros es su uso como herramientas
analiticas y bioquimicas en el desarrollo de sensores. Dos grandes grupos han sido mayormente
utilizados para este fin: las fosfodiesterasas de ARN y las peroxidasas. Debido a que la mayoria
de las fosfodiesterasas requieren de un metal divalente como cofactor, muchos sensores de
metales han sido desarrollados teniendo en cuenta esta propiedad.?' Entre ellos podemos
mencionar sensores de Pb?+, Zn2*, cation uranilo, Hg2* y Cu?* (Figura 1.25).929 Tanto las
fosfodiesterasas como las peroxidasas han sido utilizadas también para deteccion de una

secuencia oligonucleotidica especifica (Figuras 1.25y 1.26).9%97
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Figura 1.25 Aplicaciones de las DNAzimas fosfodiesterasa y peroxidasa en sensores.
A) En presencia de un metal divalente a detectar (M2+), la DNAzima fosfodiesterasa hidroliza a su
ARN sustrato separando el fluoroforo (F) del quencher (Q) y dando lugar a una senal
fluorescente. B) En presencia del oligonucledtido a detectar (violeta), éste se aparea con su
secuencia complementaria (negro) desarmando la estructura de stem-loop y permitiendo la
formacion del oligonucleétido de la DNAzima peroxidasa (azul) que en presencia de heminay
peroxido de hidrogeno oxida al ABTS dando una senal colorimétrica. C) En presencia de Cu? la
DNAzima fosfodiesterasa dependiente de cobre libera un fragmento de ADN que permite la
formacion de la DNAzima peroxidasa en presencia de hemina. Esta junto con peroxido de

hidrogeno oxida TMB dando una senal colorimétrica.
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Para la deteccion de secuencias oligonucleotidicas, se desarrollaron complejos
denominados DNAzimas multicomponente (MNAzimas) que producen una sefal amplificada de
salida frente a una sefal de entrada. Multiples oligonucledtidos se ensamblan para formar una
MNAzima activa solo en presencia de un oligonucledtido facilitador, la secuencia a detectar,

desencadenando una reaccion que genera una sefal (Figura 1.26).
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Figura 1.26 Sensor de secuencias oligonucleotidicas por ensamblado de una DNAzima
fosfodiesterasa. La presencia del oligonucleotido a detectar permite el ensamblado de una
DNAzima fosfodiesterasaactiva que hidroliza asusustratoalejandoal fluoréforo (F) del

quencher (Q) con la consiguiente emision de fluorescencia.

Ademas de participar en el disefio de sensores de metales y de oligonucledtidos, las
DNAzima peroxidasa ha sido utilizada en el armado de sensores para moléculas pequenas y
proteinas. Conjugados aptamero-DNAzima, en donde el aptamero permite el reconocimiento
especifico del analito y la DNAzima la emisidon de una sefal, son faciles de obtener. Estas
construcciones se denominan aptazimas y funcionan como aptasensores alostéricos. La union

del analito a la region del conjugado que constituye su aptamero, permite que la region que
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contiene la secuencia de la DNAzima adquiera su conformacion activay catalice la reaccion que
da la senal. Dentro de este tipo de sensores podemos mencionar el de AMP (Figura 1.27),

adenosina (Figura 1.28), ATP, cocaina y trombina.%-100

H,0,

i ABTS
AP TPITTTTT “e:”““a S
’\ <

(2) TTTT '

—> — b = H.O
(1) A = B) G\ ABTS*

Figura 1.27 Aptasensor de AMP.
El oligonucledtido (1) esta formado por la secuencia correspondiente al aptamero de AMP (A) y
la secuencia correspondiente a la DNAzima peroxidasa (B), el oligonucleotido (2) se aparea
parcialmente con el (1) impidiéndole adquirir su conformacion activa. Cuando el AMP se une a
su aptamero, el oligonucleotido (1) se liberadel (2) y (B) forma el cuarteto de G que reconoce a
la hemina para formar la DNAzima peroxidasa produciendo una sefnal colorimétrica por
oxidacion del ABTS con H;0,.

Los nanomateriales cuentan con propiedades oOpticas, magnéticas y electrdnicas
particulares que hacen que combinados con las propiedades cataliticas y de reconocimiento de
los acidos nucleicos funcionales, se puedan desarrollar nanobioconjugados con diversas
aplicaciones. El acoplamiento de DNAzimas con quantum dots, nanoparticulas de oro, superficies
de oro, oxido de grafeno y nanotubos de carbono abre nuevas puertas para el desarrollo de
biosensores, nanodispositivos, y mecanismos de amplificacion de senales. También se han
utilizado DNAzimas para la generacion de motores moleculares controlados por la presencia de
un blanco asi como también se pudo obtener nanomateriales cuyo ensamblado depende de la

presencia de un analito. 101, 102
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Figura 1.28 Aptasensor de Adenosina.
A) Laaptazimase encuentraformada por dos oligonucledtidos. El primero contiene lasecuencia
de la DNAzima 8-17 (verde) y un extremo 5’ (rosa) anclado a una nanoparticula de oro. El
segundo contiene la secuencia del aptamero de adenosina (azul) y un extremo 3’ (naranja)
anclado a una nanoparticula de oro. El oligonucleotido sustrato posee un sitio de corte para la
DNAzima 8-17 indicado por una flecha. B) En ausencia de adenosina, el oligonucleotido sustrato
mantiene ambos oligonucledtidos unidos funcionando de conector entre las nanoparticulas.
Cuando las nanoparticulas de oro se encuentran agregadas dan un color azul. En presencia de
adenosina, ésta se une a su aptamero y la DNAzima 8-17 queda libre para catalizar el corte del
sustrato, rompiéndose el agregado de nanoparticulas y dando un color rojizo caracteristico de

las nanoparticulas de oro desagregadas.
Ventajas del uso de oligonucleétidos funcionales.

Los oligonucleotidos funcionales presentan diversas ventajas frente a sus analogos
proteicos, enzimas y anticuerpos, en cuanto a sus diversas aplicaciones clinicas y la menor

dificultad para su obtencion a gran escala. Los oligonucleotidos pueden penetrar los tejidos de
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manera mas rapiday eficiente debido a su menor tamafo. Por otro lado, al ser acidos nucleicos,
nodeberian provocar unarespuestainmunein vivo. Estudios clinicos recientes han demostrado,
que a diferencia de los anticuerpos, los aptameros resultaron no inmunogénicos. Los acidos
nucleicos tienen la propiedad intrinseca de ser térmicamente estables, incluso luego de su
desnaturalizaciona 95 °C, pueden volver a plegarse recuperando su estructura tridimensional a
temperatura ambiente mientras que las proteinas no pueden replegarse y se inactivan de
manera irreversible. Un buen protocolo de sintesis junto con estrategias de modificacion
quimica permite la obtencion de estas moléculas a gran escala de manera rapida y mucho mas
econdémica. Ademas se cuenta con un amplio repertorio de modificaciones quimicas a
disposicion. No requieren de organismos vivos como bacterias, levaduras o animales parasu
produccion, pero de ser necesario también pueden generarse in vivo con el uso de plasmidos. El
hecho de no requerir el uso de organismos vivos o de inmunizaciones como en el caso de los
anticuerpos permite que los diferentes lotes de produccion sean homogéneos.88

Los blancos o analitos pueden ser muy variados, desde iones y secuencias
oligonucleotidicas, hastadrogas, toxinas, péptidos, einclusoproteinas. Tambiénsehalogradoel
reconocimiento especifico de virus, bacterias, células y tejidos.

Sonfacilmente inmovilizados tanto asoportes de fase sélida utilizados paralasintesis,
como nanoparticulas o nanosuperficies. Se pueden conjugar facilmente con otros acidos
nucleicos, péptidos, proteinas o diversas moléculas inorganicas u organicas de interés biologico

o farmacéutico.
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SINTESIS DE 2’-DESOXI-2’-
C-METILNUCLEOSIDOS

CONSIDERACIONES PREVIAS

En este capitulo se detalla la ruta sintética que lleva a la obtencion de los analogos de
nucledsidos utilizados en la mayor parte de este trabajo, los 2’-desoxi-2’-C-metilnucledsidos de
pirimidina (Figura 2.1). Debido a la presencia de un gran nimero de grupos funcionales en
nuestro compuesto de partida, la uridina, la obtencién del producto final requiere de varios
pasos donde la proteccion ortogonal juega un papel indispensable. Una vez obtenidos, estos
nucledsidos no naturales, fueron incorporados como mondémeros en cadenas de ADN 'y ARN con
el fin de obtener oligonucleotidos portadores de modificaciones quimicas. Por esta razon, se
debid primero transformarlos en precursores par la sintesis de acidos nucleicos en fase solida,

es decir, en fosforamiditas.

Py H
HO HO
N\ Py
i’ L e Dvﬁk/
CH,4
H
(2'S)-2'-desoxi-2'-C-metil (2'R)-2'-desoxi-2'-C-metil
nucledsido nucledsido

Figura 2.1 Estructura de 2’-desoxi-2’-C-metilnucledsidos de pirimidina (Py = pirimidina).
OBJETIVOS
Obtencion de (2’R) y (2’S)-2’-desoxi-2’-C-metilnucledsidos y sus respectivas
fosforamiditas para ser utilizadas como precursoras en la sintesis de oligonucleotidos en fase

solida.

RESULTADOS Y DISCUSION
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Sintesis de (2’R) y (2’S)-2’-desoxi-2’-C-metiluridina y sus fosforamiditas.

Lapreparacionde (2’R)y(2’S)-2’-desoxi-2’-C-metiluridinasellevéacabosiguiendola

ruta sintética detallada en la Figura 2.2.

0 a 0 o]
NH | MH | NH MH
e S s
oV P A/S‘/ o] i kfs{/ o i ksf/ o N/I\L»O
~ H 999 D\ H H 67% G\ H H 91%
H H r L\
oH oH 8% o of ’ 5% § =5 \

1 /I 2 /{ 3 /]l 4

NO2

o

A ﬁN )\ & - l\ Oﬁ
7/;53' —b7/ b 919% \qu 83% H %H

N\, H H  94% H :H OH =z
>—sr° CH; >_3' e Rz }5' Ry Rz
I
5 6 R;=CHs Ry=H 8 R,=CH; R,=H 10 Ry=CH3 Ry=H
7 Ry=H R,=CHj 9 R;=H R,=CHs 11 Ry=H  R;=CHs

i) TIPDSCl,, Py; ii) Cr 3, Py, Ac,0,CH.Cly; iii) PhsPCH3Br, BuLi, THF; iv) H; (55 psi), AcOEt, Pd/C
10%; v) CIPTS, CH.Cl;, TEA, DMAP, 4-nitrofenol, DABCO; vi) 2-nitrobenzaldoxima,
tetrametilguanidina, ACN; vii) TBAF, THF, Py:MeOH:H,0 3:3:1.

Figura 2.2 Sintesis de (2’R) y (2’S)-2’-desoxi-2’-C-metiluridina

Se utilizd la uridina (1) como compuesto de partida y se procedié a la proteccion
conjunta de los hidroxilos de las posiciones 3’ y 5’ utilizando 1,3-dicloro-1,1,3,3-
tetraisopropildisiloxano (TIPDSCl;) o también llamado reactivo de Markiewicz (reaccioni).'Esta
reaccion consiste en dos sustituciones nucleofilicas. El hidroxilo del carbono 5’, por ser el mas
reactivo, llevaacabo el primer ataque nucleofilico a uno de los silicios, mientras que el cloruro
unido a éste actlia como grupo saliente. Esto favorece el ataque del hidroxilo del carbono 3’ al
siliciorestante liberando un segundo cloruro. De esta manera se obtuvo la uridina protegida con
un puente disiloxano, 5’-0-(1,1,3,3-tetraisopropildisiloxan-1,3-diil)uridina (2) con un

rendimiento del 98 %.
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A continuacion se llevd a cabo la oxidacion del hidroxilo 2’, el unico libre para
reaccionar, utilizando triéxido de cromo en piridina y diclorometano (reaccion ii) y de esta
manera se obtuvo la 2’-ceto-3’,5’-0-(1,1,3,3 tetraisopropildisiloxan-1, 3-diil)uridina (3) con un 99
% derendimiento.2

Luego serealizd lareaccion de Wittig (reaccioniii)3 sobre el carbonilo de la posicion 2’
para dar 2’-desoxi-2’-metiliden-3’,5’-0-(1,1,3,3-tetraisopropildisiloxan-1,3-diil)uridina (4) con
un 67 % de rendimiento. La caida en el rendimiento podria atribuirse a una menor reactividad
de las cetonas en comparacion con los aldehidos para esta reaccion y al impedimento estérico
que puede generar el puente disiloxano en la formacion del intermediario oxafosfetano.

Se procedio6 ala hidrogenacion del doble enlace en la posicion 2’ (reaccion iv) paradar
lugar alamezclade (2°S)y (2’R)-2’-desoxi-2’-C-metil-3’,5"-0-(1,1, 3, 3-tetraisopropildisiloxan-1, 3-
diil)uridina (5) en proporcion equimolar con un rendimiento del 91 %.4

Paraseparar lamezcla de diastereoisdmeros se procedid a la derivatizacion de labase
con 4-nitrofenol (reaccién v). Primero se produce el ataque nucleofilico del oxigeno de la
posicion 4 de la base sobre el cloruro de p-toluensulfonilo, siendo el cloruro el grupo saliente.
Luego el hidroxilo del 4-nitrofenol ataca el carbono 4 de la base, siendo el p-toluensulfonato el
grupo saliente. De esta manera se obtuvo la mezcla de (2’S) y (2’R)-2’-desoxi-2’-C-metil-3’,5’-O-
(1,1,3,3-tetraisopropildisiloxan-1, 3-diil)-O4-p-nitrofeniluridina (6 y 7 respectivamente) que se
separd porcromatografiaencolumnautilizandocomofase estacionariasilicagel. ELrendimiento
global de la reaccion es de un 94 %. A partir de este momento se continuo la ruta de sintesis para
cada diastereoisomero por separado.

A continuacion se elimind el 4-nitrofenol por medio de un ataque nucleofilico con 2-
nitrobenzaldoxima (reaccion vi) para dar (2’S) 6(2’R)-2’-desoxi-2’-C-metil-3’,5’-0-(1,1,3,3-
tertaisopropildisiloxan-1,3-diil)uridina (8 6 9 respectivamente) con un rendimiento del 91 %.

Finalmente se elimino el puente disiloxano utilizando un nucledéfilo como el fluoruro
de tetrabutilamonio (reaccion vii) obteniendo como productofinal (2’S) 6 (2’R)-2’-desoxi-2’-C-
metiluridina (10 u 11 respectivamente), con un rendimiento del 83 %, que fueron utilizadas
para la preparacion de las fosforamiditas correspondientes.5

Al ser una via sintética compuesta por numerosos pasos es importante ajustar las
condiciones de cada uno para lograr el maximo rendimiento posible. En general se lograron
buenos rendimientos, siendo el menor y el mas dificil de mejorar el correspondiente a la
reaccion de Wittig.

El rendimiento final de este proceso fue de 42 % tomando como producto final la

suma de ambos diastereoisomeros.
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Los nucleosidos utilizados como mondmeros para la sintesis en fase solida
automatizada de oligonucledtidos poseen grupos funcionales que permiten una desproteccion
selectiva a lo largo de los distintos pasos del ciclo de sintesis.

La preparacion de (2’S) y (2’R)-5’-0-(4,4’-dimetoxitritil)-3’-(2-cianoetil-N,N-
diisopropilfosforamidita)-2’-desoxi-2’-C-metiluridina se llevo a cabo utilizando la ruta sintética

descripta en la Figura 2.3.

DMTO DMTO
viii ‘

\V/\O/P\N

10 R1:CH3 R2:H 12 RIZCHg R2:H 14 R1:CH3 RZ:H
11 R;=H R,=CH; 13 R;=H R,=CH; 15 Ri=H R;=CHj

viii) DMTCI, TEA, Py; ix) B-cianoetoxi-N,N-diisopropilaminoclorofosfina, DIPEA, CH,Cl..

Figura 2.3 Preparacion de (2’S) y (2’R)-5’-0-(4,4’ -dimetoxitritil)-3’-(2-cianoetil-N,N-

diisopropilfosforamidita)-2’-desoxi-2’-C-metiluridina.

Partiendo de los compuestos 10 u 11, se procedi6 a la proteccion regioselectiva del
hidroxilo en posicion 5’ utilizando cloruro de dimetoxitritilo (reaccion viii) para dar lugar a (2’S)
0 (2’R)-5’-0-(4,4’-dimetoxitritil)-2’-desoxi-2’-C-metiluridina (12 6 13 respectivamente) con un
93 % de rendimiento. La reaccion siguiente es una sustitucion nucleofilica en donde el hidroxilo
delcarbono 3’ atacaalfésforodelaB-cianoetoxi-N,N-diisopropilaminoclorofosfina (reaccionix)
para dar lugar al producto final (2’S) 6 (2’R)-5’-0-(4,4’-dimetoxitritil)-3’-(2-cianoetil-N, N-
diisopropilfosforamidita)-2’-desoxi-2’-C-metiluridina (14 6 15 respectivamente) conun 74 % de
rendimiento.6’

El rendimiento de la conversion a fosforamidita resultd entonces en un 69 % vy

teniendo en cuenta la conversion desde la uridina se tuvo un rendimiento global del 29 %.

Sintesis de (2’R) y (2’S)-2’-desoxi-2’-C-metil-N4-benzoilcitidina y sus fosforamiditas.
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Siguiendo el camino de la ruta sintética para la obtencién de los nucledsidos
modificados de uridina hasta el compuesto 5 se puede obtener nucledsidos modificados con

citosina como base como se muestra en la Figura 2.4.

o NH; NH

0 /J\ 0 /J\ k i
1 ke - 1@ 1@

9 £ 91% 2 tH
>—\Si/O cl:qs . >—SI’O R, d >—Sl 0 R,

] 1 1

5 16 R1=CH3 R2=H 18 R1=CH3 R2:H
17 Ry=H R,=CHj 19 R;=H R,=CH;
NHBz NHBz NHBz
\N \ \
DMTO DMTO

~k@ @ @

RAOS

20 R1=CH3 Rz-_-H 22 R1:CH3 R2=H 24 Rl CH3 RZ
21 Ry=H R,=CH, 23 Ry=H R,=CH, 25 Ry=H R,=CHj

i)a) POCls; 2,4,6-triazol, ACN, TEA b) dioxano, amoniaco. ii) Cloruro de benzoilo, piridina. iii)
TBAF, THF, Py:MeOH:H,O 3:3:1. iv) DMTC|, TEA, Py; v) B-cianoetoxi-N,N-

diisopropilaminoclorofosfina, DIPEA, CH,Cl,.

Figura 2.4 Sintesis de (2’R) y (2’S)-2’-desoxi-2’-C-metil-N4-benzoilcitidina.

Lo primero que se hizo fue producir la amindlisis de la base. Se utiliz6 oxicloruro de
fosforo y 1,2,4-triazol para formar un intermediario triazolido (reaccion ia).8 El posterior
tratamiento con amoniaco acuoso (reaccién ib) dio como resultado la mezcla de
diastereoisomeros (2°S) y (2" R)-2’-desoxi-2’-C-metil-3’,5’-0-(1,1,3,3-tetraisopropildisiloxan-1,3-
diil)citidina (16 y 17). Esta segunda parte de la reaccion, dio como producto secundario el

nucleodsido de uridina nuevamente, ya que si bien la mayoria de las moléculas son atacadas por
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el amoniaco para dar citidina, una parte de ellas puede ser atacada por el agua volviéndose a
formar el grupo carbonilo del uracilo. Elbajo rendimiento obtenido, estimado en un 30 % podria
deberse a esta reaccion secundaria. Para tratar de mejorar este paso, en lugar de utilizar
amoniaco acuoso, se disolvio el compuesto en tetrahidrofurano anhidro y se le burbujed
amoniaco gaseoso. Pero los rendimientos obtenidos no se diferenciaron de latécnicaanterior.

Para proteger el grupo amino en los siguientes pasos de obtencion de la fosforamidita
y para protegerlo en el proceso de sintesis de oligonucleédtidos, se lo convirtié en un grupo
amido mediante una reaccién de sustitucion nucleofilica con cloruro de benzoilo (reaccion ii)
obteniéndose N4-benzoilcitidina como base.” La presencia de este grupo aumenta la
hidrofobicidad del nucledsido permitiendo separar ambos diastereoisdbmeros por columna de
silica gel obteniéndose (2°S) y (2" R)-2’-desoxi-2’-C-metil-3’,5’-0-(1,1,3,3-tetraisopropildisiloxan-
1,3-diil)-N4-benzoilcitidina (18 y 19) con un rendimiento del 91 %.

El resto de los pasos que completan la ruta sintética hasta la obtencion de las
fosforamiditas de citidina son analogos a la ruta de la uridina. Al no aportar nuevos
conocimientos en materia de sintesis organica y debido a que en nuestro laboratorio se contaba
con masa suficiente de (2’S) y (2’R)-5’-0-(4,4’-dimetoxitritil)-3’-0-(2-cianoetil-N,N-
diisopropilfosforamidita)-2’-desoxi--2’-C-metil-N4-benzoilcitidina (24 y 25) de sintesis
realizadas en trabajos previos, se decidio no continuar con larutasintética luego de obtener los

compuestos 18y 19.

CONCLUSIONES

Se sintetizaron los diastereoisdmeros (2’R) y (2’S)-2’-desoxi-2’-C-metiluridina. Estos
fueron convertidos a sus respectivas fosforamiditas para ser utilizados como monoémeros en la
sintesis de oligonucledtidos. Se realizaron modificaciones en algunos procedimientos de la ruta
sintética con respecto a la ya puesta a punto en el laboratorio que permitieron una mejoria en
los rendimientos.

Se sintetizaron 2’-C-metilnucleosidos de citidina a partir de uridina que pueden ser

utilizados para la preparacion de fosforamiditas de citidina modificadas.
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SINTESIS DE
OLIGONUCLEOTIDOS
MODIFICADOS

CONSIDERACIONES PREVIAS

La sintesis automatizada de oligonucleotidos se lleva a cabo en fase sélida mediante
una serie de pasos que se repiten en forma ciclica. Esta metodologia se basa en la quimica del
fosfito triéstert.2y utiliza como monomeros nucledsidos cuyas posiciones 3’ estan
funcionalizadas con B-cianoetil-N,N-diisopropilfosforamidita. Ademas, las
cianoetilfosforamiditas poseen grupos protectores que permiten una desprotecci n selectiva
durante los distintos pasos del ciclo. En la Figura 3.1 se puede observar la estructura de los
monomeros utilizados. El grupo dimetoxitritilo protege el hidroxilo 5’ y se pueden encontrar
distintas protecciones en la bases. La timina no posee grupo protector mientras que la citosina
se emplea como N4-benzoilcitosina, la adenina como Né-benzoiladeninay la guanosina como N2-

isobutirilguanina.
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Figura 3.1 5’-O-dimetoxitritil-3’-O-(B-cianoetil-N,N-diisopropilfosforamidita)-2’-
desoxinucledsidos. Estructura de los monomeros utilizados para lasintesis en fase sélidade
ADN.

La sintesis quimica de oligonucledtidos se lleva a caboen direccion 3’ a5’, contrariaa
lasintesis biologica. Esto permite lograr una mayor eficiencia en lareaccion de condensacion de
monomeros al aprovechar la alta reactividad del hidroxilo primario en 5’. En la Figura 3.2 se

muestra un esquema del ciclo de sintesis.
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Figura 3.2 Esquema del ciclo de sintesis en fase solida.

En general, se utiliza como fase sélida silice de poro controlado (CGP) o poliestireno
que contienen unido el primer monémero que corresponde al nucleosido del extremo 3’ de la
cadena asintetizar.

El nucledsido anclado al soporte posee el grupo dimetoxitritilo en su posicion 5’ cuya
funcion es prevenir la polimerizacion durante la funcionalizacion de la resina. Por lo tanto, el
primer paso de la sintesis consiste en la desproteccion del extremo 5’ del nucleodsido anclado
mediante una solucion de acido tricloroacético al 3% en diclorometano, con la consiguiente
liberacion del cation dimetoxitritilo de color naranja (destritilacion).

El siguiente paso consiste en el agregado en exceso del siguiente monomero en
presenciade unactivador, en este caso, el etiltiotetrazol (ETT), ambos disueltos en acetonitrilo
anhidro. ELETT protonaelgrupoaminode lacianoetilfosforamidita del nucledsido, convirtiendo
a la diisopropilamina en un buen grupo saliente frente al ataque nucleofilico al fosforo por el
hidroxilo del extremo 5’ de la cadena en formacion, generando un fosfito triéster (acoplamiento).
Gracias a las protecciones presentes en las bases, es el hidroxilo 5’ el Unico nucledfilo capaz de
reaccionar. Para obtener buenos rendimientos finales de sintesis, este paso debe tener una
eficiencia minima de 99 %.

Aun agregando el monomero y el activador en exceso, hay grupos hidroxilo 5’ que

quedan sin reaccionar. Estos deben bloquearse para que no puedan reaccionar en el siguiente
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paso de acoplamiento y asi evitar la formacion de secuencias n-1. Para esto, se utiliza una
solucion de anhidrido acético y lutidina en THF y una solucion de N-metilimidazol en THF. El
anhidridoacéticoacetilaal N-metilimidazol liberandoacidoacéticoelcualesneutralizadoporla
lutidina manteniendo el pH basico para evitar la destritilacion. Luego el grupo acetilo se
transfiere rapidamente al hidroxilo 5’ libre volviéndolo inerte (bloqueo o capping). Este bloqueo
origina secuencias truncas que son facilmente separadas mediante una purificacion
cromatografica o extraccion en fase solida.

Elfosfito triéster formado durante lareaccion de acoplamiento es inestable en medio
acido, por eso el siguiente paso, consiste en la oxidacion del mismo con una solucién de iodo,
piridina y agua para dar el fosforo pentavalente caracteristico del enlace fosfato en los acidos
nucleicos (oxidacion). Elgrupo 2-cianoetil todavia presente, protege al fosforo de reacciones no
deseadas durante los siguientes ciclos de sintesis.

Una nueva destritilacion da comienzo al siguiente ciclo que se repetira tantas veces
como monomeros contenga la secuencia deseada.

Una vez finalizada la sintesis, el tratamiento con amoniaco concentrado a 55 °C
durante 8 horas produce:

e Rupturadel enlace succinato que ancla el hidroxilo 3’ del nucledsido terminal
ala fase sodlida liberando el oligonucleotido a la solucion.

e B-eliminacion de los grupos protectores B-cianoetil de las uniones
internucleotidicas

e Desproteccion de las aminas exociclicas de las bases. 3

Esto da como resultado una mezcla de:

e Secuenciasquecontienenelgrupodimetoxitritiloensuextremo5’ (secuencias
DMT-ON) que en su mayoria corresponden a la secuencia completa deseada y
una minoria de secuencias mas cortas (n-1, n-2, n-i) cuya proporcion depende
de la eficiencia de la reaccion de bloqueo o capping.

e Secuencias con el extremo 5’ libre (Secuencias DMT-OFF) que corresponden a
secuencias mas cortas cuya proporcion dependera la de eficiencia de la
reaccion deacoplamiento.

e Grupos protectores de las bases y de los fosfatos.

Esta mezcla se analiza por HPLC de fase reversa en condiciones DMT-ON (condiciones
del programa de HPLC) obteniéndose un perfil como el que se muestra en la Figura 3.3a que
corresponde al producto de sintesis de una DNAzima 8-17 (31 mer). Lo primero en eluir de la
columnason las secuencias truncas, luego se observa el pico correspondiente a labenzamidaya
continuacion el pico correspondiente al oligonucle6tido deseado que por poseer el grupo

hidrofobico dimetoxitritilo queda mas retenido. El Gltimo pico que puede también ser nulo o
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verse como una cola del pico de la DNAzima, corresponde a secuencias DMT-ON de menor
longitud (n-1, n-2, n-i). Una vez purificada la DNAzima se procede a la remocion del grupo
dimetoxitritiloenmedioacido obteniéndose el productofinal, el cual se analiza por HPLC enfase
reversa en condiciones DMT-OFF obteniéndose un perfil como el que se muestra en la Figura
3.3b.4
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Figura 3.3 a) Analisis de la mezcla de sintesis de oligonucleétidos luego del tratamiento con
amoniaco por HPLC en fase reversa en condiciones DMT-ON. Se observa el pico correspondiente
secuencias truncas (a), el pico caracteristico de benzamida (b), el pico correspondiente al
oligonucledtido dimetoxitritilado deseado (c) y el pico de secuencias dimetoxitritiladas de
menor longitud (d). b) Analisis por HPLC en fase reversa en condiciones DMT-OFF del producto

final purificado.

La sintesis en fase solida de oligonucledtidos de ARN utiliza, al igual que la sintesis de

oligonucledtidosde ADN, B-cianoetilfosforamiditas. Perolapresenciadelhidroxiloenlaposicion
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2' requiere de un grupo protector adicional, el ter-butildimetilsilil (TBDMS).5> La presencia de
este grupo voluminoso en 2’, genera un impedimento estérico para el ataque nucleofilico de la
fosforamidita al fosforo de la cadena en formacion. Por esta razon, para obtener buenos
rendimientos de sintesis de secuencias de ARN, el tiempo de reaccion necesario para el paso de
acoplamientodebe extenderse considerablemente conrespectoalasintesisdeoligonucledtidos
de ADN. Los ciclos de sintesis se llevan a cabo como fueron descriptos anteriormente para la
sintesis de oligonucleotidos de ADN. Las estructuras de los monémeros utilizados para la

sintesis se detallan en la Figura 3.4.
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Figura 3.4 5’-0O-dimetoxitritil-3’-0-(B-cianoetil-N,N-diisopropilfosforamidita)-2’-O-
terbutildimetilsililnucledsidos. Estructuradelosmonomerosutilizados paralasintesisenfase
solida de ARN.

A diferencia de los productos de sintesis de ADN, los de ARN deben desprotegerse en
dos pasos. En el primer paso se desprende el oligonucledtido del soporte y se eliminan los
grupos protectores de las bases y los fosfatos. Esto se lleva a cabo utilizando una mezcla de
amoniaco acuoso concentrado y etanol e incubando a 55 °C por una hora. Estas condiciones
previenen la pérdida prematura del grupo protector TBDMS, evitando asi la degradacion del
ARN en condiciones basicas. En un segundo paso, se remueve el TBDMS utilizando una solucion

de N-metilpirrolidona/trietilamina/trietilamina TRIS(hidrofluoruro) a 55 °C por dos horas.

OBJETIVOS

Obtencion de oligonucleotidos de ADN correspondientes a la DNAzima 8-17
modificados con 2’-desoxi-2’-C-metilnucleodsidos en su nlcleo catalitico, para su uso posterior en
ensayos de actividad y estabilidad.

Obtencidndeloligonucleotido correspondiente ala DNAzima peroxidasainmovilizado
en resina de poliestireno para ser evaluado en reacciones de oxidacion.

Obtencion de oligonucleotidos de ADN complementarios modificados con 2’-desoxi-2’-
C-metilnucleosidos para estudios de formacion de duplex en cadenas modificadas.

Obtencion de oligonucleotidos correspondientes a fragmentos de secuencias
teloméricas modificados con (2’S)-2’-desoxi-2’-C-metilcitidina para estudios de formacion dei-
motif en cadenas modificadas.

Obtencion de oligonucledtidos de ARN modificados con 2’-desoxi-2’-C-

metilnucleodsidos para la construccion siRNAs para la evaluacion de su potencia.

3 RESULTADOS Y DISCUSION

Sintesis y purificacion de DNAzimas 8-17 modificadas

Los sintetizadores comerciales, si bien ofrecen protocolos estandar para sintesis de
oligonucledtidos en base ARNy ADN en distintas escalas, también permiten la modificacion de
los mismos para ajustarlos a nuestras necesidades. Para el caso de las DNAzimas 8-17, al ser de

31 mer de longitud se modificaron las condiciones de la reaccion de acoplamiento para lograr un
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mejor rendimientodesintesis. Adiferenciadel protocoloestandar, el volumen totalde reactivos
a utilizar para este paso se dividié en tres agregados sucesivos, y se aumento el tiempo de
contacto entre los reactivos y la cadena en formacion. Ademas, para las posiciones modificadas
se aumento aln mas el tiempo de contacto de cada reaccion de acoplamiento con respecto a las
posiciones no modificadas. De esta manera, se mejoro la eficiencia del paso de acoplamientoen
cadacicloycomo consecuencia se lograron mejorias en el rendimiento total del proceso.

Se obtuvieron las DNAzimas 8-17 modificadas utilizadas en los ensayos de actividad y
de estabilidad realizados posteriormente. Los rendimientos finales de sintesis obtenidos
rondaron un 50 %, que para un oligonucledtido de 31 mer de longitud, significa que el
rendimiento del paso de acoplamiento fue aproximadamente 98 9. Las secuencias de las

DNAzimas 8-17 sintetizadas se detallan en la Tabla 3.1.
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DNAzima Secuencia (5’-3’)

Dz8-17 ATGAAACAT2.1GT4CsAGCsGAC11T12C13GAAAACGTGGC
DZ8-17 U(R)2.1 ATGAAACAU(R)2.1GT4CsAGCsGAC11T12C13GAAAACGTGGC
DZ8-17 U(R)4 ATGAAACAT2.1GU(R)4CsAGCsGAC11T12C13GAAAACGTGGC
DZ8-17 U(R)12 ATGAAACAT2.1GT4CsAGCsGAC11U(R)12C13GAAAACGTGGC
DZ8-17 U(S)2.1 ATGAAACAU(S)2.1GT4CsAGCsGAC11T12C13GAAAACGTGGC
DZ8-17 U(S)4 ATGAAACAT2.1GU(S)4CsAGCsGAC11T12C13GAAAACGTGGC
DZ8-17 U(S)n. ATGAAACAT,.1GT4C5AGCsGAC11U(S)12C13GAAAACGTGGC
DZ8-17 C(R)s ATGAAACAT2.1GT4C(R)sAGCsGAC11T12C13GAAAACGTGGC
DZ8-17 C(R)s ATGAAACAT2.1GT4C5AGC(R)sGAC11T12C13GAAAACGTGGC
DZ8-17 C(R)11 ATGAAACAT,.1GT4C5AGCsGAC(R)11T12C13GAAAACGTGGC
DZ8-17 C(R)13 ATGAAACAT2.1GT4CsAGCsGAC11T12C(R)13GAAAACGTGGC
DZ8-17 C(S)s ATGAAACAT2.1GT4C(S)sAGCsGAC11T12C13GAAAACGTGGC
DZ8-17 C(S)s ATGAAACAT2.1GT4CsAGC(S)sGAC11T12C13GAAAACGTGGC
DZ8-17 C(S)11 ATGAAACAT2.1GT4CsAGCsGAC(S)11T12C13GAAAACGTGGC
DZz8-17 C(S)13 ATGAAACAT.1GT4CsAGCsGAC11T12C(S)13GAAAACGTGGC

DZ8-17 U(S)4-U(S)12 ATGAAACAT:.1GU(S)4CsAGCsGAC11U(S)12C13GAAAACGTGGC
DZ8-17  U(S)2.1-U(S)12  ATGAAACAU(S)2.1GT4CsAGCsGAC11U(S)12C13GAAAACGTGGC
DZ8-17  U(S)2.1-U(S)4  ATGAAACAU(S)2.1GU(S)4+CsAGCsGAC11T12C13GAAAACGTGGC
DZ8-17 U(R)2.1-U(S)12  ATGAAACAU(R)2.1GT4C5AGCgGAC11U(S)12C13GAAAACGTGGC
DZ8-17 U(S)+-U(R)i2 ATGAAACAT2.1GU(S)4CsAGCsGAC11U(R)12C13GAAAACGTGGC
DZ8-17 U(R)2.1-U(R)12 ATGAAACAU(R)2.1GT4C5AGC3GAC11U(R)12C13GAAAACGTGGC

DZ8-17 C(S)s-C(S)11 ATGAAACAT2.1GT4CsAGC(S)sGAC(S)11T12C13GAAAACGTGGC DZ8-
17 C(R)s-C(S)11 ATGAAACAT2.1GT4CsAGC(R)sGAC(S)11T12C1:GAAAACGTGGC DZ8-17

C(S)s-U(S)12

ATGAAACAT2.1GT4CsAGC(S)sGAC11U(S)12C13GAAAACGTGGC ~ DZ8-17

C(S)11-U(S)12 ATGAAACAT;.1GT4CsAGCsGAC(S)11U(S)12C13GAAAACGTGGC
DZ8-17 B

DZ8-17 C(R)sB

DZ8-17 C(R)s-C(S)11 B ATGAAACAT.1GT4CsAGC(S)sGAC(S)11T12C13:GAAAACGTGGC

ATGAAACAT2,1GT4CsAGCsGAC11T12C13GAAAACGTGGC
ATGAAACAT2.1GT4CsAGC(R)sGAC11T12C13GAAAACGTGGC

Tabla 3.1 DNAzimas 8-17 sintetizadas.

X: nucleotido de brazos de reconocimiento de sustrato, X: nucleotido de nuicleo catalitico, U(S):
(2°S)-2’-desoxi-2’-C-metiluridina, U(R): (2’R)-2’-desoxi-2’-C-metiluridina, C(S): (2’S)-2’-desoxi-2’-

C-metilcitidina, C(R): (2’R)-2’-desoxi-2’-C-metilcitidina, X: 2’-O-metilnucledsido, X: fosforotioato.
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Se obtuvieron las DNAzimas puras utilizando HPLC en fase reversa en condiciones
DMT-ON. Luego de su destritilacion, se determina su concentracion midiendo la absorbancia a
260 nm. Se controla su integridad y pureza por HPLC en fase reversa en condiciones DMT-OFF

(Ver cromatogramas en Capitulo 10: Anexo, Figuras 10.9 - 10.17).

Sintesis del oligonucleétido inmovilizado para la DNAzima peroxidasa.

Se obtuvo el oligonucledtido correspondiente a la DNAzima peroxidasa inmovilizada
sintetizando la secuencia 5° GGG TAG GGC GGG TTG GG 3’ en una fase solida comercial de
poliestireno con la cual no se produce la liberacién de la resina durante la desproteccion en
amoniaco. Lamasa de oligonucleédtido producto de la sintesis se obtuvo midiendo la absorbancia
deldimetoxitritiloliberadocuyaconcentracionesequivalentealadeloligonucleotidodecadena

completa, dando como resultado una masa de 103 nmoles de oligonucledtido.

Sintesis y purificacion de oligonucleétidos de ADN modificados para estudios de formacion

deduplex.

Se procedio a la sintesis de secuencias de ADN de 15 mer que portan una modificacion
ya sea en la C de la posicion 8 o en la T de la posicion 9 de modo de estudiar como las
modificaciones empleadas afectan a la formacion del diplex de ADN. Las modificaciones
utilizadas para la posicién 8 corresponden a (2’R) y (2’S)-2’-desoxi-2’-C-metilcitidina, y las
empleadas para la posicion 9 corresponden a (2’R) y (2’S)-2’-desoxi-2’-C-metiluridina; 2’-O-
metiluridina, 2’-desoxiuridina y uridina. Se utilizé un programa estandar para la sintesis de ADN
pero aumentando los tiempos de acoplamiento para las posiciones modificadas. Las secuencias

de los oligonucledtidos sintetizados se detallan en la Tabla 3.2.

Oligonucleotido ADN para duplex Secuencia (5’- 3’)
ADN-NM CAATGGACTTGTTGA
ADN-NMC TCAACAAGTCCATTG
ADN-C(S) CAATGGAC(S)TTGTTGA
ADN-C(R) CAATGGAC(R)TTGTTGA
ADN-U(S) CAATGGACU(S)TGTTGA
ADN-U(R) CAATGGACU(R)TGTTGA
ADN-dU CAATGGACAUTGTTGA
ADN-UOMe CAATGGACUOMeTGTTGA
ADN-U CAATGGACUTGTTGA
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Tabla 3.2 Secuencias de oligonucledtidos de ADN para ensayos de formacion de duplex.
ADN-NM: ADN no modificado, ADN-NMC: ADN no modificado complementario, C(S): (2’S)-2’-
desoxi-2’-C-metilcitidina, C(R): (2’R)-2’-desoxi-2’-C-metilcitidina, U(S): (2’S)-2’-desoxi-2’-C-
metiluridina, U(R): (2’R)-2’-desoxi-2’-C-metiluridina, dU: 2’-desoxiuridina, UOMe: 2’-O-

metiluridina, U: uridina.

A excepcion de la secuencia ADN-U que fue tratada como un oligonucleotido de ARN
por poseer un ribonucledtido, los oligonucleodtidos restantes fueron desprotegidos en amoniaco
utilizando el protocolo correspondiente a secuencias de ADN. Se obtuvieron las secuencias que
portan 2’-desoxi-2’-C-metinucleodsidos puros utilizando cartuchos comerciales. El resto, se
purificdy se removieron las sales utilizando columnas comerciales empacadas con Sephadex G-
25. La pureza de los oligonucleodtidos se controlé por espectrometria de masas (Ver valores de

m/z obtenidosy espectros de masa en Capitulo 10: Anexo, Tabla 10.1y Figuras 10.18 - 10.24).

Sintesis y purificacion de oligonucle6tidos de ADN modificados para estudios de

formacion de estructuras i-motif.

Se procedio a la sintesis de secuencias ricas en C de 22 mer presentes en el teldmero
delosvertebrados, que forman estructurassecundarias denominadasi-motif. Se modificaronlas
posiciones 1, 2y 14 con (2’S)-2’-desoxi-2’-C-metilcitidina para estudiar de que manera estos
nucleodsidos afectan la formacion de esta estructura. Los oligonucleotidos se sintetizaron
utilizando un programa estandar para la sintesis de ADN pero aumentando los tiempos de
acoplamiento para las posiciones modificadas. Las secuencias de los oligonucleotidos

sintetizados se detallan en la Tabla 3.3.

Oligonucleotidoteloméricoparai-motif Secuencia (5'-3")
T-NM CCCTAACCCTAACCCTAACCCT
T-C(5)1 C(S)CCTAACCCTAACCCTAACCCT
T-C(S)2 CC(S)CTAACCCTAACCCTAACCCT
T-C(5)2€(S)14 CC(S)CTAACCCTAACC(S)CTAACCCT

Tabla 3.3 Secuencias de oligonucledtidos de ADN para estudios de formacion de i-motif.

T-NM: secuencia telomérica no modificada, C(S): (2’S)-2’-desoxi-2’-C-metilcitidina.
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Los oligonucledtidos fueron desprotegidos en amoniaco y purificados por cartuchos
comerciales. Lapurezaeintegridad fue controlada por espectrometria de masas (Ver valores de

m/zy espectros de masa en Capitulo 10: Anexo, Tabla 10.2, Figuras 10.25 - 10.28).

Sintesis y purificacion de oligonucleétidos de ARN modificados para la posterior

construccion desiRNAs.

Se obtuvieron oligonucledtidos modificados con 2’-C-metilnucledsidos
correspondientes a las cadenas antisentido y sentido de siRNAs dirigidos contra el ARN
mensajerode laRenillaluciferasa. Paralacadenaantisentido, se modificaron las posiciones2, 5
y 20 utilizando (2’S)-2’-desoxi-2’-C-metiluridina y (2’R)-2’-desoxi-2’-C-metiluridina y la posicion
6 utilizando (2’S)-2’-desoxi-2’-C-metilcitidina. Parala cadenasentido se modificé la posicion 20
utilizando (2’S)-2’-desoxi-2’-C-metiluridina. Se obtuvieron los siguientes oligonucleétidos cuyas

secuencias se detallan en la Tabla 3.4.

Oligonucleotido paracadenaantisentido de siRNA Secuencia (5’- 3’)
ASLucNM UUUUUCUCCUUCUUCAGAUTT
ASLucU(S): UU(S)2UUUCUCCUUCUUCAGAUTT
ASLucU(R); UU(R)2UUUCUCCUUCUUCAGAUTT
ASLucU(S)s UUUUU(S)sCUCCUUCUUCAGAUTT
ASLucU(R)s UUUUU(R)sCUCCUUCUUCAGAUTT
ASLucU(S)20 UUUUUCUCCUUCUUCAGAUU(S)20T
ASLucU(R)20 UUUUUCUCCUUCUUCAGAUU(R)20T
ASLucC(S)s UUUUUC(S)sUCCUUCUUCAGAUTT
Oligonucleotido para cadenasentido de siRNA Secuencia (5’-3’)
SLucNM AUCUGAAGAAGGAGAAAAATT
SLucU(S)20 AUCUGAAGAAGGAGAAAAAU(S)20T
SLucU(R)20 AUCUGAAGAAGGAGAAAAAU(R) 20T

Tabla 3.4 Secuencias de oligonucledtidos de ARN para las cadenas antisentido y sentido de
siRNAs modificados. ASLuc: cadena antisentido dirigida contra ARNm de Renilla Luciferasa,
SLuc: cadenasentidodirigidacontra ARNm deRenilla Luciferasa, NM: nomodificado, U(S): (2’S)-
2’-desoxi-2’-C-metiluridina, U(R): (2’R)-2’-desoxi-2’-C-metiluridina, C(S): (2’S)-2’-desoxi-2’-C-

metilcitidina.
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Losoligonucledtidos fueron desprotegidos, purificados por cartuchos comercialesy la
pureza e integridad fue controlada por espectrometria de masas (Ver valores de m/zy espectros
de masa en Capitulo 10: Anexo, Tabla 10.3, Figuras 10.29 - 10.36).

CONCLUSIONES

Se estudio6 con profundidad el funcionamiento del sintetizador de oligonucledtidos y
las variables que afectan el rendimiento y calidad de la sintesis evaluando las mejores
condiciones para la preparacion de reactivos en forma anhidra y la optimizacion del protocolo
de sintesis para el uso de fosforamiditas quimicamente modificadas.

Se sintetizaron las DNAzimas 8-17 modificadas en su nucleo catalitico con (2’R) y
(2’S)-2’-desoxi-2’-C-metilnucledsidos y DNAzimas que ademas de tener modificado su nicleo
catalitico, portan modificaciones de tipo fosforotioato y 2’-O-metil en sus brazos de
reconocimiento.

Se obtuvo el oligonucledtido correspondiente a la DNAzima peroxidasa inmovilizado
en fase sélida de poliestireno.

Se obtuvieron oligonucledtidos de ADN complementarios modificados con 2’ -desoxi-
2’-C-metilnucledsidos para estudios de formacion de diplex en cadenas modificadas.

Se obtuvieron oligonucledtidos correspondientes a fragmentos de secuencias
teloméricas modificados con (2’S)-2’-desoxi-2’-C-metilcitidina para estudios de formacion dei-
motif en cadenas modificadas.

Se estudiaron las diferencias de la sintesis de oligonucledtidos de ARN con respecto a
los de ADN, y las precauciones a tomar para evitar su degradacion.

Se obtuvieron oligonucleotidos de ARN modificados con 2’-desoxi-2’-C-

metilnucleodsidos para construir siRNAs para evaluar su potencia.
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ESTUDIOS DE ACTIVIDAD Y
ESTABILIDAD DE
DNAZIMAS 8-17

g

CONSIDERACIONES PREVIAS

En condiciones de recambio multiple la DNAzima presenta una cinética de Michaelis-
Menten. El esquema de cinética de hidrolisis para un recambio (Figura 4.1) involucra la union de
laenzimaalsustrato paraformar elcomplejo enzima-sustrato (E-S), laescision del sustrato para
formar el complejo enzima-producto (E-P1-P2) y la liberacion de los productos para regenerar la
enzima libre.? Estos procesos proceden a una velocidad dada por las constantes ki, k; y ks
respectivamente. Si bien todos los pasos son reversibles, hay una fuerte preferencia por la
reaccion de hidrélisis con respecto a la de ligacion, siendo k, mucho mayor que k.,. El valor de
las constantes ki y ks se relacionan con la formacion de la doble hélice entre los brazos de
reconocimiento de laDNAzimay el sustrato, por lo tanto, el largoy lacomposicion de los brazos,
afectaran el valor de las mismas. Generalmente, brazos de reconocimiento entre seis y nueve
nucledtidos presentan una relacion  especificidad-eficiencia catalitica 6ptima. Ademas se
demostro que la liberacion del producto es mucho mas rapida que la velocidad de hidrdlisis
siendo ks mucho mayor que k;.2Por lo tanto, el paso de disociacion no es el paso limitante del

mecanismo cuando los brazos de reconocimiento tienen un largo de hasta 10 nucleétidos. 3

kg ky k3
[E—— e e —
O\) k4 g J ko O)
E+S E-S E-P1-P2 E+P1+P2

Figura 4.1 Esquema simplificado de la cinética de hidrolisis de la DNAzima 8-17.

Se ha observado un incremento lineal de k; al aumentar el pH lo cual se
corresponderia con la desprotonacion del hidroxilo 2’ del sitio de corte. Los valores de k; fueron

también estudiados paradistintos tipos de metales a distintas concentraciones. Las velocidades
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de hidrolisis en presencia de metales divalentes resultaron mucho mayores que en presencia de
metales monovalentes. El valor de k; aumenta con la concentracion del metal siguiendo una
cinética de segundo orden que involucra la union al metal y el paso de hidrélisis. Existe una
relaciondirectaentrek,, el pKadel metal utilizado, y la estabilidad del complejo que éste forma
con el acido nucleico. Esto concuerda con la hipétesis de que el metal actuaria como acido de
Lewis asistiendo en la desprotonacion del hidroxilo en 2’ o bien estabilizando el oxigeno
5’ cargado negativamente.2

Dada la dependencia de la actividad con la identidad de cation y debido a que
mutaciones del nlcleo catalitico pueden alterar la preferencia por el metal, se postula que éste
también tiene unrolestructural relacionado con elalcance de laconformacion activa del nucleo
catalitico.4

Debido a que no se conoce la conformacion activa del nlcleo catalitico, es dificil
predecir qué efecto podria provocar la incorporacion de modificaciones quimicas al mismo y
como éstas pueden afectar la actividad catalitica de la DNAzima.

Para evaluar el efecto de la incorporacion de 2’-desoxi-2’-C-metilnucledsidos en el
nucleo catalitico sobre ka, se realizaron ensayos de hidrolisis in vitro de un sustrato corto. Se
utilizé como sustrato un oligonucleétido de 18 mer cuya secuencia nucleotidica se corresponde
con un fragmento del ARN mensajero de STAT 3. El uso de sustratos cortos permite
independizarnos de las constantes de asociacion y disociacion (ki, k-1).

Para independizarnos de ks, se trabajo en condiciones de exceso de DNAzima con
respecto al sustrato. De esta manera la constante observada de actividad, ki, depende
solamente de k;, es decir, del paso quimico de hidrolisis.

Se utilizaron dos tipos de sustrato:

Sustrato quimera: compuesto de desoxirribonucledtidos a excepcion de dos
ribonucledtidos en el sitio de corte, cuya secuenciaes 5’ GCCACG TTrGrGTG TTT CAT 3’. Eluso
de laquimera permitio trabajar con un sustrato mas estable a la degradacion por nucleasas y fue
utilizado para la puesta a punto de los ensayos, la evaluacion de la DNAzima no modificada y
todas las DNAzimas modificadas.

Sustrato ARN: compuesto en su totalidad por ribonucledtidos, cuya secuencia es 5’
GCCACGUUG GUG UUU CAU 3’. Fue utilizado para evaluar la DNAzima no modificada y aquellas
DNAzimas modificadas seleccionadas durante los ensayos con el sustrato quimera.

En la Figura 4.2 puede verse un esquema del complejo enzima-sustrato

correspondiente a la DNAzima 8-17 y el sustrato quimera utilizado en este trabajo.
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Sitio de corte
3'TACTTTGTrGrGTTGCACCGS']Sustrato
Brazo de I T A A Y AN B (R T I AR I
od S'ATGAAACATz_lAACGTGGCB'] Brazo de
reconocimiento A reconocimiento
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Nucleo catalitico

Figura 4.2 Estructura de complejo enzima-sustrato.
Se puede observar el sustrato quimera formado por 16 desoxirribonucledtidos y dos
ribonucledtidos ubicados en el sitio de corte y la variante de DNAzima 8-17 utilizada formada
por un nlcleo catalitico flanqueado por dos brazos de reconocimiento, los cuales se unenal
sustrato por puentes de hidrégeno. Las posiciones del nucleo catalitico sobre las cuales se

ensayaron modificaciones se muestran en negrita.

OBJETIVOS

Estudiar el efecto que produce la presencia de 2’-desoxi-2’-C-metilnucledsidos en el
nucleo catalitico sobre la actividad de DNAzimas 8-17.

Analizar cémo se ve afectada la actividad segln el tipo de pirimidina, segin el
diastereoisdmero y segun la posicion dentro del nicleo catalitico.

Evaluar la estabilidad de las DNAzimas modificadas en medios con actividad

degradante.

RESULTADOS Y DISCUSION

Cinética de hidrélisis de un sustrato corto catalizada por la DNAzima 8-17 no modificada a

distintas concentraciones de cloruro de magnesio.

Debidoaqueelfindeesteestudioescomparativo, comparar actividades cataliticasde
DNAzimas 8-17 modificadas entre si y con respecto a la no modificada, se deseaba elegir la
concentracion de cloruro de magnesio que mejor sirva para este fin. Esta seria aquella que

permitiese unavance de lareaccion lo suficientemente rapido como para medir el puntofinal de
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la reaccion en un tiempo apropiado, y lo suficientemente lento que permitiese tomar varias
alicuotas cuyos porcentajes de hidrolisis caigan en la zona lineal de la curva de porcentaje de
hidrolisis en funcién del tiempo.

Lareacciones se llevaron a cabo utilizando el sustrato marcado radioactivamente con
32P en su extremo 5’. En condiciones de exceso de DNAzima se dio inicio a la reaccion con el
agregado de cloruro de magnesio y se tomaron alicuotas a distintos tiempos. Se analizaron las
alicuotas por geles de poliacrilamida y se determino el porcentaje de hidrolisis para cada una
(Figura 4.3). Estos valores se ajustaron a una cinética de pseudoprimer orden que responde a la
ecuacion P = P.. * [1 - e (kat't] donde P.. corresponde al maximo porcentaje de producto de
hidrolisis y kact, 0 constante de actividad, es la constante observada que se relaciona
directamente con la constante de hidrolisis k,. Estos parametros permitieron establecer

comparaciones entre la DNAzima no modificada y las portadoras de modificaciones.

- o W A e W Y e Sustrato de 18 mer

o . Producto de 9 mer

Figura4.3 PAGE correspondiente a una cinética de hidrdlisis. Se observan las bandas

correspondientes a sustratoy productoadi tintos tiempos de reaccion.

Se ensayaron las reacciones de hidrélisis de sustrato catalizadas por la DNAzima 8-17
sin modificara0, 10, 30, 50, 75y 100 mM de cloruro de magnesio. Los graficos de porcentaje de
hidrolisis del sustrato quimera y del sustrato ARN en funcion del tiempo se muestran en la
Figura 4.4 (Ver también Capitulo 10: Anexo, Tablas 10.4- 10.5).

En el caso de ausencia de MgCl, no se observo formacion de producto, en los demas
casos se observo un aumento de la formacion de producto en funcion del tiempo. Se obtuvieron

los valores de la constante de actividad (kact) y de porcentaje de producto de hidrdlisis maximo
(P-) para cada concentracion del cation. Los valores de kact y P~ correspondientes a la reaccion

de hidrdlisis del sustrato quimera y del sustrato ARN pueden observarse en la Tabla 4.1
mientras que en la Figura 4.5 se puede observar la dependencia de kit de la concentracion de

cloruro de magnesio para la reaccion de hidrélisis de ambos sustratos.
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Figura 4.4 Cinética de hidrolisis de sustrato corto quimeray ARN catalizada por la DNAzima 8-
17 a0, 10, 30,50, 75y 100 mM de MgCl,.
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P-.+SD
MgCl; (mM) Quimera ARN Quimera ARN
10 0,016+0,001 0,009+0,001 80+1 56+3
30 0,028+0,002 0,017+0,002 83+1 7112
50 0,044+0,004 0,022+0,002 80+4 70+2
75 0,048+0,004 0,023+0,001 8214 70,8+0,3
100 0,051+0,003 0,028+0,003 80+2 66+3

Tabla 4.1 Valores de kact y P-correspondientes a la reaccion de hidrolisis del sustrato corto,

para las distintas concentraciones de MgCl, ensayadas.
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°
Y
[ ]
0.04
g
. ° ]
0.02 . i -
¢ ® Quimera
E ARN
0.00
0 20 40 60 80 100
ClzMg (MM)

Figura 4.5 kact obtenidas para la reaccion de hidrolisis catalizada por la DNAzima 8-17 sin

modificar a distintas concentraciones de MgCl,.

Analizando las Figuras 4.4 y 4.5 se observa una dependencia lineal entre la kat y la
concentracion del metal a concentraciones bajas del mismo, mientras que a mayores
concentraciones hay una saturacion de la enzima. Si bien la velocidad resulta ser magnesio
dependiente, el porcentaje final de hidrolisis alcanzado para cada sustrato, no varid
significativamente con las distintas concentraciones de cloruro de magnesio. Podemos observar
que las reacciones de hidrolisis de sustrato corto ocurren a una mayor velocidad cuando el
sustrato es una quimera que cuando el sustrato es de ARN. Hasta el momento no se harealizado
un estudio sistematico que permita responder cual sera el tipo de sustrato de preferencia en
cada caso pero se havisto que es contexto dependiente y es afectada por la variante de DNAzima

8-17 utilizada, el dinucledtido ubicado en el sitiode corte y el metal utilizado como cofactor.3

74



Capitulo 4: Estudios de actividady estabilidad de DNAzimas 8- 17 modificadas.

En lineas generales se ha observado una mayor actividad de la DNAzima frente al
sustrato quimera, como sucede en este caso. Se ha visto que cuanto mayor es el caracter de
hélice tipo B entre los brazos de reconocimiento de la DNAzima y el sustrato, mas eficiente la
reaccion de hidrolisis.3

A partir de aqui, en base a los resultados anteriores, se eligio para realizar las
comparaciones de actividad con las DNAzimas modificadas, la concentracion de 50 mM de
cloruro de magnesio ya que nos permite una velocidad apropiada para la toma de alicuotas

donde la DNAzima todavia no se encuentra saturada.

Cinéticas de hidrolisis de sustrato corto catalizada por DNAzimas 8-17 modificadas

con 2’-C-metilnucleésidos en el nucleo catalitico.

En una primera instancia se realiz6 una evaluacion de todas las DNAzimas
modificadas sintetizadas tomando alicuotas solamente a tiempo cero y a un tiempo de 180
minutos para diferenciar rapidamente las DNAzimas activas de las inactivas o de muy baja

actividad, utilizando el sustrato quimera (Tabla 4.2).
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DNAzima 8-17 modificada % de hidroélisis a los 180 min

DZ8-17 80

DZ8-17 U(R)2.1 2
DZ8-17 U(R)4 9
DZ8-17 U(R)12 0
DZ8-17 U(S)2.1 0
DZ8-17 U(S)s 20
DZ8-17 U(S)1 10
DZ8-17 C(R)s 13
DZ8-17 C(R)s 66
DZ8-17 C(R)11 34
DZ8-17 C(R)13 0
DZ8-17 C(S)s 11
DZ8-17 C(S)s 66
DZ8-17 C(S)11 62
DZ8-17 C(S)n 9

DZ8-17 U(S)+-U(S)1 16

DZ8-17 U(S)2.1-U(S)12 5

DZ8-17 U(S)2.1-U(S)4 23

DZ8-17 U(R)2.1-U(S)12 4

DZ8-17 U(S)+-U(R)12

DZ8-17 U(R)2.1-U(R)12 2
DZ8-17 C(S)s-C(S)11 59
DZ8-17 C(R)s-C(S)11 9
DZ8-17 C(S)s-U(S)12 21
DZ8-17 C(S)11-U(S)12 4

Tabla4.2 Porcentaje de hidrolisis del sustrato quimera a los 180 minutos catalizada por las
DNAzimas 8-17.

En todos los casos la modificacion introducida alterd la actividad de la DNAzima. Nose
ha logrado ninguna DNAzima medianamente activa al reemplazar posiciones de T por U-
modificadamientras que el reemplazode C por C-modificadafue posicion dependiente. Sibienla
presenciade2’-desoxi-2’-C-metilcitidinaenlas posiciones 5613 provocé lapérdidade actividad
de la DNAzima, la modificacion de las posiciones 8 u 11 permitieron mantener la actividad,

incluso en una DNAzima doblemente modificada. Si comparamos los resultados obtenidos para
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DZ8-17 C(R)s-C(S)11 y para DZ8-17 C(S)s-C(S)11 podemos deducir que la combinacion de dos
modificaciones favorables no siempre produce una DNAzima activa.

Se procedio a realizar las curvas de porcentaje de hidrolisis en funcion del tiempo
para aquellas que aun conservaban un grado de actividad considerable con respecto a la
DNAzima sin modificar (Figura 4.6)y de esta manera obtener los parametros de kact y P- que se
observan en la Tabla 4.3 (Ver también Capitulo 10: Anexo, Tablas 10.6 - 10.7).

Sustrato Quimera

DNAzima Kact = SD P.+ SD
Dz8-17 0,044+0,004 80+4
DZ8-17 C(S)s 0,0054+0,0007 76+3
DZ8-17 C(R)s 0,012+0,001 7719
DZ8-17 C(S)11 0,0044+0,0006 79+5
DZ8-17 C(R)11 0,0011+0,0007 5243

DZ8-17 C(S)s-C(S)11 0,0065+0,0009 68,7+0,2

Tabla4.3 Valores de kact y P~ correspondientes a la reaccion de hidrolisis del sustrato quimera

catalizadas por DNAzimas 8-17 modificadas a 50 mM de MgCl,.

No parece haber una tendencia a una mayor o menor actividad segun el
diastereoisomero incorporado en el nicleo catalitico. Este fendmeno también resulta posicion
dependiente pudiendo observarse una mayor actividad con el isomero R para la posicion 8 y con

el isomero S para la posicion 11.
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Figura4.6 Cinéticas de hidrolisis de sustrato quimera catalizadas por DNAzimas 8-17
modificadas a 50 mM de MgCl,.
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Se realizod la cinética de hidrolisis con el sustrato ARN para la DNAzima de mayor
actividad con una modificacién, y para la DNAzima con dos modificaciones (Figura 4.7) y se

obtuvieron los parametros de kact y P- (Tabla 4.4).

DZ8-17 C(R)g DZ8-17 C(S)s-C(S)11
100+ 100
w 80 3 i » 80
2 a = 2 s
= 60 i = 60 3 - u
S " S '
E 1 T ’ f: 40} : ® Quimera
S o S o204 ® @ = ARN
4 " &
O T T 1 0 T T 1
0 100 200 300 0 100 200 300

Tiempo (min) Tiempo (min)

Figura 4.7 Cinéticas de hidrolisis de sustrato quimeray ARN catalizadas por DNAzimas 8-17
modificadas a 50 mM de MgCl..

Sustrato ARN
DNAzima Kactx SD P. + SD
DZ8-17 0,022+0,002 70+2
DZ8-17 C(R)s 0,022+0,002 68+3
DZ8-17 C(S)s-C(S)11 0,0158+0,0008 62+2

Tabla 4.4 Valores de kact y P~ correspondientes a la reaccion de hidrolisis del sustrato ARN,

catalizadas por DNAzimas 8-17 modificadas a 50 mM de MgCl,.

La DNAzimas sin modificar (DZ8-17), la DNAzima mas activa con una modificacion
(DZ8-17 C(R)s) y la DNAzima mas activa con dos modificaciones (DZ8-17 C(S)s-C(S)11), fueron
seleccionadas para la introduccién de modificaciones comerciales en los brazos de
reconocimiento (DNAzimas Serie B). Se incorporaron modificaciones de tipo 2’-O-metil para
brindar mayor proteccion contra laaccion de las endonucleasas y fosforotioatos en los extremos

para proteger contra el efecto degradante de las exonucleasas.
Para conocer como laincorporacion de estas modificaciones afecta la actividad de las

DNAzimas se ensayaron las cinéticas de hidrolisis del sustrato quimera y ARN (Figura 4.8) y se

calcularon los valores de kact y P~ (Tabla 4.5).
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Figura 4.8 Cinéticas de hidrolisis de sustrato corto quimeray ARN catalizadas por DNAzimas 8-

17, modificadas en su nlcleo cataliticoy brazos de reconocimiento (DNAzimas serie B), a50 mM

de MgCl,.
Kact = SD P.+SD
DNAzima Quimera ARN Quimera  ARN
DZ8-17 B 0,014+0,002 0,0131+0,0007 58,3+0,8 62+2

DZ8-17 C(R)s B 0,023+0,002 0,017+0,001 77+1 69+2
DZ8-17 C(S)s-C(S)11 B 0,002+0,001 0,001+0,001 2815 2845

Tabla 4.5 Valores de kact y P- correspondientes a la reaccion de hidrolisis del sustrato corto
quimeray ARN, catalizadas por DNAzimas 8-17 modificadas en su nlcleo cataliticoy brazos de

reconocimiento (DNAzimas Serie B), a 50 mM de MgCl,.

En términos generales la incorporacion de modificaciones en el nicleo catalitico y

brazos de reconocimiento para las reacciones de hidrdlisis de sustrato quimera provocé un
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marcado detrimento de la actividad de la DNAzima. No obstante, para las DNAzimas
seleccionadas que se muestran enlaFigura4.9, laactividad persistio y los porcentajes finales de
hidrélisis no variaron. Las DNAzimas que solo poseen modificaciones en su nucleo catalitico,
disminuyeron su actividad frente al sustrato quimera a medida que aumenté el nimero de
modificaciones mientras que la actividad frente al sustrato de ARN se mantuvo con una sola
modificacion y disminuyd levemente con dos. Mientras que las DNAzimas no modificadas fueron
mas activas frente a las quimeras, las DNAzimas modificadas prefirieron ARN como sustrato. En
cuanto a las DNAzimas modificadas tanto en el nucleo catalitico como en los brazos de
reconocimiento, no hubo una preferencia por el tipo de sustrato. Esto puede deberse a que al
estar los brazos de reconocimiento modificados, laestructura de la hélice formada entre éstosy
el sustrato ha sido alterada en ambos casos. La incorporacion de una modificacion en el nlcleo
catalitico resulto beneficiosa para la actividad mientras que el agregado de otra provoca una

pérdida importante de la misma.

0,06 -
EQuimera

0,05 - EARN

0,04

0,03

kact

0,02

0,01

0

Dz 8-17 DZ8-17 C(R)8 DZ 8-17C(S)8- DZ8-17B DZ8-17C(R)8 DZ8-17 C(S)8-
C(S)11 B C(S)11B

Figura4.9 Comparacion de las actividades de las distintas DNAzimas 8-17 modificadas y no

modificada en reacciones de hidrolisis de sustrato quimeray ARN.

Estabilidad de las DNAzimas 8-17 modificadas

La incorporacion de 2’-desoxi-2’-C-metilnucledsidos en el nlcleo catalitico de las
DNAzimas ha sido asociada con un aumento de su resistencia a nucleasas.67? Es por eso que, si
bien se observo en ciertos casos un detrimento de la actividad a causa de estas modificaciones,
se espera que el aumento de la estabilidad haga que permanezcan activas por mas tiempo en

medios bioldgicos o con actividad degradante.
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En primera instancia se evalu6 la estabilidad de las DNAzimas frente a la
endonucleasa comercial RQ1. Se analizo por geles de poliacrilamida (PAGE) el porcentaje de
DNAzima remanente a distintos tiempos (Ver Capitulo 10: Anexo, Tabla 10.8). La cinética de
degradacion del oligonucledtido responde a la funcion Y=Y, * e (kdee.t) donde Y es el porcentaje
de DNAzimaremanente, Yoel porcentaje inicial de DNAzima, kqeq €5 la constante de degradacion
y t es el tiempo. Se calcularon las constantes de degradacion para cada una de las DNAzimas
seleccionadas durante los ensayos de actividad y se analizo el aumento de la estabilidad
conferido por la incorporacion de las modificaciones (Figura 4.10), definiendo la estabilidad

como la inversa de la constante de degradacion (1/Kgeg)-

16 -

— — —
o N N
1 1 1

Estabilidad (1/Kgeg)
oo

DZ8-17  DZ8-17  DZ8-17 DZ8-17B  DZ8-17  DZ8-17
C(R)8  C(R)8-C(S)11 C(R)8B  C(S)8-C(S)11
B

Figura 4.10 Estabilidad de DNAzimas 8-17 modificadas frente a la endonucleasa RQ1.

Para evaluar si el aumento de la estabilidad compenso la caida en la actividad de la
DNAzimay ver cual seria la mas apropiada para utilizar en medios degradantes se analizaron en
conjunto laactividady estabilidad de cada unaestableciendo larelacion entre sus constantes de
actividad (kact) y de degradacion (Kqeg) (Figura4.11; Capitulo 10: Anexo, Tablas 10.10-10.11).
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B Quimera

0,25 - EARN

0,1 -
0,05 -
0 - T T
DZ 8-17 DZ8-17 DZ 8-17 DZ8-17B DZ8-17 DZ 8-17
C(R)8  C(R)8-C(S)11 C(R)8B  C(S)8-C(S)11
B

Figura4.11Relacionentre laactividady la estabilidad de las DNAzimas 8-17 frente ala

endonucleasa RQ1.

En las DNAzimas que sélo portan modificaciones en el nlcleo catalitico, mientras que
con el sustrato quimera el aumento de la estabilidad no compensé la caida en la actividad, conel
sustrato de naturaleza ribonucleotidica se pudo observar como la relacion Kact/kdeg fue en
aumento con el nUmero de modificaciones. Para el caso de las DNAzimas de la serie B, la
incorporacion de una modificacion en el nlcleo catalitico resultd beneficiosa, perounasegunda
modificacion generd una caida en la actividad de la DNAzima que no puede ser compensada con
el aumento de la estabilidad. No se observé diferencia entre ambos sustratos y esto puede
deberse a las modificaciones incorporadas en los brazos de reconocimiento que alteran en
ambos casos el apareamiento de los brazos con el sustrato.

En una segunda instancia se evalu6 la degradacion de DNAzimas de la Serie B en un
medio degradante mas complejo, en este caso, un lisado celular de la linea T47D. En este caso la
degradacion esta a cargo de un amplio nimero de endonucleasas y también de exonucleasas. En
los brazos de reconocimiento, las modificaciones de fosforotioatos ubicadas en los extremos,
protegen el ADN de ladegradacion por exonucleasas, mientras que las modificaciones detipo2’-
O-metil brindan proteccion contra endonucleasas. Las tres DNAzimas son equivalentes en
cuanto a la estabilidad de sus brazos de reconocimiento y su variacién en la estabilidad sélo
difiere en el aporte brindado por la incorporacion de los 2’-desoxi-2’-C-metilnucledsidos en su
nucleo catalitico.

Se incubaron las DNAzimas en un medio conteniendo el lisado celular y se tomaron
alicuotas a distintos tiempos que fueron analizadas por PAGE (Ver Capitulo 10: Anexo, Tabla

10.9). Se calcularon los valores de kqeg €n cada caso (Figura 4.12).
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Figura 4.12 Estabilidad de las DNAzimas para de la Serie B en lisado celular.

Logicamente, el efecto observado para el lisado esmenos marcado que parael casodel
analisis de estabilidad frente a RQ1. Esto se debe a que los 2’-desoxi-2’-C-metilnucledsidos
ubicados en el niicleo catalitico, solo confieren estabilidad frente a endonucleasas como loes la
RQ1, yenelcasodel lisado hay otros agentes que intervienen en la degradacion. Aun asi, en este
medio mas complejo, puede observarse como la DNAzima doble modificada es un 70% mas
estable que la DZ 8-17 B. Sin embargo, como puede observarse en la Figura 4.13, este aumento
de la estabilidad no compensa la caida en la actividad de DZ 8-17 C(S)s-C(S)+1 B dando como
resultado final una DNAzima menos eficiente que la DNAzima no modificada. En cuanto a DZ 8-
17 C(R)s B es necesario recordar que si bien una modificacion al nlcleo catalitico no aporta un
aumento a la estabilidad ya conferida por las modificaciones de los brazos de reconocimiento,
ésta si confiere un aumento de la actividad dando como resultado una DNAzima mas eficaz (Ver
también Capitulo 10: Anexo, Tablas 10.12 - 10.13).
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0,050 ~

0,045 - B Quimera

EARN

DZ8-17B DZ 8-17 C(R)8 B DZ 8-17 C(S)8-C(S)11 B

Figura4.13 Relacion entre laactividady la estabilidad en lisado celular de las DNAzimas 8-17

para ensayos bioldgicos.

CONCLUSIONES

Se determino la constante de actividad de la DNAzima 8-17 no modificada a distintas
concentraciones de cloruro de magnesioy se eligio lamas adecuada para los ensayos. Se observo
la dependencia de la constante de actividad con la concentracion del metal hasta cierto punto
donde la actividad alcanzé un maximo.

La actividad de la DNAzima fue mayor cuando catalizo la hidrélisis de un sustrato
quimera que cuando el sustrato fue ARN en su totalidad, lo cual concuerda con estudios previos
donde la formacion de una hélice tipo B entre los brazos de reconocimiento y el sustrato
favorecen la actividad de la DNAzima.

Se evalud la actividad de DNAzimas 8-17 modificadas con uno y dos 2’-desoxi-2’-C-
metilnucleosidos en su nicleo catalitico mediante la determinacion de la constante de actividad.
En todos los casos las modificaciones afectaron la actividad de la DNAzima siendo mejor
toleradas las modificaciones de C que las de T. Las posiciones del nucleo catalitico mas
permisivas a alteraciones fueron la 8 y la 11 siendo las DNAzimas modificadas con mayor
actividad la DZ8-17 C(R)s y la DZ8-17 C(S)s-C(S)11. La preferencia por uno u otro
diastereoisdomerodependid delaposicionamodificar. Puede establecerseunaciertacorrelacion
con estudios mutacionales realizados en el nucleo catalitico de la DNAzima 8-17 donde se
observo que la posicion 13 debe ser conservada para mantener la actividad mientras que
mutaciones de la posicion 8 permitieron mantener la actividad aunque con un cierto
detrimento.5

La incorporacion de 2’-desoxi-2’-C-metilnucledsidos aumento la estabilidad de la

DNAzima. Si bien al aumentar el nUmero de modificaciones en el nucleo catalitico aumento la
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estabilidad, el mejor compromiso entre actividad y estabilidad para las DNAzimas de la serie B

se obtuvo para la DNAzima con una modificacion, DZ8-17 C(R)sB.
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ESTUDIOS DEPOTENCIA
EN siRNAs MODIFICADOS

CONSIDERACIONES PREVIAS

La optimizacion de siRNAs por introduccion de modificaciones quimicas ha sido
abordada en varios estudios demostrando en la mayoria de los casos que los dUplex con elevada
eficiencia de silenciamiento solo toleran un nimero limitado de modificaciones y su tolerancia
es posicion dependiente. Se ha visto que modificaciones en la region seed que introduzcan una
asimetriatermodinamica puedenfavorecerlaselecciondelacadenaantisentido porelcomplejo
RISC al igual que ciertas modificaciones incorporadas en la region 3’-overhang, pueden llevar a
un incremento de la potencia y una reduccion de los efectos OFF-target.?

Teniendo en cuenta estos antecedentes, se seleccionaron las posiciones 2, 5y 6 de la
region seed de la cadena antisentidoy la posicion 20 de la regidn 3’-overhang de ambas cadenas
paraestudiar los efectos producidos por laincorporacion de 2’ -desoxi-2-C-metilnucleosidos.

Los siRNAs de 21 nucledtidos de longitud fueron disefiados para poder evaluarlos
mediante el ensayo dual de la luciferasa utilizando el plasmido reportero psiCHECK2. La
secuencia de interés contra la cual se diseid el siRNA se introdujo en la region de clonado
multiple localizada en la region 3’ no traducible (3’-UTR) del gen reportero de la Renilla
luciferasa. Luego de la transfeccion del plasmido junto con el siRNA, el transcripto, compuesto
por una fusion del gen de Renilla luciferasa y la secuencia introducida, sufre un proceso de
interferencia mediado por el siRNA, siendo la caida de la actividad de Renilla luciferasa un
indicador del efecto de interferencia. El vector ademas posee el gen de Firefly luciferasa para
poder normalizar la sefal de la luciferasa de Renilla a la de Firefly. Un mapa de los plasmidos

utilizados puede verse en Capitulo 9: Materiales y métodos (Seccion 9.2.4.4).

OBJETIVOS

Combinar las distintas cadenas antisentido y sentido no modificadas y modificadas

con 2’-desoxi-2’-C-metilnucleodsidos para formar los diplex de siRNA.

87



Capitulo5: Estudios de potencia en siRNAs modificados.

Evaluar la potencia de los dUplex en cultivos celulares de la linea HelLa y analizar el
efecto de las modificaciones segln la hebray posicion en la que se encuentran.

Evaluar el efecto de la introduccion de las modificaciones en silenciamiento OFF-
target.

Evaluar como los cambios introducidos afectan la estabilidad termodinamica del

dlplex a través de curvas de fusion.
RESULTADOS Y DISCUSION

Preparacion de los duplex de siRNA

Una vez sintetizadas las cadenas antisentido y sentido sin modificaciones, las 7
cadenas antisentido y las 2 cadenas sentido portadoras de una modificacion, se procedio a la
preparacion de los 24 diplex de siRNA posibles realizando el alineamiento de ambas hebras en
buffer HEPES-KOH pH 7,4. En la Figura 5.1 se puede observar un esquema del Duplex 1 (D1)

compuestos por las hebras antisentido y sentido sin modificar.

5 AIUICIUIGIAIAIGIAiAIGIGIAI(;:AI\AI\AIAIAITI' 3’ Hebra sentido
3’ TTUAGACUUCUUCCUCUUUUU 5’ Hebra antisentido

Figura 5.1 Esquema del duplex D1.

Estudios de potencia y estabilidad termodinamica de siRNAs modificados.

Para evaluar si los siRNAs modificados son capaces de ser incorporados por el
complejo RISC y regular la expresion génica del blanco por el mecanismo de ARN de
interferencia, se utilizé el ensayo dual de luciferasa. Para evaluar cada uno de los duplex, se
transfectaron cultivos de la linea celular HeLa con distintas concentraciones de siRNAy con el
plasmido psiCHECK2-AS que contiene el gen de la Renilla luciferasa utilizado como gen
reportero, yelgendeFirefly luciferasautilizado como control. Se determiné luminiscencia 24 hs
despuésdelatransfeccion. Luego, senormalizdlaactividaddeRenillaluciferasaalaactividadde
Fireflyluciferasa paracadaconcentracionysecalculo el porcentaje de actividad tomandocomo
100% la actividad registrada para la transfeccion mock, es decir, la correspondiente a 0 nM de
siRNA. Las concentraciones ensayadas fueron 0; 0,002; 0,008; 0,016; 0,06; 0,16; 0,3y 1 nM.

El porcentaje de actividad de luciferasa de Renilla normalizado (Y) en funcion del

logaritmo de la concentracion de siRNA (X) se ajusto a la funcion Y= 100/(1+10(xlegiC50)), Se
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determind asi la concentracion necesaria de siRNA que genera un 50% de inhibicion (ICso) y se

utilizé como indicador de la potencia (Figura 5.1).
120
100 ®

80

60 ®  LoglCs=0,9pM
40 ICs0=7,9 pM

% Actividad de Renilla
Luciferasanormalizado

20 °

0 ®ec o

-5 4 -3 -2 1 0 1 2 3 4
Log [siRNA] (pM)

Figura5.1. Actividad de Renillaluciferasa normalizada en funcion del logaritmode la
concentracion de siRNA para el Diplex 1 compuesto por las hebras antisentido y sentido sin

modificar.

Por otro lado se determiné la temperatura de fusion de cada diplex monitoreando los
cambios de absorbancia a 260 nm en funcion del aumento de la temperatura. Para evaluar
posibles cambios en la estabilidad termodinamica del duplex causado por las modificaciones se
comparo las temperaturas de fusion de los dUplex modificados con respecto al no modificado.

EnlaTabla5.1sepuedenobservarlosvalores delCsp; los valoresde la temperatura
de fusion (Tm) y los correspondientes ATm con respecto al DUplex 1 o no modificado. En la
Figura5.2semuestranlosvaloresdelCsoparacadaduplex(Vercurvasdefusiéndelosdiplexy
porcentajes de actividad de Renilla luciferasa normalizados para las distintas concentraciones de
siRNA para cadaduplex en Capitulo 10: Anexo, Figuras 10.37-10.60y Tabla 10.14).
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Daplex Antisentido Sentido ICs0 (PM) Tm(°C) ATm (°C)
D1 ASLUcCNM SLucNM 7.9+2.0 70,1
D2 ASLucU(R)20  SLucNM 5.0+ 0.4 70,0 -0,1
D3 ASLucU(S)20  SLucNM 4.0+0.2 70,2 0,1
D4 ASLucU(S)2 SLucNM 10.2 + 0.8 69,4 -0,7
D5 ASLucU(R), SLucNM 11.7 £ 0.5 69,1 -1,0
Dé6 ASLucU(S)s SLucNM 8.7+1.2 65,5 -4,6
D7 ASLucU(R)s SLucNM 9.9+0.3 67,9 -2,2
D8 ASLucNM  SLucU(S)20 16.7 £ 1.2 70,5 0,4
D9 ASLucNM  SLucU(R)20 21.4 + 3.2 69,9 -0,2
D10  ASLucU(S)20 SLucU(S)20 9.8 +0.6 68,9 -1,2
D11 ASLucU(S)20 SLucU(R)20 19.1 +2.1 69,3 -0,8
D12  ASLucU(R)20 SLucU(S)» 10.7 £2.0 69,8 -0,3
D13 ASLucU(R) SLucU(R)o 7.4+1.0 71,0 0,9
D14  ASLucU(S): SLucU(S) 63.0+6.4 69,4 -0,7
D15 ASLucU(S)2  SLucU(R)20 39.1 +3.2 69,6 -0,5
D16  ASLucU(R). SLucU(S) 8.9+2.5 69,4 -0,7
D17 ASLucU(R), SLucU(R)2o 9.1 +1.3 69,0 -1,1
D18 ASLucU(S)s  SLucU(S)0 35.4 +12.1 65,6 -4,5
D19  ASLucU(S)s SLucU(R)o 24.7+4.0 65,1 -5,0
D20 ASLucU(R)s  SLucU(S)20 27.7 +7.8 67,6 -2,5
D21 ASLucU(R)s SLucU(R)o 8.6+1.1 67,2 -2,9
D22 ASLucC(S)e SLucNM 24,6 + 4.8 64,7 -5,4
D23 ASLucC(S)s SLucU(S)o 37.1+5.3 68,6 1,5
D24  ASLucC(S)s SLucU(R) 58.4+8.2 65,4 -4,7

Tabla 5.1 Valores de I1Cso, Tm y ATm para los 24 dUplex ensayados.
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Figura 5.2 Valores de ICs para los 24 duplex ensayados.

En cuanto a las modificaciones de la region 3’-overhang se observo un aumento de la
potencia reflejado en valores de ICso reducidos a aproximadamente la mitad con respecto al
duplex no modificado (D1) cuando las modificaciones se encuentran en la cadena antisentido
(D2 y D3). Por en contrario, cuando las modificaciones se encuentran en la cadena sentido (D8y
D9), se vio una caida de la potencia con valores de ICsp de aproximadamente el doble.
Combinaciones de ambas cadenas modificadas dieron valores de potencia intermedios (D10,
D11, D12, D13). No se observo una diferencia segun si el isdmero utilizado es R 0 S. Se sabe que
la regidn 3’-overhang interactua con la proteina Ago2 del complejo RISC interviniendo enel
proceso de seleccion de la hebra.2:3.4Por lo tanto, modificaciones que estabilicen la interaccion
delaregion 3’-overhangde lacadenaantisentido conRISC 6 modificaciones que desestabilicen la
interaccionde laregion 3’-overhang de lacadenasentido, favoreceran la seleccion de lacadena
antisentidoporelcomplejoproteicopotenciandoelefectosilenciadordelsiRNA. Estoconcuerda
conelefectoobservado, donde las2’-desoxi-2’-C-metiluridinas tuvieron unefecto positivoenla
interaccion de la region 3'-overhang con RISC. De esta manera su presencia en la cadena
antisentido provocé un aumento de la potencia mientras que su presencia en la cadena sentido
provoco el efecto contrario. Es dificil de predecir el comportamiento cuando ambas cadenas
estan modificadas, ya que el efecto de modificar una es contrario al de la otra y esto explicaria
porque se obtuvieron valores intermedios de potencia. Para el caso de estos duplex, al estar la
posicion modificada en unaregion simple cadena, resulté logico que los valores de Tm presenten

ninguna o muy poca diferencia con respecto al siRNA no modificado.
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Es importante recordar que la region seed de la cadena antisentido interviene por un
lado en la seleccion de la hebra por el complejo RISC y por el otro establece las interacciones
iniciales con el ARN blanco. Por lo tanto, se cree que una leve desestabilizacion termodinamica
del diplex por modificaciones de esta region es favorable para la seleccion de la cadena
antisentido por RISC mientras que una elevada desestabilizacion reduce la capacidad de
silenciamiento al debilitar la interaccién con el ARN blanco. Ademas, se observo que
modificaciones altamente estabilizantes de duplexreducenlacapacidad desilenciamiento.?

Alintroducir2’-desoxi-2’-C-metilpirimidin nucleésidos en las posiciones 2, 5y 6 de la
region seed de la cadena antisentido, se observd una disminucion de Tm en todos los casos
implicando que éstos analogos interfieren en el apareamiento de las hebras. Entre éstos duplex
se observo una mayor desestabilizacion cuando la modificacion se ubica mas hacia el centro de
la cadena. En el caso de los duplex modificados en la posicion 2, el incremento en los valores de
ICso parece deberse a una seleccion erronea de la hebra por el complejo RISC ya que los valores
de Tm son similares a D1 (D4, D5, D14-D17). En cambio, para los diplex modificados en las
posiciones 5y 6 los aumentos de ICso podrian estar mas relacionados con una desestabilizacion
termodinamica del diplex que se evidencia con una disminucion de Tm mas marcada (D6, D7,
D18-D24).

Observando los dUplex que poseen la cadena antisentido con laregion seed modificada
ylacadenasentidoconlaregion 3’-overhang modificada, esinteresante destacar que enalgunos
casos la combinacion de ambas hebras llevd a una mejora de la potencia con respecto a los
siRNA donde cada una de estas cadenas se hallaba combinada con una no modificada. Es decir,
D16 y D17 han dado mejores resultados que D5, D8 y D9, como asi también D21 ha dado mejor
resultado que D7 y D9. En contraste, para los duplex D14, D15, D18, D19 y D20 se observé un
aumento marcado de la ICso. Con esto podemos decir que la combinacion de cada cadena
modificada con su complementaria no modificada no necesariamente sirve para predecir el
comportamiento de esas mismas cadenas con otras modificadas.

Entre los duplex que poseen modificaciones en la posicion 2 de la cadena antisentido
(D4, D5, D14, D15, D16 y D17) los valores de Tm practicamente no variaron. A pesar de que las
ICso de D4y D5 son similares, se observo una gran diferencia en la potencia de los siRNA segln
estén modificados en la cadena antisentido con el isomero R 6 S cuando fueron combinados con
cadenas sentido modificadas. De esta manera, se vio como los duplex con el isomero R de la
uridina (D16 y D17) presentaron una potencia similar a D1 mientras que los duplex con el
isomero S (D14 y D15) presentaron una caida importante de su potencia silenciadora.

En los duplex que poseen la posicion 5 de la cadena antisentido modificada si se pudo
ver una diferencia en las Tm donde el isémero S provoco una desestabilizacion termodinamica

del ddplex mayor que el isomero R. En cuanto a los valores de ICso, se observd un
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comportamiento similar que en el caso de las modificaciones de la posicion 2 ya que en este caso
los duplex con ambas cadenas modificadas que poseen el isomero R de la uridina en la cadena

antisentido presentaron valores menores de ICso que sus analogos con el isbmero S.

5.3.3 Estudios de silenciamiento ON/OFF-target de siRNAs modificados

Uno de los principales problemas del uso de ARN de interferencia es la presencia de
efectos OFF-target. Una de las principales fuentes de este efecto no deseado proviene de la
seleccion incorrecta de la hebra antisentido por el complejo RISC. Esta seleccion es influida en
parte por la estabilidad termodinamica de las regiones 5’ de ambas cadenas, siendo la menos
estable preferentemente incorporada en el complejo proteico. 2

La actividad de cada una de las cadenas que componen el siRNA se evaluo utilizando el
sistema del plasmido reportero psiCHECK2. Para evaluar la actividad silenciadora de la cadena
antisentido se utilizé la misma construccion que los ensayos anteriores de estudios de potencia,
en donde el plasmido contiene en la region 3’-UTR del gen de Renilla luciferasa (Rluc) una
secuencia que al transcribirse sera complementaria a la cadena antisentido (plasmido
psiCHECK2-AS). Mientras que para evaluar la actividad de la cadena sentido, es decir, cuando
ésta es seleccionada erroneamente como antisentido, se utilizé el mismo plasmido conteniendo
en la region 3’-UTR de Rluc una secuencia que al transcribirse sera complementaria a la hebra
sentido (plasmido psiCHECK2-S).

Se evalud la actividad silenciadora de cada hebra por separado para duplex
seleccionados de los ensayos anteriores a dos concentraciones de siRNA: 1 nMy 16 pM (Figura
5.3). En primer lugar, se pudo observar como la especificidad del siRNA esta influenciada por la
concentracion utilizada del mismo. Cuando se transfectd las células con unaalta concentracion
de siRNA, 1nM, se observo una mayor diferencia en los efectos ON/OFF-target para cada duplex
que cuando se utilizdé una baja concentracion como 16 pM. Ademas, una mayor concentracion
permitio resaltar las diferencias de especificidad entre los distintos duplex evaluados. Esto
puede observarse en los valores de especificidad calculados a partir de la relacion entre el
porcentaje de actividad de Renilla luciferasa obtenido con el plasmido psiCHECK2-S y el
porcentaje de actividad obtenido con el plasmido psiCHECK2-AS (Capitulo 10: Anexo, Tabla
10.15). Mientras que para 1 nM de siRNA estos valores oscilaron entre 5 y 50 pudiéndose ver
claras diferencias en la especificidad de los dUplex, en el caso de 16 pM estos valores se
encontraron entre 1y 4, no permitiendo establecer diferencias importantes entre los duplex

seleccionados.
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Figura 5.3 Efectos ON/OFF-target de siRNAs modificados.

Alaizquierdase observael porcentaje de actividad de Renillaluciferasa normalizado
para concentraciones de siRNA de 1nM (superior) y 16 pM (inferior) para cada duplex
seleccionado. El porcentaje de actividad de Renilla luciferasa obtenido utilizando el plasmido
psiCHECK2-AS que evalla la actividad silenciadora de la hebra antisentido se muestra en gris
(efecto ON-target) mientras que el porcentaje de actividad de Renilla luciferasa obtenido
utilizando el plasmido psiCHECK2-S que evalla la actividad silenciadora de la hebra sentido se
muestra en azul (efecto OFF-target). Ala derecha se observa larelacion entre el porcentaje de
actividad de luciferasa obtenido con el plasmido psiCHECK2-S y el obtenido con psiCHECK2-AS
como una medida de la especificidad de cada duplex.

Al observar el grafico de especificidad para cada diplex a 1nM podemos decir que la
incorporacion de 2’-desoxi-2’-C-metilnucledsidos puede en ciertas posiciones provocar un
marcado aumento de la especificidad con respecto al diplex no modificado (D6, D18, D19, D20,
D21, D22, D23 Y D24).

Si comparamos aquellos diplex cuyas potencias de silenciamiento ON-target fueron
similares al no modificado (D4, D5, D6, D7, D21), vemos como en algunos casos la incorporacion
de modificaciones hadisminuido la especificidad como en el caso de D4, mientras que en otros la

haincrementado (D6, D21). De esta manera se puede decir que aun teniendo la misma potencia
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ON-target, distintos duplex pueden revelar diferentes intensidades de silenciamiento OFF-
target.

Entre los duplex cuya potencia de silenciamiento ON-target era considerablemente
menor que D1 podemos encontrar dos grupos, aquéllos cuya especificidad también fue menor
(D14 y D15) y otros que sorpresivamente presentaron una especificidad incrementada con
respecto al no modificado (D18, D19, D20, D22, D23 y D24).

En las modificaciones de la posicion 2 de la region seed que provocaron un cambio en
la especificidad, ésta fue en detrimento mientras que para las posiciones 5 y 6 la modificacion

provoco un incremento de la misma.

CONCLUSIONES

En base a los resultados obtenidos podemos concluir que si bien la construccion de
siRNAs modificados es un proceso complejo dependiente de multiples variables donde no
siempre puede predecirse el resultado, hay ciertas tendencias que pueden tenerse en cuenta
paraundisenoracional de los mismos. Aquellos factores que beneficien laseleccion de lacadena
antisentido por el complejo RISC comoser, la estabilizacion de lainteraccion del extremo 3’ con
el complejo proteico, o la moderada desestabilizacion termodinamica del duplex en la region
seed de la cadena antisentido llevaran a un aumento de la potencia y especificidad de la
respuestasilenciadora. Estos cambios no deben alterar la hibridacion con lasecuenciablancoya
que esto traera una disminucion de la potencia.

En particular para el caso de los siRNA modificados con 2’-desoxi-2’-C-
metilnucleodsidos podemos concluir que estas modificaciones fueron capaces de provocar un
aumento de la potencia y de la especificidad habiendo sido este efecto posicion dependiente.
Estos nucledsidos han tenido un efecto estabilizante de las regiones 3’-overhang y por lo tanto
hanaumentado la potencia de los siRNA al estar ubicadas en lacadena antisentido, mientras que
han producido una disminucion de la misma al estar ubicados en la cadena sentido. En esta
region la presencia de uno u otro diastereoisomero no es discriminada.

Como resultado de las modificaciones de las uridinas de la region seed, si bien se
obtuvieron duplex modificados en las posiciones 2 6 5 con potencias similares, las
modificaciones en la posicidon 5 provocaron un aumento de la especificidad con respecto al
ddplex no modificado, lo que resulto importante a la hora de evaluar el efecto global de la
estrategia de silenciamiento, donde no s6lo importa el mayor silenciamiento posible del target
sino también la disminucion al minimo de efectos secundarios.

Casos donde las modificaciones han provocado una marcada disminucion de la

potencia pero a su vez un marcado aumento de la especificidad, podrian deberse a un efecto

95



Capitulo5: Estudios de potencia en siRNAs modificados.

positivo sobre la seleccion de la cadena antisentido por RISC debido a una desestabilizacion del
duplex, aumentando la especificidad, acompanado de inconvenientes en la hibridacion con el
target disminuyendo la potencia.

Pudo observarse una relacion entre los valores de Tm y la especificidad. En las
cadenas antisentido modificadas en las posiciones 5 y 6 se observdo un aumento de la
especificidad acompanado de mayores ATm o mayor desestabilizacion termodinamica del
duplex, mientras que para las cadenas modificadas en la posicidn 2, los valores de especificidad

fueron iguales o menores que D1 coincidiendo con valores similares de Tm.
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ESTUDIOS DE FORMACION
DE DUPLEX E I-MOTIF EN
CADENAS DEADN

CONSIDERACIONES PREVIAS

En este capitulo se estudié como influye la presencia de 2’-desoxi-2’-C-
metilnucleodsidos en dos tipos de estructura secundaria: doble hélice e i-motif.

Para estudiar los efectos producidos sobre estructuras doble cadena se determinaron
las temperaturas de fusion o melting (Tm) de los duplex de ADN sintetizados en el Capitulo 3
que corresponden al duplex sin modificar y modificados en una de las hebras con los 2’ -desoxi-
2’-C-metilnucledsidos sintetizados. Ya se ha vis o en trabajos anteriores como  nucleosidos
conteniendo un grupo metilo en la posicidon 2’ pueden provocar variaciones de Tm y causar
distorsiones localizadas en duplex de ARN.!

Para estudiar los efectos producidos sobre estructuras i-motif, se determinaron las
temperaturas de fusiony se obtuvieron los espectros de dicroismo circular (DC) y de resonancia
magnética nuclear de hidrogeno ('H-RMN) para un fragmento del telébmero de los vertebrados
cuya secuencia es 5’ CCC TAA CCC TAA CCC TAA CCC T 3’. La secuencia sin mo ificar y las
modificadas obtenidas se muestran en el capitulo 3.

Se sabe que esta secuenciase pliega de formaintramolecular dando una estructurade
i-motif como se muestra en la Figura 6.1 donde las cuatro regiones ricas en C se disponen para
formar 6 pares C-CH* mientras que las regiones de secuencia TAA forman los loops que ocupan

los dos surcos mayores en la region inferior y el surco menor en la region superior.2
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Figura6.1Esquemade laestructuradei-motif adoptadapor lasecuencia5’ CCCTAACCCTAA
CCCTAACCCTY

En las estructuras i-motif de oligonucleétidos de ADN no modificado, los
desoxirribonucledtidos se encuentran adoptando la conformacion C3’-endo. En general, pocas
alteraciones del ADN son toleradas en los i-motif. Sin embargo los ribonucleétidos, que adoptan
estaconformacion, tienenun efecto desestabilizante y los analogos 2’-O-metil sonincapaces de
formar este arreglo. Esto sugiere un impedimento estérico y una repulsion de carga entre los
sustituyentes de C2’ en el surco menor de la estructura. Por el contrario, cuando se utiliza
arabinonucleotidos donde el grupo polar queda orientado hacia el surco mayor la estabilidad del
i-motif no se ve afectada. Las modificaciones de tipo LNA, cuya conformacion esta restringida a
C3’-endo y las de tipo 2’-F-araC permitieron la formacion de i-motif estables. También se
observé que reducciones de la repulsion de carga en la cadena pueden ser aliviadas usando
analogos neutros como los acidos nucleicos peptidicos (ANP) obteniéndose estructuras estables
compuestas por hibridos ADN-ANP.3-7

Teniendo en cuenta estos antecedentes resulta de interés evaluar el efecto de la
incorporacion de (2’S)-2’-desoxi-2’-C-metilcitidina en un oligonucleotido capaz de formar i-motif
debido a que esta modificacion tiene su equilibrio conformacional desplazado hacia C3’-endo
para ubicar el resto alquilo en una posicion pseudoecuatorial por razones estéricas. Ademas el
sustituyente polar 2’-OH ha sido sustituido por uno no polar como el metilo disminuyendo la

repulsion de carga en el surco menor.

OBJETIVOS
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Evaluar los cambios en la estabilidad termodinamica de un duplex de ADN debido a la
incorporacion de2’-desoxi-2’-C-metilnucledsidos.
Evaluar los cambios en la estabilidad termodinamica de una estructura de i-motif al

incorporar (2’S)-2’-desoxi-2’-C-metilcitidina.

RESULTADOS Y DISCUSION

Analisis de duplex de ADN modificados por curvas de fusion.

Utilizando el oligonucleétido de ADN no modificado (ADN-NM), las 7 cadenas
modificadas y lacadena complementaria no modificada (ADN-NMC) sintetizadas en el capitulo 3
(Seccidn 3.3.3) se prepararon los 8 duplex posibles en buffer fosfato 10 mM pH 7, 150 mM de
cloruro de sodio. Se obtuvieron las curvas de fusion para cada dUplex midiendo la absorbancia a
260 nm entre los 20 y 80 °C con una rampa lineal de 0,5 °C. Las Tm obtenidas para cada duplex
pueden observarse en la Tabla 6.1 (Ver curvas de fusion en Capitulo 10: Anexo, Figuras 10.61 -
10.68).

Diplex  Tm (°C) AT (°C)
NM-NMC 55,8

dU-NMC 54,1 1,7
UOMe-NMC 54,0 1,8
U-NMC 52,1 3,7
U(S)-NMC 50,3 5,5
UR)-NMC 48,8 -7,0
C(S)-NMC 49,7 -6,1
C(R)-NMC 49,2 -6,6

Tabla 6.1 Valores de Tm (°C) para los 8 dUplex de ADN analizados y ATm (° C) de los dUplex

modificados con respecto al no modificado.

En principio podemos decir que todas las modificaciones ensayadas presentaron un
efectodesestabilizante del duplex de ADN evidenciado enunacaidade latemperaturade fusion.
De manera esperada, la modificacion dU, es la que menos distorsiono la doble cadena ya que su
estructura es la que mas se asemeja a la T que reemplaza en la cadena no modificada. Las
modificaciones que son de tipo ARN como UOMe y U también provocaron una desestabilizacion
del duplex que podria atribuirse a una configuracion C-2’-endo caracteristica de la hélice tipo A

del ARN o a la distorsion provocada por el sustituyente en el carbono 2’. En comparacion con
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estas modificaciones comerciales, los 2’-desoxi-2’-C-metilnucledsidos tuvieron un efecto
desestabilizante aln mayor, ya sea con una conformacion del azicar C2’-endo o C3’-endo. El
hecho de no observar una diferencia entre ambos diastereoisdmeros sobre la estabilidad de la
doble cadena sugiere una cierta flexibilidad de los mismos dada por un estado conformacional
que no se encuentrabloqueadoy un efecto desestabilizante para laformacion de la doble hélice

debido a la presencia del metilo.

Andlisis de i-motif modificados por curvas de fusion, dicroismo circular y resonancia

magnética nuclear.

Para evaluar el efecto provocado por la (2’S)-2’-desoxi-2’-C-metilcitidina en la
estabilizacion de una estructura i-motif se obtuvieron los espectros de dicroismo circular de las
secuencias modificadas en la posicion 1, 2, y 2 + 14y se comparaon con la no modificada (Figura
6.2).

10 T T T

——— T-NM

Elipticidad (mdeg)

e T-C(S)1
w— T-C(S)2
e T-C(5)2-C(S)14

220 240 260 280 300 320
Longitud de onda (nm)

Figura 6.2 Dicroismo circular de las secuencias formadoras de i-motif a pH 5,5y 15 °C.

T-NM al igual que las cadenas modificadas presentaron maximos y minimos alrededor
de 286 nmy 254 nmrespectivamente. Estos picos, como hasido reportado previamente, indican
la formacion de pares C*CH+* y son caracteristicos de estructuras i-motif.8 Estos resultados
muestran que los 2’-desoxi-2’-C-metilnucledsidos pueden dar estructuras i-motif estables en

condiciones acidas (pH 5,5).
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Parainvestigar la estabilidad de los i-motif modificados frente a variaciones de pH, se
realizaron espectros de dicroismo circular a diferentes pH entre 5y 7a 25 °C (Ver espectros de
dicroismo circular en Capitulo 10: Anexo Figuras 10.69 - 10.72). Luego se grafico la fraccion de
ADN plegado en funcion del pHy se ajusto a una curva sigmoidea de titulacion acido-base con un
solo evento de protonacion donde la poblacidén protonada corresponde al oligonucledtido
plegado como i-motif y la poblacion no protonada corresponde al oligonucleotido no plegado

como i-motif o plegado al azar (Figura 6.3).
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Figura 6.3 Estabilidad de las secuencias formadoras de i-motif a distintos pH.

Fraccion de ADN plegado como i-motif en funciondel pHenunrangode5a7a25 °C.

Las modificaciones provocan un leve aumento en el punto medio de transicion de pH.
La modificacion introduce un metilo en la posicion2’, con lo cual no se esperaba un granimpacto
sobreeste parametro. Por el contrario, se observa un mayor efecto sobre el rango de transicion
de pH (Rr) (Tabla 6.3). En otras palabras, la curva de titulacion acido-base para la secuencia no
modificada tiene una pendiente pronunciada indicando un fuerte efecto cooperativo en la
desprotonacion del i-motif. La pérdida de un proton lleva rapidamente a la pérdida del resto con
laconsiguiente desestabilizaciondelaestructura. Conlassecuencias modificadasse observauna
pendiente menos pronunciada indicando menor cooperatividad lo que podria explicar la

estabilizacion de las mismas a pHs mayores.

101



Capitulo 6: Estudios de formacion de duplex e i-motif en cadenas de ADN modificadas.

Secuencia pH1/2 PHoox PH10x Ry
T-NM 6,03+0,02 5,92 6,14 0,22
T-C(S)1 6,08+0,02 5,83 6,33 0,50
T-C(S)2 6,10+0,02 5,85 6,39 0,54
T-C(S)2-C(S)14+ 6,08+0,02 5,76 6,40 0,64

Tabla 6.3 Estabilidad de las secuencias formadoras de i-motif a distintos pH.
Seregistra para cada secuencia el valor de pH al cual se obtiene la mitad, un 10% y un 90 % de la

secuencia plegaday se obtiene su rango de transicion de pH (Rr).

Para el calculo de Tm y parametros termodinamicos se registro la absorbancia a 280
nm en funcién de la temperatura a pHs 5,5; 6,0; 6,5 y 7,0. Los valores obtenidos pueden
observarse en laTabla 6.2 (Ver curvas de fusion en Capitulo 10: Anexo, Figuras 10.73 - 10.84).

Observando los valores de Tm podemos decir que las modificaciones incorporadas
provocaron un aumento de las mismas revelando ser levemente estabilizantes, siendo la
modificacion en la posicion 2 mas estabilizante que en la posicion 1. Ademas se pudo ver un
efecto aditivo en la secuencia doble modificada que resulta ser la mas estable. Este efecto
también puede corroborarse observando los valores obtenidos para la energia libre de Gibbs,
que se van haciendo cada vez mas negativos para un mismo pH a medida que descendemos en la
tabla. Valores mas negativos de AG implican una mayor espontaneidad en el proceso de
formacion de la estructuray por lo tanto un i-motif termodinamicamente mas estable.

Las variaciones de Tm en funcion de los cambios de pH se condicen con los valores de
Rr obtenidos previamente. Podemos observar que a medida que aumenta el pH, aumentala

diferenciadeestabilidad deli-motif de lascadenas modficadas conrespectoalanomodificada.
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i-motif pH Tm(°C) ATm(°C) are 85 AGhre
(kcal/mol) (cal/K-mol) (kcal/mol)
T-NM 5,5 43,4 -70+8 -222+27 -1,42
T-C(S)1 5,5 43,5 0,1 -76+7 -240+23 -1,57
T-C(S)2 5,5 44,8 1,4 -67+6 -211:18 -1,65
T-C(S)2-C(S)14 5,5 45,5 2,1 -63+6 -197+20 -1,68
T-NM 6,0 26,7 -69+8 -231+26 +2,33
T-C(S)1 6,0 27,0 0,3 -55+7 -184+23 +1,84
T-C(S): 6,0 28,1 1,4 -60+7 -200+22 +1,77
T-C(S)2-C(S)14 6,0 30,2 3,5 -47+3 -155+11 +1,05
T-NM 6,5
T-C(S)1 6,5 -15
T-C(S): 6,5 -20
T-C(S)2-C(S)14 6,5 -20
T-NM 7,0
T-C(S)1 7,0
T-C(S)2 7,0
T-C(S)2-C(S)14 7,0 12

Tabla6.2Valoresde Tm, AH, AS, AG paralassecuencias formadorasdei-motif obtenidos apartir

de curvas de fusion realizadas a 280 nm a pHs 5,5; 6,0; 6,5y 7,0.

Se investigd también la estabilidad térmica utilizando dicroismo circular obteniendo

resultados similares. Se verifico lamayor estabilidad de los oligonucleo6tidos modificados siendo

lamayor la de lasecuenciadoblemente modificada. Amedida que aumentalatemperaturade 15

a45 °C, los picossufrenun corrimiento al azul y lamagnitud de laelipticidad decrece. A partir de

los 50 °C el espectro muestra un maximo alrededor de 272 nm y un minimo alrededor de 248

nm caracteristicos del plegamiento al azar o random coil (Figura 6.4).
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Figura6.4Espectrosde dicroismocircular paralassecuencias formadorasdei-motif, medidos
de15a80 °C cada5 °Cde 350a210 nm, auna velocidad de 100 nm/min y un ancho de banda

de1nmapH>5,5.

Laformaciondeli-motif también puede detectarse por resonancia magnética nuclear
de hidrégeno (H-RMN). Sefales caracteristicas de los protones del imino de las citosinas de los
pares C-CH+ pueden observarse entre 15-16 ppm y los imino de las T de los loops alrededor de
11 ppm.? Para el caso de T-C(S),-C(S)14puede comprobarse la formacion de estructuras i-motif,
por la presencia de estas senales caracteristicas a distintos pHs y temperaturas (Figura 6.4). La
importancia de este resultado radica no solo en la capacidad de este analogo de nucledsido para
estabilizar la estructura sino en la posibilidad de poder obtener un i-motif a un pH neutro y
temperaturas de hasta 45 °C. Estudios de la estabilidad de los i-motif han sido direccionados a

encontrar secuencias capaces de formar este tipo de estructuras en condiciones similares a las
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fisiologicas en lugar de a pH acido. Hasta el momento muy pocos casos de i-motif a pH neutro o

levemente basico han sido encontrados y en general suelen suceder a bajas temperaturas. 10

AP
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T T T T T
15 14 13 12 11
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11 10 =
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15 14 13 12 15 14 13 12 11 10 ppm
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Figura 6.5 Experimentos de fusion por TH-RMN. Se muestran los espectros correspondientes a la
region del proton intercambiable para el oligonucleoétido T-C(S)2-C(S)sapH5 (a)yapH7 (c)y

para el oligonucledtido sin modificaciones apH 5 (b) y pH 7 (d).
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CONCLUSIONES

Se evalud por primera vez los cambios provocados por la presencia de 2’-desoxi-2’-C-
metilnucledsidos sobre laestabilidad termodinamica de estructuras secundarias de doble hélice
de ADN e i-motif."" Mientras que para la doble hélice de ADN los efectos fueron desfavorables
causando una caida de la temperatura de fusion para los i-motifs se produjo un efecto
estabilizante en mayor o menor medida dependiendo de la posicion donde se introdujo la
modificacion. Eli-motif mas estable resulté ser el doble modificado pudiéndose formar incluso
en condiciones de pH y temperatura similares a las fisiologicas. Probablemente esta propiedad
estabilizante de la (2’S)-2’-desoxi-2’-C-metilcitidina radique en su desplazamiento hacia la

conformacion C3’-endo y en su sustituyente no polar en el C2’.
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EXPLORACION DEL USODE
LA DNAZIMA PEROXIDASA

CONSIDERACIONES PREVIAS

En este capitulo se trabaja con el oligonucleotido de secuencia 5’ GGG TAG GGC GGG
TTG GG 3’ en el cual todos sus nucledtidos se encuentran en la configuracion D para la D-
DNAzima peroxidasa y para la DNAzima peroxidasa inmovilizada y en la configuracién L para la
L-DNAzima peroxidasa, siendo ésta la imagen especular de la D-DNAzima. Esta secuencia es
levementediferente alausualmente utilizada para formar la DNAzima peroxidasa, la secuencia
PS2.M (5 GTG GGT AGG GCG GGT TGG 3’).'Se ha visto que un re arreglo de la PS2.M al
oligonucledtido de 17 mer elegido, donde la G del extremo 5’ queda adyacente a las dos G del
extremo 3’, da como resultado un cuarteto de G mas estable y una DNAzima mas activa.2:3 Por
otro lado este re arreglo resulta mas compatible con el anclaje del extremo 3’ a un soporte sin
que se vea afectada la formacion del cuarteto (Figura7.1).

Elinterésdetrabajarconunoligonucleotidoenteramente modificadocapazde formar
cuartetos de G como puede ser laformalL, 45 surge de la posibilidad de obtener una molécula de
gran estabilidad en medios bioldgicos que mantenga una actividad comparable alaformaD. Sin
ser completo, el alto grado se simetria y planaridad de la hemina son compatibles con la
posibilidad de que pueda comportarse como ligando tanto de su aptamero en forma D como de
su imagen especular.

Por otro lado, teniendo en cuenta el uso de esta DNAzima como catalizador de
oxidaciones de compuestos organicos, surge el interés de obtener una molécula que pueda
recuperarse del medio de reaccion y que no pierdasu actividad a lo largo de sucesivos reusos. Es
por este motivo que se busca la inmovilizacion del oligonucleétido de manera tal que no pierda

sucapacidaddeinteraccionconlahemina, y que elconjuntomantengasuactividad peroxidasa.
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Figura 7.1. Esquema del oligonucleo6tido empleado en la DNAzima peroxidasa.

.: guanosina; ': timidina; @:adenosina; C: citidina; la linea entera representa la cadena
consusentido5’-3’ indicado con flechas; las lineas punteadas representan las uniones por

puente de hidrogeno entre las guanosinas formadoras de cada tétrada.

OBJETIVOS

Explorar el uso de la DNAzima peroxidasa y de su forma L como catalizadores de
reacciones de oxidacion.

Evaluar la actividad de la DNAzima peroxidasa inmovilizada. Evaluar su capacidad de
recuperacion yreuso.

Estudiar la aceptacion de distintos sulfuros y otros compuestos organicos como

sustratos.
3 RESULTADOS Y DISCUSION
Oxidacién de 3,3’°,5,5’-tetrametilbencidina (TMB)

Para estudiar y comparar en primera instancia las actividades de la D-DNAzima (D-
DZ), la L-DNAzima (L-DZ) y la DNAzima inmovilizada (I-DZ), se eligio la reaccion colorimétrica

de oxidacion de 3,3'5,5'-tetrametilbencidina (TMB). Este sustrato es incoloro y se oxida muy
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lentamente con perdxido de hidrégeno dando un background muy bajo. En presencia de la
DNAzima la reaccion avanza rapidamente hacia la formacion de dos productos coloreados. El
primero es un complejo color azul formado por una molécula de TMB en su forma de diamina, es
decir, sin oxidar, y una molécula de TMB en su forma de diimina, es decir, oxidada. Esta especie
existe en equilibrio con su catidn radical y presenta sus maximos de absorbancia a 370 nmy 650
nm. Enexcesode perdxido o con el agregado de acido la reaccidn progresa haciala formacion de
la diimina de color amarillo cuyo maximo de absorbancia se encuentra a 450 nm (Figura 7.2).
Este sustrato presenta ventajas con respecto al sustrato mas utilizado para medir actividad
peroxidasa, el acido 2,2-acino-di-(3-etil)benzatiazolina-6-sulfonico (ABTS), debido a que el
producto diimina es mucho mas estable en el tiempo mientras que el producto de oxidacion del

ABTS de color verde desaparece luego de 10 minutos en solucion acuosa.¢

o
H202 HZOZ +
H,N O O NH,—= 1/2 +H* — HN CC NH + 2H
6 acido
Incoloro HNNH Amarillo, 450 nm

Azul, 650 nm

Figura 7.2. Reaccion de oxidacion del TMB.

En el caso de las DNAzimas en solucion el agregado de TMB y peroxido de hidrogeno
lleva gradualmente a la formacion del compuesto de color azul y luego el amarillo. Luego de 15
minutos de reaccion, ésta se detiene con el agregado de acido. En el caso de I-DZ, el agregado del
TMB y peroxido de hidrogeno provoca una coloracion azul en el soporte de poliestireno
mientras que la solucion permanece incolora. Pruebas con el soporte y el compuesto coloreado
demostraron que éste se adsorbe sobre el soporte de poliestireno. Con el agregado de acido la
solucion se vuelve amarilla y el soporte retorna a su color blanco original siendo la absorbancia
medida menor que en el caso de las DNAzimas solubles (Figura 7.3). Este valor puede ser
explicado teniendo en cuenta que el color azul corresponde a la formacion de un complejo
coloreado donde la mitad de las moléculas de TMB se encuentran en estado oxidado. Al quedar
este complejo adsorbido no puede continuar oxidandose con lo cual al finalizar la reaccion y
liberarlo con el agregado de acido, el valor de absorbancia leido sera menor. Esinteresante
destacar que el color azul sobre el soporte permanecio estable durante meses y continla sin
cambios, por lo que combinando esta DNAzima con este soporte podemos obtener una reaccion

colorimétrica estable y localizada.
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Figura 7.3. Oxidacion de TMB catalizada por D-DZ, L-DZ e I-DZ.
El Control 1 (Ctrl 1) corresponde a la reaccion catalizada por peroxido de hidrégeno, mientras
que el Control 2 (Ctrl 2) contiene ademas hemina. D-DZ y L-DZ corresponden a las reacciones
catalizadas por la D-DNAzima y la L-DNAzima respectivamente ambas conteniendo hemina y
peroxido. Los Controles 3 y 4 (Ctrl 3 y Ctrl 4) son analogos a los Controles 1y 2 pero con el
agregado de soporte de poliestireno sin derivatizar. El Control 5 (Ctrl 5) contiene peroxido de
hidrogeno y DNAzima inmovilizada mientras que I-DZ es la reaccion catalizada por la DNAzima

inmovilizada en presencia de hemina y perdxido de hidrégeno.

Para evaluar la posibilidad de recuperacion y reuso de I-DZ, la DNAzima fue
recuperada del medio de reaccion por centrifugacion seguida de lavados con DMSO y luego agua
paradar comienzo auna nueva reaccion. Serepitio este ciclo 5 veces sin observar una tendencia

ala caida en la actividad a medida que aumentan los reusos (Tabla 7.1).

n° de reusos ADbs 450nm Abs.min-1
1 0,297 2.0x 102
2 0,256 1.7 x 102
3 0,207 1.4 x 102
4 0,252 1.7 x 102
5 0,199 1.3 x 102

Tabla 7.1 Recuperacion y reuso de I-DZ en la reaccion de oxidacion de TMB. Valores de

absorbancia a450 nm medidos a los 15 minutos de reaccion luego del agregado de acido.

.2 Oxidacion de tioanisol por D y L-DNAzima peroxidasa
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Para explorar el uso de ambas formas de la DNAzima peroxidasa como catalizadoras
de reacciones con transferencia de dos electrones y poner a punto la oxidacion del sulfuros, se
utilizé como modelo la reaccion de oxidacion del tioanisol (Figura 7.4). Como punto de partida
se considero el trabajo realizado por Sen y colaboradores donde, utilizando el oligonucleétido
rico en guanina PS2.M, hemina y peroxido de hidrdgeno, se logré una completa oxidacion del

tioanisol a su correspondiente sulfoxido.”

@]

[ I
. I [
H,0
CH, 202 CH;  H0, ||\CH3
—_— —_— 0
TIOANISOL METIL FENIL SULFOXIDO METIL FENIL SULFONA
(MPS) (MPS0) (MPS00)

Figura 7.4 Ecuacion de oxidacion de tioanisol (MPS).

Para poner a punto la reaccion de oxidacion de tioanisol con la D-DNAzima peroxidasa
utilizando como método de seguimiento de la misma RP-HPLC-UV, se evalud primero la
solubilidad del tioanisol en el medio de reaccion y su absortividad molar a 254 nm, eligiendo
como concentracion optima 2,5 mM. A partir de ello se calculan las concentraciones de DNAzima
y de H;0; a utilizar para mantener la misma relacion molar que las condiciones ya reportadas
por Sen. Utilizando estas condiciones (12,5 pM de hemina, 12,5 pM de oligonucleotidoy 12,5 mM
de H;0;) la reaccion avanzé muy rapido dificultando el seguimiento de la misma y ocurriod la
sobre-oxidacion asulfona. Como se observaen laTabla 7.2 al disminuir la concentracion de H,0,
se logro una disminucion de la velocidad de reaccion acompainada de una disminucion del
porcentaje de conversion a sulfona. Utilizando 4 mM de H,0; la reaccion se complet6 a la media

hora con solo un 13 % de conversion a sulfona.
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%de conversion

H20, (mM)
Tiempo(seg) 15 30 60 240 1800
MPSO 60 68 68 68 68
12,5 MPSOO 32 32 32 32 32
Total 92 100 100 100 100
MPSO - -- 66 73
6,25 MPSOO - -- 16 16
Total - -- 82 89
MPSO 29 39 54 79 84
4 MPSOO 13 13 13 13 13
Total 42 52 67 92 97

Tabla7.2 Porcentajes de conversion a metil fenil sulfoxido (MPSO) y metil fenil sulfona (MPSOQ)
adistintas concentraciones de H,0,. Las reacciones se llevaron acabo utilizando 12,5 pM de D-
DNAzima peroxidasay 2,5 mM de tioanisol en buffer HEPES-NH4 pH 8.

Luego se evaluo la posibilidad de reducir la concentracion de DNAzima a utilizar pero
se vio que para las condiciones elegidas se necesita 12 pM para lograr la completa oxidacion del
sustrato (Tabla7.3)

% Conversion

Tiempo (min) 30 60

DNAzima (UM)

MPSO 39
3 MPSOO 12
Total 51
MPSO 46 48
6 MPSOO 11 1
Total 57 59
MPSO 89 89
12 MPSOO 11 1
Total 100 100

Tabla7.3 Porcentajes de conversion a metil fenil sulfoxido (MPSO) y metil fenil sulfona (MPSOQ)
adistintas concentraciones de D-DNAzima peroxidasa. Las reacciones se llevarona cabo
utilizando 2,5 mM de tioanisol y 4 mM de H,0, en buffer HEPES-NH4 pH 8.
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Una vez elegidas las condiciones optimas, se utilizo la reaccion de oxidacion del
tioanisol como modelo para comparar las actividades de las formas D y L de la DNAzima
peroxidasa y de esta manera evaluar la posibilidad de utilizacion de un oligonucleétido
enteramente modificado para la catalisis de reacciones de transferencia de oxigeno (Tabla 7.4,

Figura 7.5, ver cromatogramas en Capitulo 8: Anexo, Figuras 10.92 - 10.93).

T D-DNAzima L-DNAzima Control 1 Control 2

i % % % % % % % %
% % % %

e M T M T M T M T
M M M M

m P o] P 0 P 0 P o
P P P P

p S t S t S t S t
S S S S

o] 0 a 0] a 0] a 0] a
0] 0 0] 0]

(seg) 0 l 0 l 0] l 0 l

o 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00
10 30,3 9,0 393 240 11,4 353 ND ND ND ND ND ND
15 47,3 10,2 57,5 28,3 12,4 40,7 13 122 13,4 09 11,2 12,1
30 52,4 10,9 63,3 379 139 51,8 1,1 122 13,3 0,9 10,9 11,8
60 64,6 10,6 752 553 12,9 682 1,0 11,7 12,7 1,0 11,5 125
120 78,9 10,5 89,4 636 11,8 754 ND ND ND ND ND ND
240 849 10,7 955 67,5 11,8 79,3 18 11,8 13,6 1,0 11,0 12,1
480 86,5 10,2 96,7 71,9 12,0 839 ND ND ND ND ND ND
900 89,6 10,0 99,6 77,1 12,2 893 11 11,8 12,9 1,5 10,5 12,1
1800 91,2 8,4 99,6 80,9 12,5 93,4 12 12,3 13,6 2,0 12,0 14,0

Tabla 7.4 Porcentajes de conversion a metil fenil sulfoxido (MPSO) y metil fenil sulfona (MPSOO)
a partir de tioanisol utilizando D y L-DNAzima peroxidasa. Para las reacciones se utilizd 12 pM
de DNAzima, 2,5 mM de tioanisol y 4 mM de H;0; en buffer HEPES-NH4 pH 8 a 25 ° C. Control 1
no contiene ni hemina ni oligonucleotido. Control 2 no contiene oligonucledtido. ND = No

Determinado.
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Figura7.5 Curvasde porcentaje de oxidacion a metil fenil sulfoxido (MPSO) en funcion del
tiempo utilizando Dy L-DNAzima peroxidasa. D-DNAzima peroxidasa (x); L-DNAzima

peroxidasa (e); Control 1 (m); Control 2 (A).

Como se puede observar en laFigura 7.5 ambas DNAzimas fueron capaces de catalizar
la oxidacion del tioanisol. Se obtuvieron actividades comparables para las formas D y L siendo
las velocidades iniciales de reaccion 3,1 mM:s' y 20 mM.s' respectivamente. Si bien ambos
oligonucledtidos han demostrado ser capaces de formar cuartetos de G y de unirse a la hemina,
esta leve diferenciaensuactividad podria deberse aque lahemina, sibien tiene unalto gradode
simetria, no es completamente simétrica.

Los porcentajes de conversion a sulfoxido de ambas reacciones en comparacion con el
control 2 demostraron que la unién del oligonucleotido rico en guanina a la hemina potencia
significativamente su capacidad como catalizador de reacciones de oxidacion.

Observando las Tablas 7.2 y 7.4 podemos concluir que la formacion de sulfona
depende exclusivamente de la concentracion de H,0, siendo una conversidn rapida que luego se
mantiene constante a lo largo del tiempo y que es independiente de la presencia de hemina o
DNAzima en el medio. Esto explicaria por qué en las condiciones reportadas por Sen, donde se
utilizo 1 mM de H,0,, no se observo formacion de sulfona durante el transcurso de la reaccion
mientras que en las condiciones aqui utilizadas hubo una conversion del 12 %
aproximadamente utilizando 4 mM de H;0,. También es interesante aclarar que luego de 24
horas de reaccidn, los porcentajes de MPSO y MPSOO se mantuvieron constantes, indicando que

no ocurrié una sobreoxidacion a sulfona a tiempos prolongados.
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7.3.3 Oxidacion de tioanisol por la DNAzima peroxidasa inmovilizada (I-DZ)

Para probar la actividad del complejo formado por la hemina y el oligonucleétido
inmovilizado se utilizo6 la reaccion de oxidacidn del tioanisol en las mismas condiciones para
luego poder comparar con sus analogas en solucion.

Para una manipulacion mas sencilla del oligonucleétido inmovilizado se utilizo toda la
masa obtenida en la sintesis asumiendo como concentracion de DNAzima activa, la
concentracion de hemina (12 pM) y quedando oligonucleétido en exceso. El tioanisol presento la
particularidad de adsorberse al soporte y por lo tanto su concentracion en el sobrenadante fue

estabilizada a 2,5 mM previo al inicio de la reaccion.
En la Figura 7.6 podemos observar como la actividad de |-DZ se diferencio
significativamente de los controles presentando una actividad levemente menor que la de sus

analogas en solucion (Ver Cromatograma en Capitulo 8: Anexo, Figura 10.94).
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(8]
o

Ctrl1 Ctrl2 D-DZ L-DZ Ctrl3 Ctrl4 Ctrl5 1-DZ

Figura 7.6 Porcentaje de conversién a metil fenil sulfoxido (MPSO) a los 30 minutos de
reacciones catalizadas por D-DZ, L-DZ e I-DZ. El Control 1 (Ctrl 1) corresponde a la reaccion
catalizada por peroxido de hidrégeno, mientras que el Control 2 (Ctrl 2) contiene ademas
hemina. D-DZ y L-DZ corresponden a las reacciones catalizadas por la D-DNAzima y la L-
DNAzima respectivamente ambas conteniendo hemina y perdxido. Los Controles 3y 4 (Ctrl 3y
Ctrl 4) son analogos a los Controles 1y 2 pero con el agregado de soporte de poliestireno sin

derivatizar. El Control 5 (Ctrl 5) contiene perdxido de hidrogeno y DNAzima inmovilizada
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mientras que |-DZ es lareaccion catalizada por la DNAzima inmovilizada en presencia de hemina

y perdxido de hidrogeno.

Debido a la particularidad de la fase de adsorber el sustrato, si seguimos la reaccion
mas alla de la media hora podemos ver una liberacion del sustrato desde el soporte al
sobrenadante de la reaccion para mantener un equilibrio y por lo tanto la reaccion continta
hasta el agotamiento del peroxido de hidrégeno. Aqui también se puede observar como la
formacion de sulfona inicial depende de la concentracion inicial de perdxido y se mantiene
constante a lo largo de la reaccion, mientras que el producto mayoritario sigue siendo el
sulfoxido (Tabla7.5).

Tiempo (min)  MPSO (mM) % MPSO MPSOO (mM) 9%MPSOO

0 0,00 0,0 0,00 0,0
1 0,32 11,3 0,23 8,1
30 2,15 75,7 0,26 9,2
60 3,19 112,0 0,29 10,2
90 3,58 126,0 0,24 8,5
120 4,03 142,0 0,23 8,1

Tabla7.5Porcentaje de conversion a metil fenil sulfoxido (MPSO) y metil fenil sulfona (MPSOO)

a partir de tioanisol utilizando como catalizador I-DZ.

La ventaja que aporta la inmovilizacion del catalizador, es la posibilidad de
recuperacion y reuso. Para probar esto, la reaccion fue realizada cuatro veces consecutivas.
Entre cada reaccion el soporte fue lavado varias veces con DMSO y luego con agua. En la Tabla
7.6 observamos como la DNAzima continla siendo activa luego de sucesivos usos. Ademas es
interesante tener en cuenta que se tratd del mismooligonucleotido utilizado tantoenlapuestaa

punto de esta reaccion como en los ensayos colorimétricos de oxidacion de TMB.
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% MPSO % MPSOO 9% MPSO.min-1

Control 3 1,7 13,8 0,06
Control 4 5,5 8,2 0,18
Control 5 3,2 8,6 0,11
[-DZ 1 88,3 9,8 2,94
I-DZ 2 66,1 10,0 2,20
I-DZ 3 69,3 5,4 2,31
I-DZ 4 75,5 9,2 2,52

Tabla 7.6 Recuperacion y reuso de I-DZ. Porcentaje de conversion a metil fenil sulféxido (MPSO)
y metil fenil sulfona (MPSOO0) a los 30 minutos de reacciones catalizadas por la DNAzima

peroxidasa inmovilizada (1-DZ).

Oxidacion de otros sulfuros por la D y la L-DNAzima peroxidasa

Debido a que los sulfoxidos con actividad bioloégica son mas voluminosos que el
tioanisol y debido a que no se conoce cual es el rango de aceptacién de sustratos de esta
DNAzima, se exploré la preparacion de otros sulfoxidos de mayor peso molecular utilizando laD
y la L-DNAzima peroxidasa.

Se mantuvieron las mismas condiciones de reaccion utilizadas para la oxidacion de
tioanisol (12 pM de oligonucleédtido, 12 uM de hemina y 4 mM de H;0; en buffer HEPES-NH4a 25
°C) exceptuando la concentracion de sustrato utilizada, la cual fue optimizada en cada caso
teniendo en cuenta la solubilidad de cada sustrato en el medio de reaccion y la absortividad
molar de los mismos.

Los sustratos utilizados fueron el difenil sulfuro (DPS), dibencil sulfuro (DBS) y el
dibenzotiofeno (DBT) (Figura 7.7).
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Figura 7.7 Reacciones de oxidacion de difenil sulfuro (DPS), dibencil sulfuro (DBS) y
dibenzotiofeno (DBT).

Los porcentajes de conversion a sus respectivos sulfoxidos y sulfonas pueden

observarse en la Tabla 7.7 y la Figura 7.8 (Ver cromatogramas en Capitulo 8: Anexo, Figuras
10.95 -10.100).
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. Difenil sulfuro Dibencil sulfuro Dibenzotiofeno
Tiempo

% % % % % % % % %

min
( ) DPSO DPSOO Total DBSO DBSOO Total DBTO DBTOO Total

1 70,9 0,0 70,9 28,1 0,0 28,1 69,4 8,8 78,1

obz 30 100,00 0,0 100,0 31,2 0,0 31,2 78,3 10,2 88,4
| -Dy 1 67,2 0,0 67,2 32,1 0,0 32,17 90,3 4,5 94,7
30 93,9 0,0 93,9 46,5 0,0 46,5 92,0 4,5 96,5

Control 1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
1 30 0,7 0,0 0,7 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Control 1 1,9 0,0 1,9 0,0 0,0 0,0 1,4 0,0 1,4
2 30 2,9 0,0 2,9 2,6 0,0 2,6 2,4 0,0 2,4

Tabla 7.7 Porcentajes de conversion a sulfoxidos y sulfonas a partir de difenil sulfuro, dibencil
sulfuro y dibenzotiofeno utilizando como catalizador D y L-DNAzima peroxidasa a 1 y 30
minutos de reaccion. Para las reacciones se utiliza 12 yM de DNAzima, 4 mM de H,0; en buffer
HEPES-NH4 pH 8 a 25 °C. Las concentraciones de sustrato empleadas fueron 0,1 mM DPS, 0,25
mM DBS, y 0,15 mM DBT. Control 1 no contiene ni hemina ni oligonucleétido. Control 2 no

contiene oligonucledtido.
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Figura7.8.Porcentajesdeconversionasulfoxidosapartirdetioanisol, difenilsulfuro, dibencil
sulfuroy dibenzotiofeno a 1y 30 minutos de reaccion, utilizando como catalizador Dy L-

DNAzima peroxidasa.

En todos los casos el sulfuro elegido fue aceptado como sustrato por ambas DNAzimas
las cuales presentaron actividad comparable. Para todos los sustratos los  porcentajes de
oxidacion de las reacciones catalizadas por las DNAzimas fueron muy superiores a los obtenidos

para los controles.

Oxidaciéon de Paracetamol

A modo de ampliar nuestro conocimiento sobre la variedad de sustratos que pueden
ser aceptados por la DNAzima peroxidasa se decidié ensayar la oxidacion del paracetamol. Este
sustrato resultd de interés ya que ha sido oxidado por la analoga proteica de la DNAzima, la
peroxidasa de rabano picante (Horseradish peroxidase o HRP).8 A partir de esta reaccion han
surgidoaplicacionesinteresantescomoelusode HRP/Paracetamolen terapias antitumoralesde
enzima/prodroga debidoa la citotoxicidad de los productos de oxidacion®y, por otro lado, el uso

de HRP inmovilizada para la remocion de este analgésico de aguas contaminadas!®

122



Capitulo 7: Exploracion del uso de la DNAzima peroxidasa.

Con laidea de ver sila DNAzima peroxidasa también es capaz de catalizar este tipo de
oxidacion se ensayo la reaccion bajo las mismas condiciones que las utilizadas para la oxidacion

de sulfuros. EnlaFigura 7.9 se puede observar la estructura quimica de Paracetamol.

H
N

HO

Figura 7.9 Estructura quimica del Paracetamol.

En la Figura 7.10 se pueden observar los porcentajes de conversion a productos para
las reacciones de oxidacion catalizadas por la D, L e I-DZ. El control 1 que corresponde a la
oxidacion utilizando solamente peroxido de hidrogeno, no presenté conversion a productos asi
como tampoco lo hizo el control 3 que es igual al control 1 con el agregado de soporte sin
derivatizar. El control 2 corresponde a la oxidacion utilizando solamente hemina como
catalizador y el control 4 es analogo al 2 con el agregado de soporte sin derivatizar.

Para las reacciones con las DNAzimas solubles, la reaccion alcanzo su meseta a los 60
minutos con una conversion cercana al 100% diferenciandose significativamente de la reaccion
catalizada por la hemina. Para el caso de la DNAzima inmovilizada se pudo ver como a medida
que avanzaba la reaccion habia una mayor diferencia con respecto al control logrando la meseta
a los 120 minutos y con un menor porcentaje de conversion que las DNAzimas solubles. Si bien
fue menos activa, la ventaja de esta Ultima radica en su posibilidad de recuperaciony reuso. En
los replicados de la oxidacion del paracetamol se utilizo la misma I-DZ que es a su vez la misma
que la utilizada para la oxidacion de TMB y de tioanisol.

Otro aspecto importante del uso del paracetamol como sustrato fue la posibilidad de
ensayar una reaccion catalizada por I-DZ donde el sustrato no quede adsorbido al soporte como
en el caso del tioanisol, lo cual fue controlado incubando I-DZ y el sustrato por 24 horas
observando que laconcentracion en el sobrenadante se mantuvo constante (Ver cromatogramas
en Capitulo 8: Anexo, Figuras 10.101 - 10.103).
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Figura7.10Porcentajedeconversionaproductos deoxidaciondel paracetamolutilizandocomo
catalizador los formas Dy L de la DNAzima peroxidasay la DNAzima peroxidasa inmovilizada. EL
Control 2 corresponde a la oxidacion catalizada por laheminay el control 4 corresponde a la

oxidacion catalizada por la hemina en presencia de soporte sin derivatizar.

Oxidacion de acido indol acético (IAA)

Teniendo en cuenta la capacidad de PS2.M de oxidar indol,” se quiso explorar la
posibilidad de obtener productos de oxidacion del IAA utilizando como catalizador D-DZ
peroxidasa. Este sustrato resultd de interés ya que sus productos de oxidacion resultaron ser
citotoxicos y pudieron ser obtenidos utilizando la peroxidasa de rabano picante (HRP) en
protocolos de terapias antitumorales de enzima/prodroga. 1,12

En la Figura 7.11 puede observarse la estructura quimica del acido indol acético.

0
OH

N\

N

H

Figura 7.11 Estructura quimica del acido indol acético.
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En la Tabla 7.8 pueden observarse los porcentajes de conversion a productos para la
oxidacion del IAA utilizando hemina o D-DZ peroxidasa. Utilizando las mismas condiciones que
para la oxidacion de sulfuros el control de oxidacion con hemina presentd porcentajes de
conversion demasiado altos con sélo un minuto de iniciada la reaccion. Por esta razon se
ensayaron varias condiciones siendo E y F las que mejor nos permitieron distinguir el control de
la reaccion catalizada por la DNAzima. De todos modos las reacciones no presentaron altos
porcentajes de conversiony no lograron diferenciarse de los controles de manera que amerite el

uso de la DNAzima como catalizador.

ADN Hemina H,0; % de conversion a productos

(UM) (M) (mM) 1 minuto 30 minutos 60 minutos
Control A 0 12 4 54,7 -- --
Control B 0 8 4 36,5 -- --
Control C 0 8 2,5 42,4 -- --
Control D 0 6 1 32,3 -- --
Control E 0 4 1 22,6 23,2 23,2
Reaccion E 4 4 1 27,0 44,2 48,5
Control F 0 2 1 0,0 19,8 35,4
Reaccion F 2 2 1 14,2 31,3 31,3

Tabla7.8Porcentaje deconversionaproductos para laoxidacion del acidoindolacético (IAA)

utilizando hemina y D-DNAzima peroxidasa.

Oxidacién defenol

Considerando el trabajo de Rojas y colaboradores donde se analizé la oxidacion de
fenol utilizando PS2.M y HRP, 13 se intento reproducir esta reaccion con D-DZ para luego evaluar
la posibilidad de oxidacion del mismo con L e I-DZ y de utilizar fenoles sustituidos para analizar
como pueden afectar distintos sustituyentes la velocidad de reaccién y el porcentaje de
conversion.

En la Tabla 7.9 se pueden observar los porcentajes de conversion obtenidos para la
oxidacion de fenol. Se ensayd la reaccion utilizando las condiciones reportadas (Reaccion A)
pero no se detectd un avance de la misma. Por esta razon se probaron las condiciones utilizadas
para la oxidacion de sulfuros con dos concentraciones de sustrato diferentes (Reacciones By C).
En ambos casos los porcentajes de conversion a productos resultan bajos inclusive luego de 24

horas de reacciony nosediferencian de los controles realizados con hemina. Por lo tantoen este
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caso, al igual que en la oxidacion del IAA no se ve justificado el uso de la DNAzima como

catalizador de la reaccion.

Fenol ADN Hemina H202 % de conversion a productos

(MM) (M) (UM) (MM)  1min 30min 60 min 24 hs
ReaccionA 1 4 4 10  NR___NR  NR MR
Reaccion B 1 12 12 4 14,3 20,4 18,4 26,5
Control B 1 0 12 4 0 8,2 10,2 14,3
ReaccionC 2,5 12 12 4 0 10,2 15,3 17,8
Control C 2,5 0 12 4 0 4,5 13,2 22,8

Tabla7.9Porcentajesde conversionaproductos paralaoxidacionde fenol catalizadapor D-Dz

(NR =noreacciona).

CONCLUSIONES

Se evaluo la actividad de D-DZ, L-DZ e I-DZ a través de la oxidacion del sustrato
colorimétrico TMB. Las actividades de D y L-DZ fueron equivalentes y se diferenciaron
significativamente de los controles, mientras que la comparacioén de actividad con I-DZ se vid
dificultada por una adsorcion del intermediario de reaccion al soporte. De todos modos
demostro que conserva su actividad estando inmovilizada y que la construccion es de utilidad
paraunsistemadonde se requieraunareaccioncolorimétricalocalizaday estable en el tiempo.

Se logro obtener metilfenil sulfoxido a partir de tioanisol utilizando tanto L-DZ como |-
DZ con actividades comparables a las de D-DZ. Dy L-DZ fueron capaces de oxidar otros sulfuros
mas voluminosos obteniéndose porcentajes de conversion similares para ambas.

Larecuperaciony reuso de la DNAzima inmovilizada fue evaluada tanto en la reaccion
de oxidacion de TMB como de tioanisol observandose en ambos casos una permanencia de la
actividad con los sucesivos reusos.

Se evaluo la capacidad de la DNAzima peroxidasa de oxidar otros grupos funcionales
ademasde los sulfuros. Mientras que ladegradacion del paracetamol fue posible utilizando tanto
D-DZ como I-DZ, no se lograron porcentajes de conversion significativamente diferentes del
control con sustratos como IAA 'y fenol.

La DNAzima peroxidasa fue capaz de catalizar reacciones de transferencia de oxigeno
tanto en su forma D como L e inmovilizada a un soporte de poliestireno. La DNAzima

inmovilizada mantuvo su actividad con los sucesivos reusos sugiriendo una posible aplicacionen
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sintesis organica. La posibilidad de aceptacién de sulfuros voluminosos y paracetamol como

sustratosinvita a explorar el posible repertorio de compuestos a oxidar por esta DNAzima.
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CONCLUSIONES
GENERALES Y
PROYECCIONES FUTURAS

1 CONCLUSIONES GENERALES

Eldescubrimientode las propiedades cataliticasy de reconocimiento molecular de los
acidos nucleicos y su enorme potencial como herramientas terapéuticas y diagnosticas nos ha
llevado a profundizar sobre las posibles aplicaciones de los mismos mejorando en algunas
ocasiones aspectos que pueden limitar su uso como ser su baja estabilidad en fluidos biologicos.
Para abordar esta dificultad, se sintetizaron los diastereoisdomeros (2’R) y (2’S)-2’-desoxi-2’-C-
metilnucledsidos de uridina y citidina que fueron convertidos a sus respectivas fosforamiditas
para ser utilizados como monomeros en la sintesis de oligonucledtidos modificados. Estudios
cinéticos realizados sobre la DNAzima fosfodiesterasa 8-17 revelaron que la incorporacion de
modificaciones quimicas en el nicleo catalitico es posicion dependiente. En todos los casos las
modificaciones afectaron la actividad de la DNAzima siendo mejor toleradas las modificaciones
de CquelasdeT. Las posiciones del nlcleo catalitico mas permisivas a alteraciones fueronla8y
la 11 siendo las DNAzimas modificadas con mayor actividad la DZ8-17 C(R)s y la DZ8-17 C(S)s-
C(S)11. La preferencia por uno u otro diastereoisomero dependié de la posicion a modificar no
observandose una relacion entre la configuracion del carbono 2’ y la consiguiente conformacion
preferencial delnucleosido, con laactividad de laDNAzima. Laincorporacion de 2’-desoxi-2’-C-
metilnucledsidos aumentd la resistencia de la DNAzima en medios degradantes  Si bien al
aumentar el nUmero de modificaciones en el nicleo catalitico aumenté la estabilidad, el mejor
compromiso entre actividad y estabilidad para las DNAzimas modificadas tanto en el nucleo
catalitico como en los brazos de reconocimiento, se obtuvo para la DNAzima con una
modificacion en el nlcleo catalitico, DZ8-17 C(R)s B.

Paraevaluar el efectode (2’R) y (2’S)- ’-desoxi-2’-C-metilnucleodsidos en un sistema
diferente a la DNAzima 8-17 pero con el mismo fin, el silenciamiento génico, se obtuvieron
oligonucledtidos de ARN modificados para construir siRNAs. A diferencia de la DNAzima 8-17
donde el proceso de silenciamiento depende solamente de la actividad y estabilidad del

oligonucledtido, en el caso de los siRNA se ve involucrado un complejo proteico con el cual el
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oligonucledtidodebe interactuar. Por lo tanto, laintroduccion de modificaciones quimicasenla
cadena de los mismos afectara la potencia del siRNA debido a alteraciones de esta interaccion.
La construccion de siRNAs modificados resulté un proceso complejo donde al igual que para el
caso de laDNAzima 8-17 resulté dificil predecir el resultado. Sin embargo, una vez obtenidos los
resultados de la potencia para cada modificacion pudieron establecerse ciertas tendencias.
Sabiendo que aquellos factores que beneficien la seleccion de la cadena antisentido por el
complejo RISC como ser, la estabilizacion de la interaccion del extremo 3’ con el complejo
proteico, o la moderada desestabilizacion termodinamica del duplex en la region seed dela
cadena antisentido llevan a un aumento de la potencia y especificidad de la respuesta
silenciadoray que alteraciones en la hibridacion con la secuencia blanco traen una disminucion
de la potencia, se analizdé como se reflejaban en la actividad silenciadora cambios en estas
regiones. Los 2’-desoxi-2’-C-metilnucledsidos fueron capaces de provocar un aumento de la
potenciaydelaespecificidad siendoesteefecto posicion dependiente. Estas modificacioneshan
tenido un efecto estabilizante de las regiones 3’-overhang aumentando la potencia de los siRNA
al estar ubicadas en la cadena antisentido, mientras que han producido una disminucion de la
misma al estar ubicados en la cadena sentido. En esta region la presencia de uno u otro
diastereoisdmero no es discriminada. En la region seed, si comparamos los siRNAs modificados
en la posicion 5 con los modificados en la posicion 2, podemos decir que en los primeros se
observa una mayor potencia y especificidad, importante a la hora de evaluar el efecto global
provocado por esta estrategia de silenciamiento que busca ademas de maximizar la potencia,
minimizar los efectos secundarios. Casos en donde las modificaciones provocaron una marcada
disminucion de la potencia pero un marcado aumento de la especificidad podrian deberse al
aumento por un lado de la seleccion de la cadena antisentido por RISC debido a una
desestabilizacion del diplex, acompainado de inconvenientes en la hibridacion con el target.
Pudo observarse una relacion entre los valores de Tm y la especificidad. En las cadenas
antisentido modificadas en las posiciones 5 y 6 se observo un aumento de la especificidad
acompanado de mayores ATm o mayor desestabilizacion termodinamica del diplex, mientras
que para las cadenas modificadas en la posicion 2, los valores de especificidad fueron iguales o
menores que el duplex no modificado coincidiendo con valores similares de Tm.

Para ampliar nuestros conocimientos sobre los efectos de los 2’-desoxi-2’-C-
metilnucleodsidosen laformaciondeestructurasdoblecadena, se obtuvieronoligonucleotidosde
ADN complementarios y se evaluaron los cambios provocados por la presencia de estas
modificaciones sobre la estabilidad termodinamica del duplex de ADN. Los efectos fueron
desfavorables causando una caida de la temperatura de fusion y no se observaron diferencias
segln el tipo de diastereoisomero empleado, coincidiendo con los resultados obtenidos para la

DNAzima 8-17 y los siRNA modificados. Con el fin de explorar el efecto de estos analogos en otro
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tipode estructura, se obtuvieron oligonucleoétidos modificados cuya secuencia corresponde a un
fragmento del telomerode los vertebradosy cuya estructurasecundaria predominante en medio
acido, es el i-motif. En este caso, se produjo un efecto estabilizante en mayor o menor medida
dependiendode la posicion donde se introdujo lamodificacion. Eli-motif mas estable resultd ser
el doble modificado pudiéndose formar incluso a pH neutro y en condiciones similares a las
fisiologicas. Probablemente esta propiedad estabilizante de la (2’S)-2’-desoxi-2’-C-metilcitidina
radique en su desplazamiento hacia la conformacion C3’-endoy en su sustituyente no polar en el
Ccz2’.

Conelfindeexplorarelusode los oligonucledtidos funcionales como catalizadores en
la sintesis de compuestos organicos se empleo a la DNAzima peroxidasa para la obtencion de
sulfoxidos a partir de sulfuros obteniéndose rendimientos comparables a las enzimas proteicas
tanto con la DNAzima sin modificar como con la DNAzima enteramente modificada con L-
nucleotidos. Se inmovilizo exitosamente el oligonucledtido manteniendo éste su capacidad de
reconocer alaheminay observandose unapermanenciade laactividad conlos sucesivos reusos.

Se evaluo la capacidad de la DNAzima peroxidasa de oxidar otros grupos funcionales

ademas de los sulfuros siendo posible la degradacion del paracetamol.

PROYECCIONES FUTURAS

Con respecto a la obtencion de los 2" -desoxi-2 " -C-metilnucledsidos, seria interesante
llevar a cabo la sintesis de 2 -desoxi-2"-C-metiladenosina y 2" -desoxi-2 "-C-metilguanosina para
poder ampliar el niUmero de posiciones modificables del nucleo catalitico de la DNAzima
generando asi nuevas combinaciones. En este trabajo se logro obtener DNAzimas con hasta dos
modificaciones en el nlicleo catalitico con apropiada actividad, pudiendo evaluarse a futuro
posibles combinaciones para la sintesis de una triple modificada.

Seria de interés para nuestro grupo evaluar las DNAzimas con la mejor relacion entre
actividad y estabilidad obtenidas para los ensayos de hidrélisis con sustratos cortos, en cultivos
celulares. Las DNAzimas ya sintetizadas podrian evaluarse en cultivos que sobre-expresen
STAT3 o podrian sintetizarse nuevas DNAzimas con diferente secuencia en sus brazos de
reconocimiento para ampliar el analisis a otros targets, como por ejemplo ARN virales en
cultivos celularesinfectados.

En cuanto a los resultados obtenidos para los siRNA modificados seria interesante
continuar evaluando la especificidad de todos los duplex y en el caso de contar con los
nucledsidos modificados de adenosina y guanosina estudiar los efectos causados al modificar
estas posiciones. Por otro lado también se podria combinar en el mismo duplex las

modificaciones ya estudiadas con otras comerciales que también han dado buenos resultados.
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Debido a los resultados alentadores obtenidos en la estabilizacion de i-motif por la
(2°S)-2’-desoxi-2’-C-metilcitidina seria interesante incluir mas posiciones modificadas realizando
un estudio mas exhaustivo.

La posibilidad de aceptacion de sulfuros voluminosos y paracetamol como sustratos
por la DNAzima peroxidasa invita a explorar el posible repertorio de compuestos a oxidar por
esta DNAzimay la posibilidad de inmovilizacidn de la misma nos lleva a pensar en otros posibles

soportes que se adapten mejor a las condiciones y medios de reaccion.
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MATERIALES Y METODOS

9.1MATERIALES

9.1.1Reactivosysolventes

Sintesis de 2-desoxi-2’-C-metilnucleoésidos (Capitulo 2)

1,2,4-Triazol (Sigma Aldrich)
1,3-Dicloro-1,1,3,3-tetraisopropildisiloxano (ChemGenes)
1,4-Diazabiciclo[2,2,2]octano (Fluka)
2-Nitrobenzaldoxima (SigmaAldrich)
4-Dimetilaminopiridina (Fluka)

4-Nitrofenol (RiedeldeHaén)

7-Metilguanosina (Promega)

Acetato de etilo (Sintorgan)

Acetonitrilo (Sintorgan)

Agua desionizada

Amoniaco (J.T. Baker)

Anhidrido acético (Sintorgan)

Benzofenona (Riedel-de Haén)

Bicarbonato de sodio (Anedra)

Bromurode metiltrifenilfosfonio (SigmaAldrich)
Cloroformo (Sintorgan)

Cloroformo deuterado (Sigma Aldrich)

Cloruro de 4,4'-dimetoxitritilo (Sigma Aldrich)
Cloruro de amonio (Merck)

Cloruro de benzoilo (Sigma Aldrich)

Cloruro de p-toluensulfonilo (Sigma Aldrich)
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Cloruro de sodio (Anedra)

Diclorometano (Sintorgan)

Dioxano (Sintorgan)

Dowex 50WX4-400 (Sigma Aldrich)

Etanol absoluto (Sintorgan)

Fluoruro de tetrabutilamonio 1 M en THF (Sigma Aldrich)
Hidrégeno (Linde)

Hidroxido de sodio (Anedra)

Hidruro de calcio (Sigma Aldrich)

Metanol (Sintorgan)
N,N-diisopropiletilamina (Sigma Aldrich)
n-Butil litio 2 M en ciclohexano (Sigma Aldrich)
Nitrogeno (Linde)

Oxiclorurode fosforo (Sigma Aldrich)
Paladio-carbon 10% (Sigma Aldrich)
Pentoxidode fosforo (Merck-Anedra)
Piridina (Sintorgan)

Placas de silica gel 60F254 aluminio (Merck)
Silica gel 60 (0,040-0,063 mm) (Merck)
Sodio (SigmaAldrich)

Sulfato de sodio anhidro (Anedra)
Tetrahidrofurano (Sintorgan)
Tetrametilguanidina (Sigma Aldrich)
Tolueno (Sintorgan)

Trietilamina (Sintorgan)

Trioxido de cromo (Sigma Aldrich)

Uridina (SigmaAldrich)

B-cianoetoxi-N,N-diisopropilaminoclorofosfina (ChemGenes)

Sintesis de oligonucleé6tidos modificados (Capitulo 3)

2,6-Lutidina (Sigma Aldrich)
5-Etiltiotetrazol (ChemGenes)
Acetonitriloanhidro (J. T. Baker-Tedia)
Acidop-toluensulfénico (SigmaAldrich)

Acido tricloroacético (Sigma Aldrich)
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Acido trifluoroacético (Sigma Aldrich)

Amoniaco (c) (Merck - J. T. Baker - Anedra)

Agua desionizada

Anhidridoacético (Sintorgan)

Argon (Linde)

Bicarbonato de amonio (Sigma Aldrich)

Buffer de Quenching Glen-Pak (GlenResearch)
Cartuchode purificacionde ADNGlen-Pak (GlenResearch)
Cartuchode purificacion ARN Glen-Pak (Glen Research)
Cloruro de Sodio (Sigma Aldrich)

Columnas Sephadex G-25illustraNAP-10 (GE Healthcare)
Diclorometano (Merck)

CPG (Controlled pore glass) (ChemGenes)

Etanol (Sigma Aldrich)

Fasesolidade poliestireno (ChemGenes)

Fosforamiditas (2’-0-metil) (ChemGenes)
Fosforamiditas (ADN) (ChemGenes)

Fosforamiditas (ARN) (ChemGenes)

N-metilimidazol (Sigma Aldrich)

N-metilpirrolidona (Sigma Aldrich)

Piridina (Merck)

Reactivo de Beaucage (ChemGenes)

Tetrahidrofurano (Merck)

Trietilamina-TRIS hidrofluorhidrico (Sigma Aldrich)
Yodo (SigmaAldrich)

Estudios de actividad y estabilidad de DNAzimas 8-17 modificadas (Capitulo 4)

[y-32P] Adenosinatrifosfato (Perkin Elmer)
Acido acético (J. T. Baker - Sintorgan)
Acido Bérico (Sigma Aldrich)

Acido clorhidrico (c) (Sintorgan)
Acrilamida (Invitrogen)

Alcohol isoamilico (Cicarelli)

Azul de bromofenol (Sigma Aldrich)

Cloruro de magnesio (Anedra)
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DNAzima 8-17 (5’ ATGAAACATGTCAGCGACTCGAAAACGTGGC 3’) (Sigma Aldrich)
EDTA (Anedra)

EndoucleasaRQ1 (Promega)

Formamida (Sintorgan)

Glicerol (Sintorgan)

Lisado de células T47D

N,N’-metilenbisacrilamida (Invitrogen)

Persulfato de amonio (Sigma Aldrich)

Sustrato corto stat3 ARN (5 GCCACGTTGGTGTTTCAT 3’) (Sigma Aldrich)
Sustratocortostat3Quimera (5’ GCCACGTTrGrGTGTTTCAT 3’) (IntegratedDNATechnologies)
T4 polinucledtido quinasa 10 U/pl (Invitrogen)

TRIS (Invitrogen)

Ultra-0.5CentrifugalFilter 3K (Amicon)

Urea (Invitrogen)

Estudios de potencia de siRNAs modificados (Capitulo 5)

Aguadestilada, libre de RNAsas (Gibco)

Buffer fosfato salino (PBS) (Gibco)

Cloruro de magnesio (Sigma Aldrich)

DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium)(Gibco)
Ensayoreporterodualdelaluciferasa (kit): Reactivoensayoluciferasa, Bufferensayoluciferasa,
Buffer Stop & Glo 50X, Reactivo Stop & Glo, Buffer de lisis pasiva 5X (Promega)
HEPES (Sigma Aldrich)

Hidroxido de potasio (Sigma Aldrich)

Linea cellular HeLa (ATCC)

Lipofectamina 2000 (Invitrogen)

Opti-MEM (Gibco)

Plasmido psiCHECK2 (Promega)

Suero Fetal Bovino (FBS) (Gibco)

Tripsina-EDTA 0,25%, Rojo de fenol (Gibco)

Estudios de formacion de duplex e i-motif en cadenas de ADN modificadas (Capitulo 6)

Acetato de sodio (Sigma Aldrich)
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Acidoacético (SigmaAldrich)

Agua destilada

Agua deuterada (Sigma Aldrich)

Cloruro de potasio (Sigma Aldrich)

Cloruro de sodio (Sigma Aldrich)

Fosfato de sodio dibasico (Sigma Aldrich)

Fosfato de sodio monobasico (Sigma Aldrich)

Exploracion del uso de la DNAzima peroxidasa (Capitulo 7)

3,3’,5,5’-tetrametilbencidina (Sigma Aldrich)
Acido sulfirico (c) (Anedra)
Bisulfito de sodio (J.T.Baker)

Citrato de sodio (Anedra)

D-DNAzima Peroxidasa (5 GGGTAGGGCGGGTTGGG 3’) (Integrated DNA Technologies)

Dibencil sulfona (Sigma Aldrich)

Dibencil sulfoxido (Sigma Aldrich)

Dibencil sulfuro (Sigma Aldrich)

Dibenzotiofeno (Sigma Aldrich)
Dibenzotiofenosulfona (SigmaAldrich)

Difenil sulfona (Sigma Aldrich)

Difenil sulfoxido (Sigma Aldrich)

Difenil sulfuro (Sigma Aldrich)

Dimetilsulfoxido (Sintorgan)

Fenol (Invitrogen)

Fosfato disodico (Anedra)

Fosfato monosodico (Anedra)

Hemina (Sigma Aldrich)

HEPES (Sigma Aldrich)

L-DNAzima Peroxidasa (5’ GGGTAGGGCGGGTTGGG 3’) (ChemGenes)
Metil fenil sulfona (Sigma Aldrich)

Metil fenil sulfoxido (Sigma Aldrich)

Perdxido de hidrogeno 30% (w/w) (Sigma Aldrich)
Tioanisol (Sigma Aldrich)

Tritdn (Invitrogen)
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9.1.2Buffersysoluciones

Sintesis de oligonucleotidos modificados (Capitulo 3)

Soluciones para el sintetizador:

Solucion de activante: 0,25 M etiltiotetrazol en acetonitrilo anhidro.
Soluciondefosforamiditas: 0,1 Mfosforamiditaenacetonitriloanhidro.
Solucion para Destritilacion: 3 % tricloroacético en diclorometano
Solucién capping A: THF/lutidina/anhidrido acético (8:1:1).

Solucién capping B: 16% N-metilimidazol en THF.

Solucion oxidante: 0,02 M lodo en THF/piridina/agua (70:20:10).

Solucién sulfurizante: 0,05 M reactivo de Beaucage en acetonitrilo.

RP-HPLC de oligonucledtidos:

TEAA 10 X
Acetato de trietilamonio 1M pH 7

Estudios de actividad y estabilidad de DNAzimas 8-17 modificadas (Capitulo 4)

Electroforesis en geles de poliacrilamida:

TBE 5 X

Tris-HCL pH 8.3 445 mM
Acido borico 44 mM
EDTA 10 mM

Buffer de siembra

TBE 1 X

Urea 7 M

EDTA 17 mM
Azuldebromofenol0.1%
Formamida 50%
Glicerol 4,2 %
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Reaccion de marcacion de oligonucledtidos con [y32P] ATP:

T4 Polinucleétido Kinasa Invitrogen
T4 Polinucleotido Kinasa 10 U/ pl
TRIS-HCL (pH 7,6) 50 mM

KCl 25mM

DTT 5mM

ATP 0,1 pM

BSA 0.2 mg/ml

Glicerol 50 %(v/v)

5X Forward reaction buffer Invitrogen
Tris-HCL 350 mM pH 7,6

MgCl; 50 mM

KCl 500 mM

2-Mercaptoetanol 5 mM

Reacciones de hidrélisis catalizadas por DNAzima 8-17:

Buffer de reaccioén
TRIS-HCL 50 mM pH 7

Solucién stop (Buffer de siembra)
TBE 1 x

Urea 7 M

EDTA 17 mM
Azuldebromofenol0.1%
Formamida 50%

Glicerol 4,2 %

Ensayos de estabilidad para DNAzimas 8-17:
Endonucleasa RQ1

RQ1 1 U/pl
HEPES (pH 7,5) 10 mM
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Glicerol 50 %(v/v)
CaCl; 10 mM
MgCl; 10 mM

Buffer RQ1 10X
TRIS-HCL (pH 8) 400 mM
MgSO4 100 mM

CaCl; 10 mM

Estudios de potencia de siRNAs modificados (Capitulo 5)

Buffer HEPES 10X
HEPES 300 mM (pH 7,4)
KOH 1M

MgCl, 20 mM

Estudios de formacion de duplex e i-motif en cadenas de ADN modificadas (Capitulo 6)

Buffer para curvas de fusion de duplex de ADN
Fosfato de sodio 10 mM pH 7
NaCl 150 mM

Buffer 50X para curvas de fusién y dicroismo circular de secuencias formadoras de i-
motif
Acetato de sodio 1M pH 5

Exploracion del uso de la DNAzima peroxidasa (Capitulo 7)
Buffer de incubacion
HEPES-NH4 25 mM pH 8
NaCl 200 mM

KCl 20 mM

Buffer C-P para solucién de trabajo
Citrato de sodio 0,1 M (pH 4,5)
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Na;HPO4 0,2 M
KCl 20 mM
Agua

Solucion de trabajo para reaccion colorimétrica
TMB 0,2 mM

H20; 1 mM

Buffer C-P

9.1.3Equipamiento

Agitador orbital TT400 (Ferca)

Balanza analitica (Adventurer)

Bombas de vacio (Pascal)

Calentadordebloqueseco (Thermo)

Camarade Neubauer (Celeromics)

Campanas de extraccion (Industrias Jones)

Contador de centelleo liquido (Pharmacia Biotech)

Contador Geiger (Ludlum measurements inc.)

Espectrometro de masa Applied Biosystems 4800 Plus MS Sciex MALDI/TOF/TOF (Applied
Biosystems)

Espectrometro de masa LCQ Advantage MAX - Electrospray (Thermo Finnigan)
Espectrofotometro UV-VIS JASCO V-650 (JASCO)
Espectrofotometro UV-VIS Ultrospec 2000 (Pharmacia Biotech)
Espectrometro de RMN Bruker Advance 500 (Bruker)
Espectrometro de RMN Bruker Advance 600 (Bruker)
Espectropolarimetro de dicroismo circular JASCO J-815V (JASCO)
Flujo Laminar (Thermo)

HPLC 321 Pump. Detector UV/VIS 152 (Gilson)

HPLC Columna Apollo C18 (5 um 150 x 4,6 mm) (Alltech)
Incubadora de CO; con calor directo (Thermo)

Liofilizador (Labconco)

LuminometroGlomax-Multi (Promega)

Microcentrifuga (Dragonlab)

Micropipetas automaticas (Gilson)

Microscopio éptico (Motic)
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Mini-PROTEAN Tetra Cell (BIO-RAD)

Fuente Power Pack Basic (BIO-RAD)

Nano drop 1000 UV/VIS (Thermo Scientific)

pH-metro (Hanna Instruments)

Phosphorimager -Storm (Applied Biosystem)

Rotavap (Blichi)

Secador de geles Modelo SE540 (Hoefer Scientificinstruments)
Sintetizador de Oligonucledtidos MerMade 6 (Bioautomation)
Sintetizador de oligonucleotidos Applied Biosystems 3400 (Applied Biosystems)
Sonicador (Testlab)

Speed-vac. RCT 60 (Jouan)

Vortex (Arcano)

9.2METODOS

9.2.1 Sintesis de 2-desoxi-2’-C-metilnucledsidos (Capitulo 2)

Sintesis de 3°,5’-0-(1,1,3,3-tetraisopropildisiloxan-1, 3-diil)uridina (2).
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REACTIVO CANTIDAD PROCEDIMIENTO

Uridina 6g;24,3mmol A unasolucion de uridina (1) seca en piridina anhidra

bajo atmdsfera de nitrdégeno, agitacion magnética y
Piridina 60 ml )
enfriada0 °Cenbanodehielo, se le gotea una solucion

TIPDSCL, 8,4ml;25.3mmol 4o 1,3-dicloro-1,1,3, 3-tetraisopropildisiloxano

Diclorometano 6 ml (TIPDSCLz) endiclorometano seco. Al finalizar el goteo,
Metanol 3,6ml se retira el bano de hielo, y se deja que la mezcla
alcance temperaturaambiente.
Acetato de
il 180 ml A partir de las 3 horas se comienza a controlar el
etilo
avance de la reaccion por TLC. Una vez completa, se
Bicarbonato de 240 ml

detiene por el agregado de metanol. Se evapora el
sodio 5% P/V , ] )
solvente al vacio, y el residuo se disuelve en acetato de
etilo. Se realizan dos lavados con una solucion de
bicarbonato de sodio. La fase organica se seca con
sulfato de sodio anhidro, se filtra, y se evapora el
solvente al vacio obteniéndose el producto (2)
Rendimiento: 98%
Mr 1 =244,2; Mr 2 = 486,7; Rf 2 = 0,6 hexano/acetato
de etilo 1:2
13C-RMN
Compuesto 2 3C-RMN (CDCl3): (6,ppm) 12.65, 13.10, 13.16, 13.56 (CH isopropilos); 16.97,
17.10, 17.13,17.21, 17.41, 17.47, 17.55, 17.64 (CHs isopropilos); 60.31 (C5’); 68.87 (C3’);
75.31 (C2’); 82.06 (C4’); 91.19 (C1’); 102.20 (C5); 140.10 (C6); 150.55 (C2); 163.91 (C4).
TH-RMN
Compuesto 2 'H-RMN (CDCl;): (8,ppm) 1.01-1.12 (m, 28H, isopropilos); 4.02 (dd, 1H, Js.
5v=13.3Hz, Jy.5»=2.2Hz,H5"); 4.18-4.25 (m, 3H, H2’, H4’, H5’); 4.30-4.34 (m,1H, H3’), 5.72
(d,1H, Js5.c=8.4 Hz, H5); 5.76 (s, 1H, H1’); 7.80(d, 1H, Js5.c=8.4 Hz, H6); 9.98 (s, 1H, NH).

Sintesis de 2’-ceto-3’,5’-0-(1,1, 3, 3-tetraisopropildisiloxan-1,3-diil)uridina (3).

143



Capitulo9: Materialesymétodos.

NH

REACTIVO CANTIDAD PROCEDIMIENTO

Compuesto2 5,7g;11,7mmol En una suspension de tribxido de cromo en

Trioxido de diclorometano seco, se gotea bajo atmosfera de nitrogeno
cromo 3,7g; 36,3 mmol y agitacion magnética una solucion de piridina anhidra 'y
L anhidrido acético destilado. Luego de 15 minutos, se
Piridina 6,3 ml . _ )
enfria a en baho de hielo y se agrega el compuesto 2
Anhidrido . ) . .
3,7 ml disuelto en diclorometano seco. Se deja reaccionar a
acético .
temperatura ambiente.
Diclorometano . .,
125,4 ml A partir de las 2 horas se controla el avance de lareaccion
/CrO
P ’ por TLC revelando con calentamiento. Una vez completa
Diclorometano ., oo
38,5ml lareaccion, se vuelcalamezclasobre acetatodeetilofrio
p/2 . . . .
y se realiza una percolacion en silica gel. El filtrado se
Acetatode 1140 ml ,
concentra alvacio.
etilo

Se realiza una purificacion por columna de silica gel
utilizandocomofasemovilunamezclahexano/acetatode
etilo 2:1. Rendimiento: 99%

Mr 3 = 484,7; Rf 3 = 0,7 hexano/acetato de etilo 1:2

13C-RMN

Compuesto 3 3C-RMN (CDCls): (6,ppm) 12.57, 12.76, 13.27, 13.64 (CH isopropilos); 16.99,
17.03, 17.07, 17.09, 17.41, 17.45, 17.49, 17.61 (CHs isopropilos), 62.60 (C5’); 72.09 (C3’); 79.89
(C2’); 85.76 (C4’); 103.45 (C1’); 143.91 (C5); 149,46 (C6); 163.02 (C2); 204.93 (C4).

"H-RMN

Compuesto 3 "H-RMN (CDCls): (6,ppm) 1.01-1.18 (m, 28H, isopropilos); 3.96 (m, 1H, H4’); 4.15
(m,2H,H5’,H5"’);5.02 (s, 1H,H1’); 5.07 (d, 1H, J3.4=9Hz,H3’); 5.78 (d, 1H, Js.s.=8 Hz, H5); 7.18
(d, 1H, Js.c=8 Hz, H6); 8.75 (sa, 1H, NH).
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Sintesis de 2’-desoxi-2’-metiliden-3’,5’-0-(1,1,3,3-tetraisopropildisiloxan-1, 3- diil)uridina (4).

PROCEDIMIENTO

REACTIVO CANTIDAD
Compuesto 3 5,6¢g; 11,6 mmol
Bromuro de 12,5¢; 34,3

trifenilmetilfosfonio mmol
n-butillitio 2M en
14,5ml
ciclohexano
Tetrahidrofurano
86,8 ml
p/iluro
Tetrahidrofurano
81,8ml
p/3
Clorurode amonio 97,5ml
1M

A una suspension de bromuro de trifenilmetilfosfonio
en THF bajo atmosfera de nitrégeno, agitacion
magnéticay enfriada en bafo de hielo, se le goteael
butilitio. La mezcla toma una coloracion naranja-
rojiza propia del iluro. Se deja reaccionar una hora a
temperatura ambiente.

Se agrega el compuesto 3 disuelto en THF al iluroy se
dejareaccionar por 2 horas. Se controla el avance de
la reaccion por TLC. Al finalizar se agrega una
solucion de cloruro de amonio. Se extrae el
compuesto con acetato de etilo. La fase organica se
lava con agua, se seca con sulfato de sodio, sefiltray
se evapora el solvente al vacio.

Se purifica por una columna de silica gel usando como
fase mdvilinicialhexano/acetatodeetilo7:3,y luego
aumentando la polaridad a 1:1. Rendimiento: 61%

Mr 4 = 482,7; Rf 4 = 0,7 hexano/acetato de etilo 1:1

13C-RMN

Compuesto413C-RMN (CDCl3): (6,ppm)12.20,12.51,12.66,13.23 (CHisopropilos); 16.53, 16.64,
16.69, 16.97, 17.03, 17.11 (CHzisopropilos); 60.20 (C5’); 69.59 (C3’); 82.68 (C4’); 83.56 (C1’);
102.37 (C5); 111.69 (CHz 2°); 139.45 (C6); 146.40 (C2’); 150.57 (C2); 163.63 (C4).
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"H-RMN

Compuesto 4 'H-RMN (CDCl3): (&,ppm) 0.97-1.02 (m, 28H, isopropilos); 3.61 (ddd, 1H, J3.»=8.8
Hz, J4.5/50=2.3Hz, H4’; 3.93-4.10 (m, 2H, H5’, H5""); 4.74 (dd, 1H, J3.4=8.8 Hz, J3.¢ = 1.5 Hz, H3’);
5.36 (d, 1H, J¢6»=3.0Hz, H6’’ CH); 5.47 (dd, 1H, J3.¢ = 1.5 Hz, Js.»=3.0 Hz, H6’ CH;); 5.64 (d, 1H,
J5-6 = 8.2 Hz, H6); 10.38 (sa, 1H, NH).

Sintesis de 2’-desoxi-2’-C-metil-3’,5’-0-(1,1, 3, 3-tetraisopropildisiloxan-1, 3-
diil)uridina (Mezcla5).

REACTIVO CANTIDAD PROCEDIMIENTO

3,4g;7 Se disuelve la muestra en acetato de etilo, se agrega el
Compuesto4
mmol paladio, se coloca la muestra en un hidrogenador y se
Acetatodeetilo 250 ml deja reaccionando overnight. Luego se realiza una
Paladio/Carbono percolacion en silica para quitar el catalizador y se
10% 972,4 Mg oyapora el solvente al vacio. Rendimiento: 91%
Mr 5 = 484,7; Rf 5 = 0,85 hexano/acetato de etilo 1:1;
Hidrégeno 50 psi

0,45 hexano/acetato de etilo 2:1

13C-RMN
Compuesto 5 13C-RMN (CDCls): (6,ppm) 10.78-11.21 (CH3); 12.46-12.49,12.89-12.94, 13.02-
13.11, 13.39-13.67 (CH isopropilos); 16.85-16.92, 16.98-17.02, 17.06-17.09, 17.17-17.27,
17.31-17.36, 17.44-17.48 (CH;3 isopropilos); 43.46-44.16 (C2’); 59.66-60.49 (C5’); 71.74-
72.16 (C3’); 85.38-85.93 (C1’); 88.80-89.10(C4’), 101.52-101.89 (C5); 139.52-140.44 (C6);
150.56-150.86 (C2); 163.94-164.22 (C4).

H-RMN
Compuesto 5 "H-RMN (CDCl3): (&,ppm) 0.90-1.10 (m, 28H, isopropilos); 1.20 (m, 3H, CHs);
2.10(m, 1H,H2’),3.76 (dd, 1H, J3.#=8.7Hz, J4 565'=2.4Hz, H4’); 3.98 (m, 1H, H5’), 4.16 (m,
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1H, H5’*); 4.40 (m, 1H, H3’); 5.71(dd, 1H, Js6=8.2 Hz, J=3.5Hz, H5); 6.26 (d, 1H, J;-»= 8 Hz,
H1%); 7.82 (dd, 1H, Js.6=8.2 Hz, J=3.5 Hz, H6); 9.00 (sa, 1H, NH).

Sintesis de 2’-desoxi-2’-C-metil-3’,5’-0-(1,1, 3, 3-tetraisopropildisiloxan-1, 3-diil)-O4-
p-nitrofeniluridina (6 y 7).

NO2
(o]
()
N/j\o
H R,
H L H
} ' CH, e 5i—° R
/( 5 /{ 6 R;=CH3R,=H
7 R]_:H R2=CH3
REACTIVO CANTIDAD PROCEDIMIENTO
Mezcla 5 1g;2,1 mmol A la mezcla de diastereoisémeros disuelta en
diclorometanoseleagregatrietilamina, cloruro
Diclorometano 7 ml
de p-toluensulfonilo y dimetilaminopiridina bajo
Trietilamina 1,5ml;10,8mmol  ¢mgsfera de Nitrégeno y agitaciéon magnética.
Cloruro dep- i i i
P. 0,5g: 2,6 mmol Se deja reaccionar a temperatura ambiente. A
toluensulfonilo partir de la hora se controla por TLC el avance

Dimetilaminopiridina  95mg;0,8mmol dela reaccion hasta observar la desaparicion de

Diazobiciclooctano 44 mg; 0,4 mmol los compuestos de partida. Se agrega p-

nitrofenol, diazobiciclooctano y trietilamina. Se

p-nitrofenol 0,8g; 5,6 mmol dejareaccionar durante lanoche atemperatura
ambiente.

Se purifican y separan los diastereoisomeros

. . or medio de una columna de silica gel usando
Bicarbtonao de sodio P g

40 ml como fase movil hexano/acetato de etilo 4:1.
5% P/V

Rendimiento: 94%
Mr 6 6 7 = 605,8; Rf 6 = 0,6 hexano/acetato de
etilo 2:1; Rf 7 = 0,7 hexano/acetato de etilo 2:1
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13C-RMN

Compuesto 6 1C-RMN (CDCls): (6,ppm) 11.38 (CHs); 12.43, 12.85, 12.91, 13.66 (CH
isopropilos); 16.83, 16.89, 16.95, 16.98, 17.22, 17.40 (CHs isopropilos); 44.79 (C2’); 60.39
(C5%);72.74(C3’); 84.83 (C4’); 87.80(C1°); 95.25(C5); 123.40 (C2NOPh); 125.94 (C3NO2Ph);
145.97 (C6); 146.27 (C1 NO.Ph); 155.82 (C2); 156.91 (C4 NOzPh); 170.81 (C4).

"H-RMN

Compuesto 6 H-RMN (CDCls): (6,ppm) 0.99 (d, 3H, Jcuz-»» = 6.9 Hz, CH3); 1.02-1.11 (m, 28H,
isopropilos); 2.70 (m,1H, H2’); 3.80 (m, 1H, H4’); 4.00 (m, 2H, H3’, H5""); 4.19 (d, 1H, Js5»=13.6
Hz,H5’);6.13(d, 1H, Js.s=7.4Hz,H5); 6.35(d, 1H, J1».»=7.4Hz,H1’); 7.37 (d, 2H, J23=9.2 Hz,
H2 NOzPh); 8.28 (m, 3H, H3 NOzPh, H6).

Compuesto 7 "H-RMN (CDCl3): (6,ppm) 0.95-1.10 (m, 28H, isopropilos); 1.28 (d, 3H, Jchz-»=7.4
Hz,CHs); 2.41(m,1H,H2’);4.00(m, 1H,H4’ /H5°’); 4.24(d, 1H, J5.5»=13.0Hz,H5’); 4.37 (t, 1H,
Jy.4=7.4Hz,H3’); 5.66 (s, 1H,H1’); 6.13(d, 1H, Js.c=7.4Hz, H5); 7.37 (d, 2H, J,3=9.2 Hz, H2
NO.Ph); 8.28 (d, 2H, J2.3=9.2 Hz, H3NO;Ph); 8.34 (d, 1H, Js.c = 7.4 Hz, H6).

9.2.1.6 Sintesis de (2’S) y (2’R) 2’-desoxi-2’-C-metil-3’,5’-0-(1,1,3,3-
tertaisopropildisiloxan-1,3-diil)uridina (8 y9)

A ° 91% \ —°
O 4 R1 O R1
\  H \ H . K
E -0 B
> & 7;/ R2
/{ 6 R1=CH3 R2=H 8 R1=CH3 RZZH
7 R1=H R2=CH3 9 R1=H R2=CH3
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REACTIVO CANTIDAD PROCEDIMIENTO

700mg;1,2 A una solucion del compuesto 6 6 7 en
Compuesto 667 i
mmol acetonitrilo seco, se le agrega 2-

nitrobenzaldoxima y tetrametilguanidina bajo
Acetonitrilo 4ml atmosferade nitrogenoyagitacion magnética. Se
deja reaccionar a temperatura ambiente. Luego

. 1 ,
2-nitrobenzaldoxima 300mg ;1,8 de 3 horas se controla el avance de la reaccion

mmol por TLC. Una vez completa, se evapora el
solvente al vacio. Se disuelve el residuo en
diclorometano y se realizan 2 lavados con agua.
La fase organica se seca con sulfato de sodio, se
145 ul ; 1,1 filtray se elimina el solvente al vacio.
Tetrametilguanidina ol Se realiza una purificacion por columna de silica
gel usando como fase movil diclorometano:
acetato de etilo 10:1. Rendimiento: 91%
Mr 8 6 9 = 484,7; Rf 8 y 9 = 0,45 hexano/acetato

de etilo 2:1

Sintesis de (2’S) y (2’R)-2’-desoxi-2’-C-metiluridina (10 y 11).

2

>—Si &
/{ 8 R1=CH3 R2=H 10 R1=CH3 R2=H

9 R1=H R2=CH3 11 R1:H RZZCH3
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REACTIVO CANTIDAD PROCEDIMIENTO
AU compuesto disuelto en THF anhidro, se te
Compuesto 809 1g;2,1mmol )
gotea una solucion de fluoruro de
) tetrabutilamonio en THF bajo agitacion
Tetrahidrofurano 34 ml ) ] ]
magnética y atmosfera de nitrogeno a
Fluoruro de temperaturaambiente. Sedejareaccionar por5

tetrabutilamonio 1M 4,5ml,4,4mmol  minutos. Se controla por TLC. La reaccion se

en THF detiene  agregando una mezcla de
Dowex soowce.40 Py 289 piridina/metanol/agua 3:1:1.
Se realiza una suspension de la resina Dowex en

Piridina/metanol/agua 0.7ml la mezcla de piridina/metanol/agua 3:1:1y se

3:3:1 p/reaccion espera 5 minutos para que la resina adquiera la

Piridina/metanol/agua .3ml forma de piridonio. Luego se agrega a la mezcla

3:3:1 p/Dowex de reaccién y se agita suavemente por 10

Metanol 3ml minutos.

La mezcla se filtra y el filtrado se lava con

metanol. El volumen recogido de la filtracion

mas el de los lavados con metanol se evapora al

vacio hastasequedad.

El residuo se purifica mediante una columna se

silica gel utilizando como fase movil

diclorometano/metanol 6:1. Rendimiento: 83%

Mr 106 11 =242,2; Rf 10y 11 = 0,7

diclorometano/metanol 5:1

TH-RMN

Compuesto 10 'H-RMN (Piridina-d5): (6,ppm) 0.85 (m, 3H, CHs); 2.80 (m, 1H, H2’); 3.35 (sa,
1H,0H); 3.46 (m, 1H,H4’);4.08 (d, 1H, Js.5»=12Hz,H5’’); 4.21 (m, 1H, H5’); 4.45 (m, 1H, H3’);
5.75 (d, 1H, J56=8.8 Hz, H5); 6.62 (d, 1H, Jr2= 9.6 Hz, H1’); 8.52 (d, 1H, J5.,=8.8 Hz, H6).
Compuesto 11 'H-RMN (Piridina-d5): (&,ppm) 0.85 (m, 3H, CH3); 2.73 (m, 1H, H2’); 4.15 (m,
2H, H5’yH5’’); 4.54 (s, 1H, H4’); 4.79 (d, J».2=6.6 Hz 1H, H3’); 5.85 (d, 1H, J5..=8.4 Hz, H5);
6.67 (d, 1H, Js.c- 8.4 Hz, H6); 8.38 (d, 1H, J12=9.6 Hz, H1’); 13.36 (sa, 1H, NH).

Sintesis de (2’S) y (2’R)-5’-0-(4,4’-dimetoxitritil)-2’-desoxi-2’-C-metiluridina (12 y 13).
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10 R1=CH3 R2=H 12 R1=CH3 R2=H
11 R;=H R,=CHj 13 Ry=H R,=CHj
REACTIVO CANTIDAD PROCEDIMIENTO

Compuesto 10u11 226 mg; 0,9 mmol Se disuelve al compuesto 10 u 11 bien seco

junto con la dimetilaminopiridinay cloruro de

Piridina 2,7ml dimetoxitritilo, en piridina anhidra bajo
atmosferade nitrogenoy agitacion magnética.
Trietilamina 0,3ml;2,2mmol oo . . .
Se agrega la trietilamina destilada. Se deja
Cloruro de 1 1 1
' o 0,5¢:1,5mmol reaccionar a temperatura ambiente overnight.
dimetoxitritilo La reaccion se detiene por el agregado de

Dimetilaminopiridina 5,7mg;0,05mmol Metanol y evaporacion del solvente al vacio.

Se disuelve el residuo en diclorometano y se
Bicarbonatodesodio 10 ml

5% P/V

lava con una solucion de bicarbonato de sodio.
La fase organica se seca con sulfato de sodio,
se filtray se evapora el solvente al vacio.

Se purifica por columna de silica gel usando
como fase movil
diclorometano/metanol/trietilamina 50:1:1.
Rendimiento: 93%

Mr 12 6 13 =544,2; Rf 12y 13=0,4

diclorometano/metanol/trietilamina 50:1:1

Sintesis de (2’S) y (2’R)-5’-0-(4,4’-dimetoxitritil)-3’-(2-cianoetil-N,N-
diisopropilfosforamidita)-2’-desoxi-2’-C-metiluridina (14 y 15).
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o) 0
| NH ‘ NH
DMTrO N o DMTO. N/KO
0 74% o
—_—— H
% R, -R
H i H H ) L H
OH £ N =
Ro \\ | R,

12 Rl=CH3 RZZH
13 R1=H R2=CH3

14’ R1=CH3 R2=H
15 R1:H RZ:CH3

REACTIVO CANTIDAD PROCEDIMIENTO
) 400 mg;  Aunasolucion del compuesto 126 13 bien seco,
Compuesto 12013 ) ]
0,7 mmol en diclorometano anhidro, se le agrega N,N-
diisopropiletilamina bajo atmoésfera de
Diclorometano 3ml ) ; ) )

nitrogeno y agitacion magnética. Se enfria en

260 pl ;1,5 banodehieloyluegoseagregaB-cianoetoxi-N,N-
N,N-diisopropiletilamina
mmol diisopropilaminoclorofosfina. Se controla el
B-cianoetoxi-N,N- 174pl;0,8 avance de lareaccion por TLCy se finaliza por el
diisopropilaminoclorofosfina mmol agregado de metanol. Se realizan dos lavados
con una solucion de bicarbonato de sodio y dos
Metanol 11,4 ul

lavados con una solucion de cloruro de sodio
Bicarbonato de sodio 5% 20 ml saturada. La fase organica se seca con sulfato de

P/V sodio, sefiltrayseevaporael solvente al vacio.
Se realiza una purificacion en columna se silica
gel usando como fase mavil hexano/acetato de

Cloruro desodio (ss) 20 ml etilo 1:3 + 1% de trietilamina. Rendimiento: 74%

Mr 14 6 15 = 743,8; Rf 14 y 15 =0,7

hexano/acetatodeetilo1:3+1%detrietilamina.

31P-RMN

Compuesto 143'P-RMN (CDCLs): (6,ppm) 148.2, 150.8. (Capitulo 10: Anexo, Figura10.1)
Compuesto 1531P-RMN (CDCL;): (6,ppm) 149.4, 150.2. (Capitulo 10: Anexo, Figura 10.4)
13C-RMN

Compuesto 14
fosforamidita); 24.43, 24.62 (CHs; fosforamidita),

1BC-RMN (CDCl3): (6,ppm) 11.42, 11.62 (CHs); 20.33, 20.39 (CH:-CN
43.23, 43.33 (CH fosforamidita); 45.29,
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45.34(C2’); 55.21, 55.27 (OCH3DMT); 58.16, 58.21 (OCH: fosforamidita); 60,61 (C5’); 75.96,
76.09 (C3’); 83.21, 83.24 (C4’); 86.13, 86.34 (C1’); 86.99, 87.01 (C-Ar; DMT); 101.85 (C5);
113.17 (Ar,DMT); 117.35, 117.44 (CNfosforamidita); 127.15,127.27,128.37,128.54, 130.34,
130.45, 135.07, 135.24 (Ar, DMT); 141.08, 141.11 (C6); 144.20, 144.27 (Ar, DMT); 150.58,
150.60 (C2); 158.68, 158.74 (Car -OCH3 , DMT); 163.37 (C4). (Capitulo 10: Anexo, Figura 10.2)
Compuesto 15 1C-RMN (CDCL3): (8,ppm) 9.65-10.19 (CHs3); 20.33, 20.39 (CH:-CN
fosforamidita); 24.60, 24.65 (CH; fosforamidita), 42.88, 42.98 (CHs fosforamidita); 43.13,
43.23(C2’); 55.21, 55.23 (OCH3DMT); 58.34, 58.49 (OCH; fosforamidita); 63.15, 63.23 (C5’);
74.92,75.05 (C3’); 84.36-84.39 (C4’); 86.99 (C1’); 89.51, 89.82 (C-Ar; DMT); 102.34, 102.44
(C5); 113.22, 113.24 (Ar, DMT); 117.61, 117.63 (CN fosforamidita); 127.08, 127.11, 128.11,
128.16, 130.08, 130.12, 135.29, 135.35 (Ar, DMT); 140.09, 140.12 (C6); 144.25, 144.31 (Ar,
DMT); 150.54, 150.57 (C2); 158.65, 158.69 (Ca- -OCH3, DMT); 163.03, 163.09 (C4). (Capitulo
10: Anexo, Figura 10.5)

H-RMN

Compuesto 141H-RMN (CDCls): (6, ppm) 1.05 (d, 3H, Jchs,2>=7 Hz, CH3); 1.07,1.14,1.18, 1.29
(m, 12H, CHs fosforamidita), 2.61 (t, 2H, Jcr2-ci2=6.2 Hz, CH,-CN); 2.77 (m, 1H, H2’); 3.43 (m,
2H, CHsfosforamidita); 3.48-3.72 (m, 2H,H5’,H5’); 3.80(s, 6H, OCH3DMT); 3.82 (s, 2H, CH,0-
fosforamidita) 3.96 (m, 1H, H-4’); 4.42 (m, 1H, H-3’); 5.11 (d, 1H, J 2=7.9Hz,H-1"); 5.18 (d,
1H, Js¢= 8.2 Hz, H5); 6.32-7.41 (m, 13H, Ar-DMT), 8.09 (d, 1H, J¢5= 8.2 Hz, H-6). (Capitulo 10:
Anexo, Figura 10.3)

Compuesto 15 H-RMN (CDCls): (6, ppm) 1.07 (d, 3H, Jcus,2’= 7 Hz, CH3); 1.18 (m, 12H, CH3
fosforamidita), 2.36 (m, 2H, CH,-CN); 2.63 (m, 1H,H2’); 3.42 (m, 2H, CHs fosforamidita); 3.54-
3.63 (m, 2H, H5', H5"); 3.78 (m, 3H, OCH3 DMT);3.80-3,89 (m, 2H, CH,O-fosforamidita) 4.02
(m, 1H, H-4’); 4.21 (m, 1H, H-3"); 5.38 (m, H-5) ; 5.97 (m, 1H, H-1’); 6.83-7.38 (m, 13H, Ar-
DMT), 7.75 (m, 1H, H-6). (Capitulo 10: Anexo. Figura 10.6)

9.2.1.10Sintesisde (2’'S) y (2’R)-2’-desoxi-2’-C-metil-3’,5’-0-(1,1,3, 3-
tetraisopropildisiloxan-1,3-diil)citidina (16 y 17).

o] NH,

‘ NH ‘\N
0 /K o )\
N e T T,
LK K
H

AT >_\sio o

——Si CH; 2
5 16 R]:CH_g RQZH
17 R]:H RZZCHJ
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REACTIVO CANTIDAD PROCEDIMIENTO
Compuesto 5 150 mg ; 0,3 mmol Sesuspende el 1,2,4-triazol en acetonitrilo bajo
atmosfera de nitrogeno y agitacion magnética. Se
1,2,4-triazol 225mg; 3,2 mmol enfria en bafo de hielo y se gotea oxicloruro de
POCL; 62pul;0,7mmol  fésforo. Se adiciona trietilamina y se deja
Trietilamina 420l ; 3 mmol reaccionar por 30 minutos. Se observara una

suspension amarillo-anaranjada. Se agrega el

Acetonitrilo
) 2 ml compuesto 5 disuelto en acetonitrilo y se deja

p/reactivos )

reaccionar por dos horas a temperatura
Acetonitrilo ) »

2,25 ml ambiente. Se controla la reaccion por TLC.
p/Compuesto 5 . L
Rf de intermediario = 0,47 hexano/acetato de

10 ml etilo 1:1.
La mezcla se vuelca en una solucion de

Bicarbonato de
sodio 5% P/V

Diclorometano 10 ml ) .
bicarbonato de sodio y se extrae con
] diclorometano. Se rotaevapora el solvente y se
Amoniaco 0,8ml; 20,1 mmol ) ) .
disuelve en dioxano. Se agrega amoniaco acuoso
' y se deja reaccionar durante la noche a
Dioxano 1,8 ml

temperatura ambiente. Luego se purifica por
columna de silica utilizando como fase movil
hexano/acetatodeetilo 1:1. Rendimiento: 32%
Mr 16 6 17 = 483,3; Rf 16 y 17 =0,85
hexano/acetato de etilo 1:1.
13C-RMN
Compuesto 16 y 17 13C-RMN (CDCls): (8,ppm) 11.06-11.50 (CHs); 12.49-12.52, 12.95-12.97,
13.41-13.72 (CH isopropilos); 16.91-16.95, 16.99-17.01, 17.06-17.07, 17.31-17.35, 17.43-
17.47, 17.48-17.52 (CHs isopropilos); 43.47-44.17 (C2’); 59.83-60.32 (C5’); 67.94-72.41 (C3’);
82.40-83.92 (C4’); 86.33-91.27 (C1’°), 93.64-94.09 (C5); 141.17-142.16 (C6); 155.74-155.98
(C2); 165.10-165.33 (C4).

TH-RMN
Compuesto 16 y 17 'H-RMN (CDCl3): 0.98-1.14 (m, 28H, isopropilos); 1.27 (m, 3H, CHs); 2.68
(m,1H,H2’),3.78(m, 1H,H4’); 3.95(m, 1H,H3’),4.02 (m, 1H,H5’); 4.19 (m, 1H,H5’’); 5.74(m,
1H, H5); 6.36 (d, 1H, J1.»=10Hz, H1’); 7.94 (dd, 1H, Js¢=7.5Hz, J=31 Hz, H6).

9.2.1.11Sintesisde (2’S) y (2’R)-2’-desoxi-2’-C-metil-3’,5’-0-(1,1,3,3-
tetraisopropildisiloxan-1, 3-diil)-N4-benzoilcitidina (18 y 19).
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—_—
: H
16 R,=CH; R,=H 18 R;=CH; R,=H
17 R]:H R2:CH3 19 I{]:I{ RQ:CH3

REACTIVO CANTIDAD PROCEDIMIENTO
Se disuelven los compuestos 16 y 17 en piridina

Compuesto 16y 17 50mg; 0,1 mmol ) ) )
anhidra bajo atmosfera de nitrogeno. Se enfria en

Piridina il bano de hielo y se gotea lentamente cloruro de
benzoilo. Se deja reaccionar a temperatura
Clorurode benzoilo 37l ; 0,3 mmol ambiente por dos horas. Se controla el avance de la
reaccion por TLC. Se evapora el solvente, se
Bicarbonato de 20 ml disuelve el residuo en diclorometano y se lava con
sodio 5% P/V una solucion de bicarbonato de sodio al 5 %. La
fase organica se seca con sulfato de sodio anhidroy
se evapora el solvente.
Los productos se purifican en una columna de silica
Diclorometano 10 ml gel utilizando como fase movil una mezcla de
hexano/acetato de etilo 1:1. Rendimiento: 91%
Mr 18 6 19 = 587,3; Rf 18 y 19 =0,5y 0,6
respectivamente en hexano/acetato de etilo 2:1.
13C-RMN
Compuesto 18 13C-RMN (CDCls): (6,ppm) 11.45 (CH3), 12.49, 12.93, 13.01, 13.69 (CH
isopropilos); 16.90, 16.97, 17.04, 17.06, 17.28, 17.30, 17.40, 17.48 (CH3 isopropilos); 44.75
(C2’); 59.77 (C5’); 72.27 (C3’); 84.16 (C4’); 86.88 (C1’); 96.52 (C5); 127.69,127.72, 128.88,
129.47, 130.59, 133.04 (Ar-benzoilo); 145.12 (C6); 155.11 (C2); 162.28 (C4), 172.6 (CO-
benzoilo).

Compuesto 19 3C RMN (CDCL3): (6, ppm) 11.45 (CHs), 12.49, 12.93, 13.01, 13.69 (CH
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isopropilos); 16.90, 16.97, 17.04, 17.06, 17.28, 17.30, 17.40, 17.48 (CH3 isopropilos); 44.75
(C2’); 59.77 (C5’); 72.27 (C3’); 84.16 (C4’); 86.88 (C1’); 96.52 (C5); 127.69,127.72, 128.88,
129.47, 130.59, 133.04 (Ar-benzoilo); 145.12 (C6); 155.11 (C2); 162.28 (C4), 172.6 (CO-

benzoilo).

TH-RMN

Compuesto 18 '"H RMN (CDCls): (8, ppm) 1.00 (d, 3H, Jchz-»=7.3 Hz, CH3); 1.01-1.15 (m, 28H,
isopropilos); 2.7 (m, 1H, H2’); 3.8 (m, 1H, H4’); 3.97 (m, 1H, H3’); 4.05(dd, 1H, J5.5»=12.3 Hz,
J5.4#=2.9Hz, H5’); 4.17 (d, 1H, Js.5»=12.3 Hz, H5""); 6.37 (d, 1H, Js.4= 7.3 Hz, H5); 6.37 (d, 1H, J¢-.
2»=7.2Hz H1'); 7.47-7.93 (m, 4H, Ar-benzoilo); 8.24 (d, 1H, Js.e= 7.7 Hz, H6).

Compuesto 19 'H RMN (CDCLls): (6, ppm) 0.87 (d, 3H, Jchz-2»=7.6 Hz, CH3); 0.99-1.14 (m, 28H,
isopropilos); 2.52 (m, 1H,H2’); 3.21 (m, 1H, H4’); 3.55(m, 1H, H3’); 4.00 (d, 1H, J5.5»=13.0Hz
H5’);4.22 (d, 1H, Js5»=13.0Hz, H5’’); 6.09 (d, 1H, Js.4=7.9Hz, H5); 6.12 (d, 1H, J1».2»=6.9 Hz,
H1'); 7.34-7.87 (m, 4H, Ar-benzoilo); 8.04 (d, 1H, Js.e= 7.9 Hz, H6), 9.11 (s, 1H, NH).

9.2.1.12 Andlisis de (2’S) y (2’R)-5’-0-(4,4’-dimetoxitritil)-3’-O-(2-cianoetil-N,N-diisopropil
fosforamidita)-2’-desoxi-2’-C-metil-N4-benzoilcitidina (24 y 25) por 31P-RMN.

Se controla laintegridad de las fosforamiditas de citidina por 3'P-RMN sintetizadas en

el laboratorio previo a su uso en la sintesis de oligonucledtidos modificados.

Compuesto 24 31P-RMN (CDCl;): (6, ppm) 148.21, 150.69. (Capitulo 10: Anexo, Figura10.7)
Compuesto 25 31P-RMN (CDCI3): (6, ppm) 149.84, 150.13. (Capitulo 10: Anexo Figura 10.8)

9.2.2 Sintesis de oligonucleétidos modificados (Capitulo 3)

Sintesis de DNAzimas 8-17 y DNAzima peroxidasa inmovilizada.

Se utilizan reactivos de alta pureza y solventes de bajo contenido de agua. El
acetonitrilo utilizado para la disolucion de los reactivos, fosforamiditas y lavados posee un
contenido de agua menor o igual a 10 ppm. La pureza de las fosforamiditas se evalud por RMN
500 MHz. Todas las soluciones utilizadas, excepto el reactivo oxidante, se prepararon en
condiciones anhidras y bajo atmosfera de argon. Se probaron varias metodologias para lograr la
menor humedad posible en las mismas. Para la sintesis automatizadaen fase sélida, se empleoel
método del fosfito triéster enunsintetizador de oligonucleétidos Mermade 6, Bioautomation.

Se utilizd un programa estandar de sintesis de oligonucleotidos de ADN, el cual se

modificé para optimizar el rendimiento de sintesis de secuencias que presentan fosforamiditas
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modificadas. Se agregd un paso de desproteccion, un paso de bloqueo y lavados con acetonitrilo
entre los pasos del ciclo. Se cambiaron dos pasos de acoplamiento por ciclo utilizando 50 pl de
fosforamidita y 65 pl de ETT en cada uno, con un tiempo de reaccion de 100 segundos, por 3
pasos de acoplamiento por ciclo utilizando 35 pl de fosforamiditay 45 ul de ETT en cada uno con
un tiempo de reaccion de 100 segundos para fosforamiditas estandar y de 120 segundos para
fosforamiditas modificadas. La escalada de sintesis fue 50 nmol. Se fijo el vacio en 5 pulgadas de
mercurio y las presiones de argon para amiditas y reactivos en 5,5 psi. Las columnas se
rellenaron con fase solida hasta una altura de 3 mm. Para DNAzimas 8-17 se utilizo silicede
poro controlado (CPG) estandar unida a la fosforamidita de citidina como primer monémero.
Para la DNAzima peroxidasa inmovilizada se utilizé poliestireno con un linker comercial no
clivable que contiene la fosforamidita de guanosina como primer monomero.

Se realizd la calibracion del tiempo de apertura de valvulas para cada volumen y la
calibracion de los tiempos del pulso de vacio.

Para todos los protocolos de sintesis se utilizé el modo DMT-ON de modo de facilitar
la posterior purificacion.

Las DNAzimas 8-17 sintetizadas poseen la secuencia 5’ ATG AAA CAT GTC AGC GAC
TCG AAA ACG TGG C 3’ donde uno o mas monomeros fueron sustituidos por fosforamiditas
modificadas. ParalaDNAzimaperoxidasainmovilizadalasecuenciaes5’ GGG TAGGGCGGGTTG
GG 3’.

Sintesis de secuencias de ADN para evaluar formacion de duplex e i-motif.

Para la sintesis automatizada en fase solida de estas secuencias, se emple6 el método
del fosfito triéster en un sintetizador de oligonucledtidos Applied Biosystems 3400.

El acetonitrilo utilizado para la disolucion de fosforamiditas y lavados posee un
contenido de agua menor o igual a 10 ppm. Las fosforamiditas a utilizar se autodiluyeron en el
equipo y se utilizaron los reactivos comerciales de Applied Biosystems para las soluciones de
destritilacion, bloqueos, oxidante y activante.

Se utilizo un programa estandar de sintesis de oligonucleétidos de ADN (LV200-PO),
que trabajo a una escala de 200 nmol y donde los tiempos de acoplamiento fueron de 30
segundos para las fosforamiditas estandar y de 300 segundos para las modificadas.

Se utilizaron columnas de poliestireno pre-empaquetadas que contienen anclado el
primer monomero.

Se utilizd el modo DMT-ON para las secuencias que contienen 2’-desoxi-2’-C-

metilnucleodsidos y el modo DMT-OFF para el resto de las secuencias.
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Sintesis de secuencias de ARN para la construccion de siRNA modificados

Se utilizd el sintetizador de Applied Biosystems y los reactivos comerciales. Las
fosforamiditas de ARN poseen como grupo protector en 2' el TBDMS.

Se utilizo un programa estandar de sintesis de oligonucledtidos de ARN (LV200RNA),
que trabajo a una escala de 200 nmol y donde los tiempos de acoplamiento fueron de 600
segundos para todas las fosforamiditas.

Se utilizaron columnas de poliestireno pre-empaquetadas que contienen anclado el

primer monomero.

Desproteccion, purificacion y destritilacion de DNAzimas 8-17.

Una vez finalizada la sintesis, se coloco la fase solida en un vial hermético con 1 mlde
amoniaco a 55 °C durante 8 horas. El oligonucleotido de ADN, se liberd del soporte y quedo
completamente desprotegido salvo por el grupo DMT en el extremo 5. Para el oligonucleétido
de la DNAzima 8-17 que quedo en solucion, se filtré la muestra y el filtrado se evaporo6 a
sequedadenelrotavaporatemperaturaambiente agregando durante el proceso de evaporacion
gotas de trietilamina a modo de evitar un pH acido que pueda provocar la desproteccion del
extremo 5’. El oligonucleotido seco se redisolvid en 995 ul de buffer TEAA 0,01 MpH 7y 5 pulde
trietilamina.

Al haber utilizado durante la sintesis el modo DMT-ON, pudimos diferenciar las
secuenciasde cadenacompletadeaquellassecuencias truncas que se originan por fallasdurante
el paso de acoplamiento, a través de HPLC en fase reversa, asi como también pudimos ver
secuencias n-1originadas por fallas en el proceso de capping. De esta manera se pudo estimar el
rendimiento del proceso de sintesis. Para esto se utilizo como fase estacionaria una columna C-
18 y como fase movil un gradiente de buffer TEAA 0,1 M pH 7 y acetonitrilo a un flujo de 1
ml/min. La deteccion se realizé midiendo la absorbancia a 254 nm. El gradiente utilizado se
detallaen laTabla9.1.
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PROGRAMA RP-HPLC DMT-ON

Tiempo (min) % Acetonitrilo

0 16
5 25
12 80
14 80
17 16
10 16

Tabla 9.1 Programa RP-HPLC DMT-ON.

El volumen de muestra se redujo a aproximadamente 60 pl usando el speed-vac. Se
dividio en tres alicuotas de 20 ply se purifico el pico correspondiente al oligonucleotido DMT-
ON utilizando el programa RP-HPLC DMT-ON. Una vez purificada, se evapord la muestra a
sequedad utilizando el speed-vac.

Para remover el grupo dimetoxitritilo, se trato la muestra con 300 pl de acido acético
80 % a temperatura ambiente por 20 min. Luego se agreg6 igual volumen de etanol y se evaporo
enelspeed-vac. Varias co-evaporaciones con agua destilada fueron necesarias para terminar de
eliminar las sales volatiles presentes en la muestra que se observaron como un precipitado
blanco. Finalmente se disolvid la muestra en 500 pl de agua destiladay se extrajo con éter etilico

para el eliminar el DMT hidrolizado. Se evaporoé a sequedad.

Desproteccion, destritilacion y calculo de nmoles del oligonucleétido de la DNAzima

peroxidasa.

Una vez finalizada la sintesis, se coloco la fase solida en un vial hermético con 1 mlde
amoniaco a 55 °C durante 8 horas. Se desprotegio sin ser liberado del soporte debido a la
naturaleza del mismo. Se centrifugd la muestray se descarté el sobrenadante, se agreg6 aguay
se repitio el proceso hasta eliminar el amoniaco, obteniéndose el oligonucleétido anclado al
soporte con el grupo protector DMT en la posicion 5’. Al pellet de fase soélida con el
oligonucledtido inmovilizado en la etapa anterior se le agregd 375 pl de una solucion de acido
tricloroacético al 3 % en diclorometano. La solucion tomé un color naranja por la liberacion del
cation DMT. Se centrifugd, se tomd una alicuota del sobrenadante, se diluyd con acido p-
toluensulfénicoy se midio la absorbancia en el espectrofotometro a 498 nm. Utilizando la ley de
Lambert-Beer y teniendo en cuenta que el coeficiente de extincion molar del cation DMT es 70

ml/pmol, se calcularon los nmoles de DMT presentes en la solucidn que equivalen a los nmoles
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deoligonucleotido. Se centrifugd lamuestra, se descarto el sobrenadantey se lavo dos veces con
acetonitriloy dos veces con agua obteniéndose el soporte con el oligonucleotido inmovilizado ya

desprotegido y con su extremo 5’ libre.

Desproteccion, destritilacion y purificacion de oligonucleétidos de ADN para

duplex ei-motif.

Una vez finalizada la sintesis, se coloco la fase solida en un vial hermético con 1 ml de
amoniaco a 55 °C durante 8 horas.

Las secuencias que poseen modificaciones 2’-desoxi-2’-C-metilnucleodsidos se
purificaron utilizando cartuchos comerciales para la purificacion de ADN. Luego de la
desproteccion en amoniaco se agrego a los viales 1 ml de una solucion 10 mg/ml de NaCl. Se
acondiciond el cartucho con 1 ml de acetonitrilo, seguido de 1 ml de Buffer TEAA 2 M. Se cargo la
solucion salina de oligonucleotido en el cartucho. Se eluyeron las secuencias DMT-OFF con 2 ml
de una solucion 100 mg/ml de NaCl con 5% de acetonitrilo. Se eliminé el grupo DMT pasando 2
ml de una solucion de trifluoroacético al 2 %. Se lavo con 2 ml de agua destilada y luego se eluyo
el oligonucleotido de interés con 1 ml de una mezcla de agua y acetonitrilo al 50 %.

El resto de las secuencias, que ya no poseian el DMT en el extremo 5’, se purificaron
por columnas pre-empaquetadas de Sephadex G-25. Para esto, luego de la desproteccion con
amoniaco, se filtraron y se llevaron a sequedad en speed-vac. Luego se disolvieron en 1 ml de
agua destilada. Se vacio la columna de Sephadex que viene cargada con un buffer de
almacenamiento. Se lavd la columna tres veces con agua destilada. Se cargo la solucion de
oligonucledtido y se eluyo el volumen muerto para descartar. Luego se agregd 1,5 ml de aguay

se eluyo el oligonucleodtido.

Desproteccion, destritilacion y purificacion de oligonucleétidos de ARN.

Una vez finalizada la sintesis, se coloco la fase solida en un vial hermético con 1,5 ml
de amoniacoy 0,5 mlde etanola 55 ° C durante unahora. El oligonucledtido de ARN, se libero del
soporte y quedd completamente desprotegido salvo por el grupo TBDMS en el hidroxilo 2’ y el
DMT en el extremo 5’. Se dejo enfriar a temperatura ambiente y luego se filtro para eliminar la
fase solida. Se llevo a sequedad en speed-vac.

Para eliminar el grupo TBDMS, se agregaron 115 pl de N-metilpirrolidona, 75 pl de
TEA-TRIS hidrofluoridrico y 60 pl de TEA. Se incubaron a 55 °C por dos horas.

Luego de la desproteccion se agregd 1,75 ml de Quenching buffer de Glen Pack para

proceder a la purificacion por cartuchos comerciales. Se acondiciond el cartucho con 2 ml de
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acetonitrilo, seguido de 2 ml de Buffer TEAA 2 M. Se cargé la solucion de oligonucledtido en la
columna. Se eluyeron las secuencias DMT-OFF con una solucion 90 % de TEAA2 My 10 % de
acetonitrilo. Se lavo con 2 ml de agua libre de RNAsas, se eliminé el DMT con2 mlde TFAal 2 %
y se volvid a lavar con 2 ml de agua. Se eluyo el oligonucledtido con una soluciéon 70 % de

bicarbonato de amonio 1 My 30 % de acetonitrilo.

Control de pureza e integridad de oligonucleétidos por RP-HPLC

La pureza se controlo por RP-HPLC utilizando como fase estacionaria una columna de
C-18 y como fase mdvil un gradiente de buffer TEAA 0,1 M pH 7 y acetonitrilo a un flujo de 1
ml/min. La deteccion se realizé midiendo la absorbancia a 254 nm. El gradiente utilizado se

muestra en la Tabla 9.2.

PROGRAMA RP-HPLC DMT-OFF

Tiempo (min) %Acetonitrilo

0 7
18 20
21 80
24
27

Tabla 9.2 Programa RP-HPLC DMT-OFF.

Las DNAzimas puras se liofilizaron, se disolvieron en agua mili-Q y se midio la

absorbancia a 254 nm para calcular su concentracion.
Control de pureza e integridad de oligonucleétidos por espectrometria de masas.
Para corroborar la pureza e integridad de los oligonucleétidos por espectrometria de
masas, se empleo un espectrometro de masas MALDI TOF/TOF y las muestra se sembraron en
mezcla en una solucion acuosa de citrato de amonio y utilizando como matriz 2’-4’-6’-
trihidroxiacetofenona (THAP). Para la adquisicion de los espectros se uso el modo lineal

negativo.

Estudios de actividad y estabilidad de DNAzimas 8-17 modificadas (Capitulo 4)
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Preparacion de geles de poliacrilamida

Se prepararon geles desnaturalizantes de poliacrilamida al 20 % segun la Tabla 9.3.

Reactivo Cantidad
Urea 5,0g
Acrilamida/bisacrilamida (29:1) 6,7ml
Buffer TBE 5X 1,0ml
Aguadestilada 2,3ml

Tetrametiletilendiamina (TEMED) 7,0 pl
Persulfato de amonio (PSA) 10 % 134 pl

Tabla 9.3 Preparacion de geles de poliacrilamida desnaturalizantes.

Primerose mezclélaureaen lasoluciondeacrilamida/bisacrilamida, bufferyagua. Se
sonico por unos minutos hasta observar disolucion completa. Se coloco la solucidn en hielo. Se
agreg6 el TEMED y luego el PSA.

Para el armado de los geles y corridas electroforéticas se utilizo el sistema Mini
Protean Tetra Cell de Bio-Rad. Las pre-corridasy corridas se realizaron a un voltaje constante
de 200 V durante 30 min y se utilizé como buffer de corrida TBE 1 X pH 8,3.

Reaccion de marcacion del sustrato de la DNAzima 8-17 con [y32P] ATP en el

extremo 5’.

La mezcla de reaccion se preparé segin la Tabla 9.4.

Reactivo Cantidad
Oligonucleotido 5 pmol
5X Foward Reaction Buffer Invitrogen 5pul
T4 polinucledtido quinasa 10 unidades
[y-32P]ATP 25 uCi
Agua estéril Hasta 25l

Tabla 9.4 Preparacion de lamezclade lareaccion de marcacion de laDNAzima 8-17 con [y32P]
ATP
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Se incub6 la mezcla 10 minutos a 37 °C. Luego se detuvo la reaccion calentando a 65
°C por 10 minutos. Se extrajo con 100 pl de cloroformo/alcohol isoamilico 24:1. ELl
oligonucledtido marcado presente en la fase acuosa se purificé utilizando filtros para centrifuga
con corte de peso molecular igual a 3000 Da. La integridad de oligonucle6tido marcado se
controlé con un gel de poliacrilamida al 20 % en condiciones desnaturalizantes y se reveld
utilizando un STORM phosphorimager. Se analizaron las imagenes por Image-Quant 5.0. La

actividad se determiné con un contador de centelleo liquido.

Reacciones de hidrolisis de un sustrato corto utilizando la DNAzima 8-17

Para cada DNAzima cuya actividad se quiere evaluar se preparé la mezcla de la Tabla

9.5.
Reactivo Concentracion/Cantidad
Sustrato corto STAT 3 frio 0,5 pM
Sustrato corto STAT 3 marcado 10.000 cpm
DNAzima8-17 5uM
Buffer TRIS-HCL 50 mM pH 7 Hasta 30pl

Tabla 9.5 Mezcla para reaccion de hidrolisis de sustrato corto por la DNAzima 8-17.

Se desnaturalizo la muestra a 95 °C por un minuto y luego se incubo por 10 minutos a
37 °C. Paradarinicio a la reaccion, se agreg6 2 pl de una solucion de cloruro de magnesio cuya
concentracion dependié de la concentracion final que se deseaba alcanzar en el medio de
reaccion. Se extrajeron alicuotas de 2 pl a distintos tiempos y todas ellas se mezclaron con 4 pl
de buffer de siembra cuya composicion detiene la reaccion.

Para cada DNAzima a evaluar, las reacciones se realizaron por triplicado y se preparo
un blanco en donde se reemplazé el volumen de DNAzima por agua para evaluar degradacion
inespecifica.

Se prepararon cuatro geles de poliacrilamida al 20 % en condiciones
desnaturalizantes y se utilizo uno por cada reaccion y uno para el blanco. Una vez finalizada la
corrida los geles se lavaron por media hora en una solucion de agua/acido acético/metanol
(8:1:1) para eliminar la urea. Luego se colocaron en un secador de geles con vacio y calor por
una hora. Los geles secos se incubaron en una placa sensible a 32P overnight y se determiné la

marca radioactiva con un STORM phosphorimager. Utilizando el Image Quant 5.0 se realizé una
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cuantificacionrelativa de las bandas obteniendo asi el porcentaje de hidrdlisis para cada tiempo

de reaccion.

Estabilidad de las DNAzimas 8-17 frente a la endonucleasa RQ1.

Para los ensayos de estabilidad de las DNAzimas frente a la endonuclesa RQ1 se

preparo la mezcla de reaccion detallada en la Tabla 9.6.

Reactivo Concentracion/ cantidad
DNAzima marcada 10.000 cpm
DNAzima fria 0,5 uM
Buffer RQ1 10X 3pL
Endonucleasa RQ1 (1U/pL) 2U
Agua estéril Hasta 30 L

Tabla 9.6 Mezcladereaccion paralos ensayos de estabilidad de DNazimas 8-17 frente ala

endonucleasa RQ1.

Se mezcld la DNAzima fria, la marcada, el buffer y el agua y se calenté un minuto a 95
°C. Luego se incubd 15 minutos a 37 °C. Se agrego la RQ1 para dar comienzo a la reaccion. Se
tomaron alicuotas de 2 yL a tiempos0, 2, 4, 8, 15, 30, 60,120y 180 minutos y se mezclaron con 4
ML de buffer de siembra. Luego se corrieron en un gel de poliacrilamida al 20 % en condiciones
desnaturalizantes y se revelaron utilizando un STORM phosphorimager. Se analizaron las
imagenes por Image-Quant 5.0y se calculé el porcentaje de DNAzima remanente a cada tiempo

de reaccion.

Estabilidad de las DNAzimas 8-17 frente a lisado celular T47D.

Para los ensayos de estabilidad de las DNAzimas frente a un lisado de células T47D se

preparo la mezcla de reaccion detallada en la Tabla 9.7.
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Reactivo Concentracion/ cantidad
DNAzima marcada 10.000 cpm
DNAzima fria 0,5 pM
Lisado celular T47D 15 pl
Agua estéril Hasta 30pl

Tabla9.7 Mezclade reaccion paralos ensayos de estabilidad de DNazimas 8-17 frente al lisado
celular T47D.

Se mezclo la DNAzima fria, lamarcaday el aguay se calenté un minutoa 95 °C. Luego
se incubd 15 minutos a 37 °C. Se agrego el lisado para dar comienzo a la reaccion. Se tomaron
alicuotas de 2 yL a tiempos 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, y 24 horas y se mezclaron con 4 pL de buffer de
siembra. Luego se corrieron en un gel de poliacrilamida al 20 % en condiciones
desnaturalizantesy se revelo utilizando un STORM phosphorimager. Se analizaron las imagenes
por Image-Quant 5.0 y se calculo el porcentaje de DNAzima remanente a cada tiempo de

reaccion.

Estudios de potencia de siRNAs modificados (Capitulo 5)

Preparacion de los duplex de siRNA.

Se utilizaron las cadenas antisentido y sentido sintetizadas y purificadas en el capitulo
3 (Seccion 3.3.5). Para los duplex empleados en ensayos en cultivos celulares, se prepararon
soluciones 60 UM para cada cadena, en agua destilada, estéril y libre de RNAsas. Para la
formacion del duplex se utilizaron 8 pL de la solucion 60 pM de la hebra antisentido y lo mismo
de la hebra sentido, y 8 pL de buffer HEPES-KOH 3X pH 7,4. Para los diplex empleados en las
curvas de fusion y determinacion de temperatura de fusion (Tm), se preparé una soluciénde 1,2
ml con 2 uM de cada hebra en buffer HEPES-KOH 1X pH 7,4. Se incubaron las soluciones dos
minutos a 95 °C y luego se enfriaron lentamente hasta alcanzar temperatura ambiente. Se

conservaron congeladas hasta su uso.

Curvas de fusion y determinacion de temperatura de fusion (Tm).

Las curvas de fusion para los duplex de ARN se construyeron midiendo la absorbancia
a 260 nm en funcion de la temperatura. Las muestras se analizaron en un rango de temperatura

de25a85 °C, conunarampalineal de 1 °C/minyregistrando la absorbanciacada 0,5 °C, enun
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espectrofotdmetro JASCO V-650. Se determind la Tm para cada diplex por medio del analisis de

las curvas utilizando el software del equipo.

Mantenimiento de la linea celular y armado de placas de 24 pocillos.

Se utilizaron cultivos en monocapa de la linea celular HeLa (ATCC) en etapa de
crecimiento exponencial. Como medio de cultivo se utilizé DMEM (Dulbecco modified Eagle
medium) suplementado con 10 % de suero fetal bovino inactivado con calor (FBS). Los cultivos
se mantuvieron a 37 °C en ambiente de atmodsfera controlada de 5% de CO; y fueron
periddicamente controlados para detectar posibles contaminaciones. El tiempo de duplicacion
de esta linea celular es de 24 h.

Para realizar el pasaje de células se retiré el medio de cultivo, se lavo con buffer
fosfato salino (PBS) y se coloco una solucion de tripsina 0,25 %. Se incub6 por tres minutos a 37
°C. Se rompieron agregados y se resuspendieron las células en 8 ml de DMEM + 10% FBS. Se
separaron unas gotas y se realizé conteo en camara de Neubauer.

Se centrifugaron las células, se retird el medio. Se agregaron al pellet tantos ml de
medio como millones de células contadas de modo de tener una solucion de 1 millon de
células/ml. De esta solucion se tomaron 0,5 mly se colocaron en una nueva botella con 10 ml de
medio para mantener la linea. Se almacenaron en estufa a 37 °Chasta un 70-90 % de confluencia
y se repitio el procedimiento.

Para preparar las placas de 24 pocillos requeridas para los ensayos, se requieren 2,4
millones de células por placa, es decir, 0,1 millones de células por pocillo. Se tomaron 2,4 ml de
la solucion que contenia 1 millon de células/mly se la llevd a 12 ml con medio de cultivo. Se
coloco 0,5 ml en cada pocillo. Se incub6 24 h a 37 °C. Pasado ese tiempo se realizd la

transfeccion.

Sistema reporteropsiCHECK2.

Para llevar a cabo los estudios de silenciamiento de los duplex siRNA, se utilizaron dos
construcciones. Para evaluar la potencia de los dUplex de siRNA por medio del calculo de ICso y
los efectos de silenciamiento ON-target a 1 nMy 16 pM se utilizo el plasmido psiCHECK2-AS que
evalUa el efecto de interferencia cuando la cadena antisentido es correctamente seleccionada por
el complejo RISC. Para evaluar los efectos de silenciamiento OFF-target que evaluan el efecto de
interferencia producido cuando la cadena sentido es erroneamente seleccionada por el complejo
RISC, se utilizd la construccion psiCHECK2-S. El mapa del vector y las secuencias insertadas

pueden observarse en la Figura 9.1.
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BamHI 4451
SV40 Late

Secuencia insertada para psiCHECK2-AS

5 ETCGMTCMATCTGRAGMGGAGAAMATGL _
______ {TAGTTTAGACTTCTTCCTCTTTTTACCCGG |5

psiCHECK™-2

Vector
Synthetic (6273bp)
poly(A)

Balll 1
Kpnl 58

Secuencia insertada para psiCHECK2-§ HSV-TK.
promoter

5 iTCGACATTTTTCTCCTTC'ITCAGA.TTTTGAT !_ S

______ |GTAAAAAGAGGAAGAAGTCTAAAACTACCGG 'S

SV40 early
enhancer/
promoter

1674 [INotl
1663 | Pme
1643 | Ehal
1640 | Sgtl

Promoter

Nhel 684

Figura 9.1 Mapa del vector psiCHECK2 y secuencias insertadas para obtener los vectores ASy S

utilizando las enzimas de restriccion Notl y Xhol.

Transfeccion de células HeLa y ensayo dual de la luciferasa.

Se utilizaron placas de 24 pocillos donde cada pocillo contenia 0,1 millones de células
Hela 24 hs antes de la transfeccion. Se retir6 el medio de cultivo, se lavo con PBS y se colocaron
500 puL DMEM + 10% FBS por pocillo. Para evaluar la potencia ON-target de cada ddplex se
realizo la transfeccion con distintas concentraciones de siRNA. Se utilizaron concentraciones de
0;0,002;0,008;0,016;0,06;0,16;0,3y1nMparael calculodeICsoy concentraciones de 0; 0,016
y 1 nM para los estudios de comparacion de silenciamiento ON/OFF-target.Los siRNAs se
transfectaron junto con el plasmido psiCHECK2-AS utilizando lipofectamina 2000. Para los
ensayos de silenciamiento OFF-target se utilizaron concentraciones de siRNA de 0; 0,016 y 1 nM,
el plasmido psiCHECK2-S y lipofectamina 2000. Cada concentracion se ensayo por triplicado.

Para realizar la transfeccion se prepararon las soluciones detalladas en la Tabla 9.8.
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Solucion 1 para cada pocillo

Concentracion final de

siRNA por pocillo Cantidades
1 nM siRNA 0,6 pmol siRNA; 1 pg psiCHECK2; 50 pl Opti-MEM
0,3 nM siRNA 0,18 pmol siRNA; 1 pg psiCHECK2; 50 pl Opti-MEM
0,16 NnM siRNA 0,096 pmol siRNA; 1 ug psiCHECK2; 50 pl Opti-MEM
0,06 nM siRNA 0,036 pmol siRNA; 1 pg psiCHECK2; 50 pl Opti-MEM
0,016 nM siRNA 0,0096 pmol siRNA; 1 pug psiCHECK2; 50 pl Opti-MEM
0,008 nM siRNA 0,0048 pmol siRNA; 1 pg psiCHECK2; 50 pl Opti-MEM
0,002 nM siRNA 0,0012 pmol siRNA; 1 pg psiCHECK2; 50 pl Opti-MEM
0 nM siRNA 6 MOCK 1 pg psiCHECK2; 50 pl Opti-MEM

Solucion 2 para cada pocillo

1,3 pl Lipofectamina 2000; 48,7 pl Opti-MEM

Tabla 9.8 Preparacion de soluciones 1y 2 para la transfeccion de células HeLa con siRNAy
psiCHECK2 utilizando lipofectamina 2000.

Una vez preparadas las soluciones 1y 2 para cada pocillo, se mezclaron, se colocaron
en un vortex por 10 segundos y se dejaron reposar por 10 minutos. Luego se agregd la mezcla al
pocillo correspondiente. Una vez lista la placa se incub6 a 37 °C por 24 horas.

Unavez pasado este tiempo, se retird el medioy se enjuagaron los pocillos con PBS. Se
agrego6 a cada pocillo 100 pl de buffer de lisis 1X y se coloco la placa en agitador orbital por 15
minutos en oscuridad. Luego, se tomo el volumen de cada pocillo resuspendiendo para romper
agregados, y se traspaso a un microtubo rotulado en bafo de hielo.

Las alicuotas se sembraron en una placa de 96 pocillos apta para el luminometro. Las
actividades de Renillay Firefly luciferasa se midieron utilizando el ensayo reportero dual de la
luciferasa (Promega) y el lumindmetro Glomax-Multi (Promega). Se normaliz6 la actividad de
Renilla \uciferasa a la de Firefly luciferasa, se tomo la actividad de la transfeccion mock como
100% y se calcularon los porcentajes de actividades relativas para cada concentracion. Los
valores de LoglCso y de ICso se obtuvieron mediante una regresion no lineal de Log[siRNA] vs.

respuesta normalizada utilizando el software GraphPad Prism.

Estudios de formacién de duplex e i-motif en cadenas de ADN modificadas (Capitulo 6)

Obtencion de curvas de fusion para duplex de ADN.
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Se prepararon las soluciones de duplex de ADN con 3 uM de cada cadena, en 1,5 ml de
buffer fosfato de sodio 10 mM pH 7 y 150 mM de NaCl. Se incubaron las soluciones dos minutos
a95 °Cyluegose enfriaron lentamente hasta alcanzar temperatura ambiente. Se guardaron a4
°C durante la noche para realizar las curvas de fusion al dia siguiente.

Pararealizar las curvas de fusion se estabilizaron las muestras a la temperatura inicial
de 20 °C. Luego se midieron las variaciones de absorbancia a 260 nm en funcion de la
temperatura en un espectrofotéometro UV-VIS JASCO V-650 equipado con una unidad de control
de temperatura Pelthier. Se utilizé una rampa lineal de temperaturade 0,5 °C/min desde 20 °C
hasta 80 °C. Las medidas se registraron cada 0,5 °C. Se utilizoé una cubeta de cuarzo de 1 cm de
paso optico.

Una vez obtenidas las curvas se utilizo el software del equipo para el calculo de las

temperaturas de fusion de cada duplex.

Obtencion de curvas de fusion, espectros de dicroismo circular y curvas de

titulacion para secuencias formadoras de i-motif.

La preparacion de las muestras se llevd a cabo utilizando una concentracion de
oligonucledtido de 1,3 pM en 1,5 ml de buffer citrato/fosfato 20mM para pHs 5,5; fosfato de
sodio 20 mM para pHs 6, 6,5y 7 conteniendo 50 mM de KCL. Se incubaron las soluciones dos
minutos a 95 °C y luego enfriaron lentamente hasta alcanzar temperatura ambiente. Se
guardaron a 4 °C durante la noche para realizar las mediciones al dia siguiente.

Para realizar las curvas de fusion, se estabilizaron las muestras a la temperatura
inicial de 15 °C. Luego se midieron las variaciones de absorbancia a 280 nm en funcion de la
temperatura. Se utilizé una rampa lineal de 2 °C/min desde 15 °C hasta 80 °C. Las medidas se
registraron cada 0,5 °C. Se utilizo una cubeta de cuarzo de 1 cm de paso 6ptico. A partir de las
curvas de fusion se obtuvieron los valores de temperaturas de fusion y los parametros
termodinamicos.

Los espectros de dicroismo circular fueron realizados registrando la elipticidad en
funcion de la variacion de la longitud de onda con una variacion de 100 nm/min desde 210 nm
hasta 350 nm con un ancho de banda de 1 nm y un tiempo de respuesta de 4 segundos. Se
registraron los espectros desde 15 °C hasta 80 “C cada 5 °C. Todas las medidas se realizaron en
un espectropolarimetro JASCO J-815V con una unidad de control de temperatura Julabo F-
25/HD.

Para realizar las titulaciones acido-base se utilizé el mismo espectropolarimetro

mencionadoanteriormente. Los experimentos se realizarona25 °C, en bufferfosfato20mMcon
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50 mM de KCL. Las titulaciones se llevaron a cabo ajustando el pH de las soluciones de
oligonucledtido 2 pM en celdas de cuarzo Hellma (10 mm de paso dptico, 3 ml). Se registraron
los espectros de dicroismo circular con la variacion de pH a 280 nm. Los valores de elipticidad

fueron convertidos a “fraccion de ADN plegado” utilizando la ecuacion:

fraccioon de ADN plegado =1 - BSplegado — €lipticidad,y

BSplegado - BSno plegado

donde elipticidad,+ es la elipticidad a 280 nm a un determinado pH, “BSpiegado” ¥ “BSno plegado”
corresponden a valores basales de las species plegadas y no plegadas respectivamente. Los
valores basales elegidos corresponden a pH de 3,5y 7,5 y el punto medio de transicion (pH1/2)

fue obtenido graficando la fraccion de ADN plegadovs. pHy ajustando a una funcion sigmoidea.

Obtencion de espectros de resonancia magnética nuclear de hidréogeno (*H-RMN)

para secuencias formadoras de i-motif.

Las muestras fueron disueltas en una mezcla 9:1 de H,0/D;0. Los experimentos se
realizaron en buffer fosfato de sodio 10 mM y 100 mM de NaCl. Para cada caso se ajusté el pH
con DCl y NaOD. Los espectros se realizaron en un espectrometro de resonancia magnética
nuclear Bruker a 600 MHz con software Topspin. Para suprimir las sefales del agua se utilizé un

modulo Watergate.

9.2.6 Exploracion del uso de la DNAzima peroxidasa (Capitulo 7)

Oxidacion de TMB catalizada por la D y la L-DNAzima peroxidasa.

Las concentraciones utilizadas de reactivos se muestran en la Tabla 9.9.

Reactivo Concentracion/Cantidad
D 6 L-oligonucledtido 10,5 pM
Hemina 15,75 UM
Buffer deincubacion 40 pl

Solucion de trabajo (0,2 mM TMB; 1 mMH,0;) 150 pl (0,16 mM TMB; 0,8 mM H,0,)

Tabla9.9 Mezcladereaccion utilizada paralaoxidacion de TMB catalizadapor Dy L-DZ.
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Se mezclé el oligonucledtido con la hemina y el buffer de incubacion y se dejo 15
minutos a 25 °C para permitir la formacion de la DNAzima. Luego se agregd la solucion de
trabajo que contiene el sustrato TMB y el H,0,. Se dejé reaccionar por 15 minutos y luego se
agregaron 100 pl de H;S04, se agitd, y se mididé inmediatamente la absorbancia a 450 nm en el
nanodrop. La reaccion se realizo por duplicado. Se realizaron los siguientes controles:

Control 1: sereemplazé el volumen de heminay de oligonucleotido por agua

Control 2: se reemplazo el volumen de oligonucleétido por agua.

Oxidacion de TMB catalizada por la DNAzima peroxidasa inmovilizada.

Las concentraciones utilizadas de reactivos se muestra en la Tabla 9.10.

Reactivo Concentracion/Cantidad
Oligonucleotidoinmovilizado 103 nmoles
Hemina 10,5 uM
Buffer deincubacion 40 pl

Solucion de trabajo (0,2 mM TMB; 1 mM H;0;) 150 pl (0,16 mM TMB 0,8 mM H;0,)

Tabla 9.10 Mezcla de reaccion utilizada para la oxidacion de TMB catalizada por I-DZ.

Se utilizo el total de oligonucledtido inmovilizado obtenido en lasintesis para facilitar
sumanipulacion. Se agrego la hemina, el buffer de incubaciony se dejé 15 minutos a 25 °C para
permitir la formacion de la DNAzima cuya concentracion en este caso esta determinada por la
concentracion de hemina y por lo tanto es de 10,5 pM. Luego se agrego la solucion de trabajo que
contiene el sustrato TMB y el H,0,. Se dejoé reaccionar por 15 minutos y luego se agregaron 100
ul de H,S04, se agitd, se le dio un spin y se midié inmediatamente la absorbancia a 450 nm en el
nanodrop.

Lareaccion serepitio cinco veces, lavando varias veces con DMSO y luego varias veces
con agua la fase sélida entre reaccion y reaccion. Se realizaron los siguientes controles:

Control 3: se reemplazo6 volumen de hemina por agua y la masa de fase solida con
oligonucledtido inmovilizado por la misma masa de fase sélida sin derivatizar.

Control 4: se reemplazo la masa de fase sélida con oligonucleotido inmovilizado por la misma
masa de fase sélida sin derivatizar.

Control 5: se reemplazo el volumen de hemina por agua.

171



Capitulo9: Materialesymétodos.

Obtencion de tiempos de retencion y curvas de calibracion de sulfuros, sulfoxidos y sulfonas

utilizando estandares.

Se prepararon soluciones madre 100 mM de todos los estandares en DMSO y sus
respectivas diluciones para lograr las concentraciones deseadas para confeccionar la curva. Se
realizaron curvas de calibracién midiendo por RP-HPLC el area de pico en funcion de la
concentracion (Capitulo 8: Anexo, Figuras 10.85 - 10.90).

Para el tioanisol, metil fenil sulfoxido, metil fenil sulfona, difenil sulfuro, difenil
sulfoxido y difenil sulfona la deteccion se efectud a 254 nm. Para dibencil sulfuro, dibencil
sulfoxido, dibencil sulfona, dibenzotiofeno y dibenzotiofeno sulfona la deteccion se hizo a 220
nm.

Como fase estacionaria se utilizé una columna C-18y como fase movil un gradiente de

agua pH 3y acetonitrilo. El gradiente utilizado se detallaen la Tabla 9.11.

PROGRAMA RP-HPLC PARA OXIDACION DE SULFUROS

Tiempo (min) % Acetonitrilo
0 30
1 30
7 80
9 80
13 30
15 30

Tabla 9.11 Programa RP-HPLC para oxidacion de sulfuros.

Curvas de actividad para la oxidacion de tioanisol catalizada por D y L-DNAzima

peroxidasa.

Las concentraciones de la mezcla de reaccion se detallan en la Tabla 9.12.
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Reactivo Concentracion
Hemina 12 UM
D 6 L-oligonucledtido 12 UM
Tioanisol 2,5uM
H20: 4mM

Buffer de incubacion HEPES pH 8 Hasta 2ml

Tabla 9.12 Mezcla de reaccion utilizada para la oxidacion de tioanisol catalizada por D y L-DZ.

Para lareaccion de oxidacion de tioanisol, se mezclo la hemina con el oligonucleétido
en buffer de incubacion HEPES pH 8 durante 15 minutos a 25 °C para permitir la formacion de la
DNAzima peroxidasa. Luego se agrego el tioanisol y se tomé una alicuota de 20 pl para el tiempo
cero. Se agregé el peroxido de hidrogeno para comenzar lareaccion. Se tomaron alicuotas de 20
pla 10, 15, 30, 60, 120, 240, 480, 900y 1800 segundos. Todas se mezclaron con 19 ul de DMSO y
1 pl de bisulfito de sodio 150 mM para detener la reaccion. Se prepararon los siguientes
controles:

Control 1: sereemplazo6 elvolumen de heminay el de oligonucleétido por agua.
Control 2: se reemplazé el volumen de oligonucleétido por agua.

Todas las fracciones se analizaron por RP-HPLC utilizando el programa de oxidacion
de sulfuros descrito anteriormente.

Se midié el areade cada picoy se calculo la concentracion de cada producto utilizando
las curvas de calibracién previamente confeccionadas. Una vez obtenida de concentracion de
productos para cada tiempo se calculo el porcentaje de conversion tomando como 100 % la
concentracion tioanisol calculada a partir del area de pico a tiempo cero. Una vez obtenidas las
curvas de porcentaje de conversion en funcion del tiempo para cada DNAzima, se calculé la

pendiente de la zona lineal para obtener el valor de velocidad inicial observada.

Oxidacion de tioanisol catalizada por la DNAzima peroxidasa inmovilizada.

Las concentraciones de la mezcla de reaccion se detallan en la Tabla 9.13.
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Reactivo Concentracion

Oligonucleotidoinmovilizado 103 nmoles

Hemina 12 pM
Tioanisol en sobrenadante 2,5mM
Buffer deincubacion Hasta 100 pl
H20, 4 mM

Tabla 9.13 Mezcla de reaccion utilizada para la oxidacion de tioanisol catalizada por I-DZ.

Se utilizo el total de oligonucleo6tido inmovilizado obtenido en la sintesis y ya utilizado
para la oxidacion del TMB, luego de someterlo a lavados con DMSO y agua. Se agrego6 la heminay
elbufferdeincubacion. Como lafase solidaadsorbe el tioanisol, se agregd 1 pl de tioanisol puro,
se agito y se incubo por 15 minutos para permitir la formacion de la DNAzima y para saturar la
fase solida. Luego se mide la concentracion de tioanisol del sobrenadante por HPLC y se ajusto a
2,5 mM. Se tomo una alicuota de 10 pl para tiempo cero y luego se agrego el H202. Se tomaron
alicuotas de 10 pyla 1y 30 minutos. Todas las alicuotas se mezclaron con 19 ul de DMSOy 1 pl de
bisulfito de sodio 150 mM para detener la reaccidn. Se realizaron los siguientes controles:
Control 3: se reemplazo volumen de hemina por agua y la masa de fase solida con
oligonucledtido inmovilizado por la misma masa de fase solida sin derivatizar.

Control 4: se reemplazo la masa de fase solida con oligonucleotido inmovilizado por la misma
masa de fase sélida sin derivatizar.
Control 5: se reemplazo el volumen de hemina por agua.

Las fracciones se midieron por RP-HPLC utilizando las mismas condiciones descriptas
para la oxidacion del tioanisol con la DNAzima peroxidasa soluble y se calculo el porcentaje de
conversion de la misma manera, tomando como 100 % la concentracion de tioanisol presente en
el sobrenadante a tiempo cero.

La reaccion se repitid cuatro veces, lavando varias veces con DMSO y luego varias

veces con agua la fase solida entre reaccion y reaccion.
Oxidacion de sulfuros catalizadas por D y L-DNAzima peroxidasa.
La reaccion se llevé a cabo utilizando el mismo procedimiento que para la oxidacion
detioanisol. Se utilizaron las mismas concentraciones de reactivos excepto por laconcentracion

de sulfuro que fue distinta para cada uno debido a su distinta solubilidad en buffer y su distinta

absortividad molar.
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Para difenil sulfuro la concentracion utilizada fue 0,1 mM, para dibencil sulfuro fue de
0,25 mM y para dibenzotiofeno fue de 0,15 mM. El volumen final de reaccion fue de 300 pl. Se
tomaron alicuotas de 30 pyl a 0, 1y 30 minutos y se mezclaron con 1 pl de bisulfito de sodio 150
mM para detener la reaccion. Se prepararon los siguientes controles para cada sulfuro:

Control 1: sereemplazo6 elvolumen de heminay el de oligonucleotido por agua.
Control 2: se reemplazé el volumen de oligonucleétido por agua.

Todas las fracciones se analizaron por RP-HPLC utilizando el programa oxidacion de
sulfuros y los porcentajes de conversion fueron calculados de la misma manera que para la
oxidacion del tioanisol. En el caso del dibenzotiofeno sulfoxido, cuyo estandar no estaba
comercialmente disponible, se procedio a calcular el porcentaje de conversion por balance de
masa teniendo en cuenta el porcentaje de conversion a sulfona y el sulfuro remanente. La
identidad de pico con un tiempo de retencion de 5,57 min, se confirmo por LC-MS obteniendo un
valor de m/z=201,08 que se corresponde con la especie [DBTO+H+] (Capitulo 8: Anexo, Figura
10.74).

Oxidacion de Paracetamol catalizada por D y L-DNAzima peroxidasa.

Se utilizo la mezcla de reaccion detallada en la Tabla 9.14.

Reactivo Concentracion
Oligonucleotido 12 UM
Hemina 12 UM
Paracetamol 2,5mM
H20; 4mM

Bufferdeincubacion  Hasta 300 pl

Tabla 9.14 Mezcla de reaccion para la oxidacion del Paracetamol.

Se mezclé la hemina con el oligonucleétido en buffer de incubacion durante 15
minutos a 25 °C. Luego se agrego el paracetamol y se tomo una alicuota de 30 pl para el tiempo
cero.

Luego se agrego el H;0; para dar inicio a la reaccion tomando alicuotas de 30 pl al
minuto, a los 30 minutos y a los 60 minutos.

Se realizaron los controles 1 (reemplazado el volumen de oligonucleotido y hemina

por agua) y 2 (reemplazando el volumen de oligonucleétido por agua).
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Las alicuotas fueron analizadas por RP-HPLC utilizando como fase estacionaria una
columna de C-18 y como fase mdvil un gradiente de agua pH 3 y acetonitrilo. El gradiente
utilizado se encuentra detallado en la Tabla 9.15. La deteccién se realizd6 midiendo la
absorbancia a 254 nm. Los porcentajes de conversion se calcularon midiendo el area bajo la

curva del pico correspondiente al paracetamol en cada alicuota.

PROGRAMA RP-HPLC PARA OXIDACION DE PARACETAMOL

Tiempo (min) % Acetonitrilo
0 5
3 5
8 70
9 70
11 5
13 5

Tabla 9.15. Programa RP-HPLC para la oxidacion de paracetamol.

Oxidacion de paracetamol catalizada por la DNAzima peroxidasa inmovilizada.

Las concentraciones utilizadas para la reaccion se detallan en la Tabla 9.16.

Reactivo Concentracion

Oligonucleotidoinmovilizado 103 nmoles

Hemina 12 UM
Paracetamol 2,5mM
Buffer deincubacion Hasta 100 pl
H202 4mM

Tabla 9.16. Mezcla de reaccion utilizada para la oxidacion de paracetamol catalizada por I-DZ.

Se mezclaron los 103 nmoles de oligonucledtido inmovilizado con la hemina en buffer
deincubaciondurante 15 minutosa 25 °C. Luego se agregd el paracetamol. Se tomd una alicuota
para el tiempo ceroy se dio inicio a la reaccion con el agregado de H,0;. Se tomaron alicuotas a
tiempos 0, 1, 30, 60, 120y 150 minutos.
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Se realizaron los controles 3 (donde reemplazé la masa de oligonucledtido
inmovilizado por soporte sin derivatizar y el volumen de hemina por agua) y 4 (donde se
reemplazo la masa de oligonucleotido inmovilizado por soporte sin derivatizar).

Se realizé un control para verificar que el paracetamol no se adsorba al soporte. Se
mezclé el oligonucleodtido inmovilizado y el paracetamol en buffer incubacion por 24 horas
tomando alicuotas a tiempo 0y 24 horas.

Todas las alicuotas se analizaron por RP-HPLC de la misma forma que se describe en

el protocolo de oxidacion del paracetamol con la Dy la L-DNAzima peroxidasa.

Oxidacion de acido indolacético (IAA) por la D-DNAzima peroxidasa.

Se probaron varias condiciones de oxidacion utilizando D-DNAzima peroxidasa 6

Hemina sin oligonucleotido (Tabla 9.17)

. Condicion  Condicion ~ Condicion  Condicion ~ Condicion ~ Condicion
Reactivo

1 2 3 4 5 6
Oligonucledtido 06 12 pM 0 uM 0 uM 0 uM 064puM 062 puM
Hemina 12 UM 8 uM 8 UM 6 UM 4 UM 2 UM
IAA 0,5 mM 0,5 mM 0,5 mM 0,5 mM 0,5 mM 0,5 mM
H,0; 4 mM 4 mM 2,5mM 1T mM 1 mM 1 mM
Buffer de
) B p/300pul  p/300 pl p/300 pl p/300pul  p/300ul  p/300 pl
incubacion

Tabla 9.17 Oxidacion de IAA catalizada por D-Dz. Ensayos en distintas condiciones.

Se mezclaron la hemina y el ADN (cuando corresponda) por 15 minutos a 25 °C en
buffer de incubacion y luego se agrego el sustrato. Se tomo una alicuota de 30 pl para tiempo
ceroy luego se agregd el H,0,. Se tomaronalicuotasa 1, 30y 60 minutos. Se realizo el control 1.

Se analizaron por RP-HPLC utilizando como fase estacionaria una columna de RP-C18
y como fase movil un gradiente de agua pH 3 y acetonitrilo. El gradiente se detalla en la Tabla

9.18. Se midio absorbancia a 280 nm.
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PROGRAMA RP-HPLC PARA OXIDACION DE IAA

Tiempo (min.) % Acetonitrilo
0 5
15 60
17 60
20 5
23 5

Tabla 9.18 Programa RP-HPLC para la oxidacion de IAA.

Se analizo ladesaparicion de IAA en el transcurso de la reaccion midiendo el area bajo

lacurvadel picode sustrato en cadaalicuota. Se calcularon los porcentajes de conversion.

Oxidacién de fenol por la DNAzima peroxidasa.

Para probar la oxidacion del fenol utilizando la DNAzima peroxidasa se evaluaron tres

condiciones (Tabla9.19).

Reactivo Condicion 1 Condicion 2 Condicion 3
Oligonucleotido 4 uM 12 UM 12 UM
Hemina 4 UM 12 uM 12 UM
Fenol 1 mM 1 mM 2,5 mM
H,0; 10 mM 4 mM 4 mM

Buffer de incubacion Hasta 300 yl  Hasta 300 yl  Hasta 300 pl

Tabla 9.19 Ensayo de distintas condiciones para la oxidacion de fenol catalizada por D-Dz.

Se mezclo el oligonucleotido con la heminay el buffer de incubacion durante 15 mina
25 °C para permitir la formacion de la DNAzima. Luego se agrego el fenol. Se tomé una alicuota
de 30 pl para el tiempo cero. Se agregd H,0; para dar comienzo a la reaccion. Se tomaron
alicuotas a 1, 30y 60 minutos. Se realizaron los controles 1y 2.

Las fracciones se analizaron por RP-HPLC utilizando el mismo programa que para la
oxidacion de sulfuros, midiendo la absorbancia a 254 nm. Se analizo6 la desaparicion de fenol en
el transcurso de la reaccion midiendo el area bajo la curva del pico del sustrato y se calcularon

los porcentajes de conversion.
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Capitulo 10: Anexo.

ANEXO

Material suplementario al Capitulo 2.

r1100000
r1000000
r900000
800000
F700000
F600000
r500000
r400000
F300000
F200000

r100000

M | o

F-100000

1é0 1;0 1;0 150 150 1&0 160 40 80 76 66 55 46 36 Zb lb 6
f1 (ppm)
Figura 10.1 3'P-RMN de (2’S)-5’-0-(4,4’-dimetoxitritil)-3’-(2-cianoetil-N,N-

diisopropilfosforamidita)-2’-desoxi-2’-C-metiluridina (Compuesto 14).
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3200
3000
2800
F2600
2400

2200

2000
1800
1600
1400
1200
-1000

800
600

400

NNV | | W

200

--400

180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 O
f1 (ppm)

Figura 10.2 3C-RMN de (2’S)-5’-0- (4,4’ -dimetoxitritil)-3’-(2-cianoetil-N, N-

diisopropilfosforamidita)-2’-desoxi-2’-C-metiluridina (Compuesto 14).

13000
12000
11000
10000
Fr9000
r8000
F7000
r6000
r5000
r4000
F3000

r2000

| F1000
N L.

F-1000

95 90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 1.0 05 00 -05
f1 (ppm)

Figura 10.3 'H-RMN de (2’S)-5’-0-(4,4’ -dimetoxitritil)-3’-(2-cianoetil-N,N-

diisopropilfosforamidita)-2’-desoxi-2’-C-metiluridina (compuesto 14).
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r1100000
1000000
F900000
r800000
F700000
F600000
r500000
r400000
F300000
F200000
r100000

‘_JwL | L .

F-100000

léO 1&0 140 150 léO 1i0 160 95 flfb ) %O 66 Sb 46 3h 26 16 6
ppm
Figura 10.4 3'P-RMN de (2’R)-5’-0- (4,4’ -dimetoxitritil)-3’-(2-cianoetil-N,N-

diisopropilfosforamidita)-2’-desoxi-2’-C-metiluridina (Compuesto 15).

80000
F75000
F70000
65000
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F55000
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45000
40000
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o L____JU :EOOO

F-5000

180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 O
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Figura 10.5 13C-RMN de (2’R)-5’-0- (4,4’ -dimetoxitritil)-3’-(2-cianoetil-N, N-

diisopropilfosforamidita)-2’-desoxi-2’-C-metiluridina (Compuesto 15).

181



Capitulo 10: Anexo.

24000
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20000
18000
-16000
~14000
-12000
10000
8000

6000

Y Sl

--2000
85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 05 00 -05
f1 (ppm)

Figura 10.6 'H-RMN de (2’R)-5’-0-(4,4’-dimetoxitritil)-3’-(2-cianoetil-N,N-

diisopropilfosforamidita)-2’-desoxi-2’-C-metiluridina (Compuesto 15).
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Figura 10.7 31P-RMN de (2’S)-5’-0-(4,4’ -dimetoxitritil)-3’-0-(2-cianoetil-N,N-diisopropil

fosforamidita)-2’-desoxi-2’-C-metil-N4-benzoilcitidina (Compuesto 24).

182



Capitulo 10: Anexo.

80000 L 80000
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20000 F65000
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‘.J\L_ il ll 1 Lo )
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Figura 10.8 31P-RMN de (2’R)-5’-0-(4,4’-dimetoxitritil)-3’-0-(2-cianoetil-N,N-diisopropil

fosforamidita)-2’-desoxi-2’-C-metil-N4-benzoilcitidina (Compuesto 25).

Material suplementario al Capitulo 3.

oo -

- y

T T T T T
0.0 5.0 10.0 150 20,0 250 300
Mirures

Figura 10.9 Cromatograma en condiciones DMT-OFF de DZ 8-17.
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I _

0.0 ‘ T T T T T r T T T
oo 50 0.0 150 20.0 25.0 30.0
Minutes

Figura10.10 Cromatograma en condiciones DMT-OFF de DZ 8-17 C(R)spurificada.

1200.0 =
1100.0 —-
1000.0 ‘-
S00.0

800.0 -

0.0 S0 100 15.0 200 250 300

300.0-

240.0-

1600

:

1200

60.0 -

oo T I - T .J T - T —"/HL_.“N""“—T . 1
0.0 5.0 100 150 200 =0 100

Minutes

Figura 10.12 Cromatograma en condiciones DMT-OFF de DZ 8-17 C(R)11 purificada.
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S

00 T T T T ¥ T T T T T Y 1
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Minutes

oo —’.__l'“"‘{hﬁ,_" : o I : . . o o — — . 7 )
00 20 40 60 80 100 120 1.0 16,0 8.0 200 220
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Figura 10.14 Cromatograma en condiciones DMT-OFF de DZ 8-17 B purificada.
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2400
180,07
:
1200
- M
0.0 T T T T T T T T T T T 1
0.0 5.0 100 150 200 250 0.0
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Figura 10.15 Cromatograma en condiciones DMT-OFF de DZ 8-17 C(R)s B purificada.
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Figura 10.17 Cromatograma en condiciones DMT-OFF de DZ 8-17 C(S)s-C(S)11B purificada.

Oligonucleotido ADN Masa Masa
) Secuencia (5’- 3’)

para duplex calculada encontrada
ADN-C(S) CAATGGAC(S)TTGTTGA 4621.1 4621.4
ADN-C(R) CAATGGAC(R)TTGTTGA 4621.1 4618.0
ADN-U(S) CAATGGACU(S)TGTTGA 4607.1 4603.5
ADN-U(R) CAATGGACU(R)TGTTGA 4607.1 4604.8
ADN-dU CAATGGACAUTGTTGA 4593, 1 4589.9
ADN-UOMe CAATGGACUOMeTGTTGA 4623.1 4622.1
ADN-U CAATGGACUTGTTGA 4609.1 4606.2

Tabla 10.1 Valores de m/z hallados para los oligonucleo6tidos de ADN para duplex purificados.
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Figura10.18 Espectrode masadeloligonucleotido ADN-C(S).
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Figura 10.19 Espectrode masa del oligonucledtido ADN-C(R)
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Figura10.20Espectrode masadeloligonucleétido ADN-U(S).
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Figura10.21Espectrode masadeloligonucleotido ADN-U(R).
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Figura 10.22 Espectro de masa del oligonucle6tido ADN-dU.
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Figura 10.23 Espectro de masa del oligonucleotido ADN-UOMe
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Figura 10.24 Espectro de masa del oligonucleotido ADN-U.
Oligonucleotido
o ) o Masa Masa
telomeéricopara Secuencia (5°-3")
calculada  encontrada
i-motif
T-NM CCCTAACCCTAACCCTAACCCT 6504.3 6502.2
T-C(5)1 C(S)CCTAACCCTAACCCTAACCCT 6518.3 6516.6
T-C(S): CC(S)CTAACCCTAACCCTAACCCT 6518.3 6515.2
T-C(5)2C(5)14 CC(S)CTAACCCTAACC(S)CTAACCCT 6532.3 6530.3

Tabla 10.2 Valores m/z hallados para los oligonucleotidos de ADN purificados para estudios enii-

motif.
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Figura 10.25 Espectro de masa del oligonucleotido T-NM.
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Figura 10.26 Espectro de masa del oligonucleotido T-C(S);
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Figura 10.27 Espectro de masa del oligonucleétido T-C(S);
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Figura 10.28 Espectro de masa del oligonucleotido T-C(S5)2C(S)14
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Oligonucleotido para

Masa Masa

cadena Secuencia (5’-3’)
calculada  encontrada

antisentido de siRNA

ASLucU(S), UU(S)2.UUUCUCCUUCUUCAGAUTT 6439.8 6435.5
ASLucU(R); UU(R):UUUCUCCUUCUUCAGAUTT 6439.8 6436.7
ASLucU(S)s UUUUU(S)sCUCCUUCUUCAGAUTT 6439.8 6437.7
ASLucU(R)s UUUUU(R)sCUCCUUCUUCAGAUTT 6439.8 6437.2
ASLucU(S)20 UUUUUCUCCUUCUUCAGAUU(S)20T 6441.7 6438.8
ASLucU(R)20 UUUUUCUCCUUCUUCAGAUU(R) 20T 6441.7 6437.2
ASLucC(S)s UUUUUC(S)sUCCUUCUUCAGAUTT 6439.8 6420.0
Oligonucleotidopara Masa Masa
Secuencia (5’-3’)
cadena sentido de siRNA calculada encontrada
SLucU(S)20 AUCUGAAGAAGGAGAAAAAU(S)20T 6809.2 6805.4
SLucU(R)20 AUCUGAAGAAGGAGAAAAAU(R)20T 6809.2 6805.3

Tabla 10.3 Valores de m/z para los oligonucledtidos de ARN preparados para siRNA.
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Figura 10.29 Espectro de masa del oligonucleotido ASLucU(S):
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Figura 10.31 Espectro de masa del oligonucleotido ASLucU(R)s
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Figura 10.32 Espectro de masa del oligonucleoétido ASLucU(S)20
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Figura 10.33 Espectro de masa del oligonucleotido ASLucU(R)2o
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Figura 10.34 Espectro de masa del oligonucleotido ASLucC(S)e
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Figura 10.36 Espectro de masa del oligonucleotido SLucU(R)z2o
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Material suplementario al Capitulo 4.

MgCl;
10 mM 30 mM 50 mM 75 mM 100 mM
Tiempo
% SD % SO % SD % SD % SD
(min)

0O 00 00 00 00 00 00 00 00 0,0 00
1 1,4 1,8 1,9 16 43 06 2,7 10 48 3,6
2 2,4 35 27 08 49 47 38 35 65 3,9
4 46 23 63 12 7,7 00 69 13 11,9 6,7
6 7.4 47 67 12 101 3,9 12,8 11,8 16,0 14,7
8 105 21 11,6 27 169 82 21,4 59 22,0 14,1
12 11,1 1,3 22,6 2,0 354 83 348 46 369 10,8
15 15,5 44 26,7 1,6 39,2 6,7 43,3 6,3 46,0 10,4
30 326 2,9 470 12 61,1 1,8 62,7 54 62,5 5,0
60 558 45 70,2 22 748 04 769 1,1 761 2,1
120 76,5 2,8 798 19 788 2,0 79,6 3,3 79,4 2,5
180 79,9 1,4 830 09 80,0 42 8,2 43 799 23

Tabla 10.4 Actividad de DZ 8-17 en funcion de la concentracion de MgCl; con sustrato quimera.
%: Porcentaje de hidrolisis de sustrato quimera; SD: desvio estandar del promedio de

triplicados.
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MgCl,
10 mM 30mM 50 mM 75 mM 100 mM

Tiempo

(min) % SD % SD % SD % SD % SD
0 o0 o0 00 00 00 00 00 00 0,0 0,0
1 1,7 32 19 15 27 06 18 15 1,3 0,4
2 31 34 26 23 19 00 24 1,9 16 1,3
4 28 42 14 08 22 06 39 09 6,0 3,1
6 2,3 24 38 02 26 15 64 13 55 1,0
8 55 1,7 7,2 45 58 1,7 10,5 2,2 10,7 1,7
12 91 2,4 11,3 3,0 144 0,7 13,5 1,4 13,7 1,3
15 9,6 0,0 11,4 2,8 168 09 198 1,8 199 3,0
30 13,8 4,2 299 3,3 33,1 0,9 36,2 4,4 421 45
60 30,5 5,1 51,7 3,5 553 0,7 557 1,0 539 0,1
120 47,0 1,7 67,4 35 654 0,2 67,0 0,8 643 1,2
180 55,5 2,6 71,1 2,4 698 19 70,8 0,3 659 3,2

Tabla 10.5 Actividad de DZ 8-17 en funcion de la concentracion de MgCl; con sustrato ARN. %:

Porcentajedehidrolisisdesustratoquimera; SD: desvio estandar del promediodetriplicados.

DZ 8-17 DZ 8-17 C(R)s D817
C(R)s-C(S)i1
Tiempo % % %

(min)  hidrolisis hidrolisis hidrolisis °D
0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

1 4,3 0,6 4,1 5,1 1,2 0,8

2 2,3 1,6 4,7 4,4 2,0 0,3
4 4,7 0,0 4,8 3,2 0,9 0,1
6 10,1 3,9 4,2 3,8 1,2 0,6

8 16,9 8,2 6,0 2,4 2,0 1,3
12 32,0 8,3 9,2 2,2 2,3 0,6
15 392 67 12,6 1,5 40 2,1
30 61,1 1,8 29,2 7,8 10,7 2,3
60 74,8 0,4 38,2 2,4 23,1 3,5
120 78,8 2,0 61,3 3,8 46,9 4.4

199



Capitulo 10: Anexo.

180 80,0 4,2 66,3 0,8 59,5 2,2
240 80,0 4,2 75,9 4,2 65,1 1,1
300 80,0 4,2 76,9 9,1 68,7 0,2

DZ 8-17 DZ 8-17
DZ 8-17 B
C(R)sB C(R)s-C(S)11B
Tiempo % % %
) SD ) D ) SD
(min)  hidrolisis hidrolisis hidrolisis

0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
1 0,9 1,8 1,3 0,0 2,9 1,2
2 2,8 1,5 1,1 0,2 2,3 1,1
4 2,1 2,6 2,9 3,6 2,9 1,3
6 3,9 1,5 3,0 2,6 3,4 3,5
8 5,7 3,0 7,5 2,1 4,3 5,8
12 5,1 2,6 12,8 6,1 4,4 0,8
15 6,7 6,1 20,1 9,5 5,6 3,6
30 19,0 2,2 37,5 0,2 7,5 3,1
60 35,1 3,6 61,8 1,0 9,1 3,1

120 545 02 751 12 12,5 45
180 589 52 77,6 09 209 3,7
240 640 2,6 77,7 23 225 3,7
300 58,3 0,8 76,8 1,4 281 5,0

Tabla 10.6 Actividad de las DNAzimas 8-17 frente al sustrato quimera.
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Capitulo 10: Anexo.

DZ 8-17 DZ 8-17C(R)s Pz 87
C(R)s-C(S)11
Tiempo % % %
(min)  hidrolisis °D hidrolisis hidrolisis °D
0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
1 2,7 0,6 1,3 1,7 1,3 0,6
2 1,9 0,0 2,8 1,7 2,9 2,6
4 2,2 0,6 3,8 1,8 2,6 3,3
6 2,6 1,5 3,7 1,9 5,3 4,0
8 5,8 1,7 9,4 1,5 7,1 4,2
12 14,4 0,7 10,2 1,8 9,9 5,5
15 16,8 0,9 22,4 3,7 12,7 2,1
30 33,1 0,9 33,1 3,3 23,2 1,7
60 55,3 0,7 49,7 1,9 38,8 3,4
120 65,4 0,2 61,7 2,9 49,5 2,6
180 69,8 1,9 64,7 1,0 56,2 0,9
240 68,2 0,7 58,3 2,6
300 67,5 3,2 61,9 1,5
DZ 8-17B DZ 8-17 C(R)sB bz 817
C(R)s-C(S)11 B
Tiempo % % %
(min)  hidrolisis °D hidrolisis hidrolisis °D
0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
1 1,6 2,1 2,2 1,6 1,0 0,8
2 1,5 1,8 3,8 2,2 1,3 0,6
4 1,2 3,9 3,5 1,0 2,0 2,6
6 1,8 2,7 4,7 0,9 5,2 2,3
8 4,6 3,9 11,4 5,1 5,0 4,6
12 9,0 4,0 10,2 4,5 5,6 4,5
15 10,6 2,9 15,9 2,1 4,4 0,9
30 18,9 4,8 28,5 4,6 6,1 3,6
60 35,4 3,8 45,7 4,8 6,6 5,8
120 50,0 1,5 59,8 4,1 9,6 0,9
180 56,9 2,2 64,7 1,0 17,6 2,4
240 60,4 2,0 68,5 1,3 24,9 6,9

201



Capitulo 10: Anexo.

300

62,1

1,7

68,9

1,8

27,7

4,5

Tabla 10.7 Actividad de las DNAzimas 8-17 frente al sustrato ARN.

DZ 8-17 DZ 8-17 DZ8-17 DZ 8-17
DZ 8-17 DZ8-17B
C(R)s C(R)s-C(S)11 C(R)sB C(R)s-C(S)11B
Tiempo
%Dz SD %Dz SD %Dz SD %Dz SD %Dz SD %Dz SD
(min)
0 100,0 0,0 100,0 0,0 100,0 0,0 100,0 0,0 100,0 0,0 100,0 0,0
2 52,9 9,2 61,9 4,0 87,2 3,4 452 2,6 81,6 5,5 83,1 0,7
4 26,1 8,2 43,7 3,2 72,4 2,5 358 3,4 66,5 6,6 72,4 0,9
8 96 2,9 246 3,1 53,8 32 288 2,2 50,3 6,6 44,6 0,6
15 7,7 3,7 12,9 2,3 398 0,7 254 5,3 31,5 45 41,1 0,5
30 8,3 45 90 15 309 70 22,0 3,8 20,2 1,9 30,3 1,7
60 8,3 40 7,2 1,2 13,8 2,2 20,3 3,8 149 1,0 14,3 1,3
120 6,2 52 9,7 47 9,1 0,5 18,4 39 10,6 0,4 8,4 1,1
Tabla 10.8 Estabilidad de las DNAzimas 8-17 frente a la endonucleasa RQ1.
DZ 8-17 DZ 8-17 DZ 8-17 DZ 8-17
DZ 8-17 DZ 8-17B
C(R)s C(S)s-C(S)11 C(R)s B C(5)s-C(S)1 B
Tiempo
%Dz SD %Dz SD %Dz SD %Dz SD %Dz SD %Dz SD
(horas)
0 100,0 0,0 100,0 0,0 100,0 0,0 100,0 0,0 100,0 0,0 100,0 0,0
1 86,8 56 81,6 2,4 81,4 2,4 76,3 1,7 84,4 3,7 83,3 1,5
2 65,5 3,0 61,5 0,4 65,2 1,8 654 3,6 67,8 0,6 67,1 2,3
3 50,2 4,5 52,1 3,6 53,8 08 551 3,7 57,3 1,8 58,6 4,2
4 38,6 2,1 454 1,9 485 2,6 51,7 3,1 57,5 3,8 51,2 4.5
5 341 2,2 43,0 0,0 429 40 50,7 3,1 54,3 6,3 47,4 3,7
6 300 2,1 39,0 2,8 38,3 1,4 48,3 3,9 56,4 4,0 43,4 3,2
7 18,7 3,0 34,3 3,4 339 1,4 48,2 4,6 56,2 3,7 36,9 5,9
24 15,8 0,7 32,8 3,4 33,6 1,5 48,8 3,9 544 57 36,5 1,6

Tabla 10.9 Estabilidad de las DNAzimas 8-17 frente a un lisado celular.
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Capitulo 10: Anexo.

DNAzima Kact Error Kdeg Error Kact/ Kdeg Error

DZ 8-17 0,044 0,004 0,38 0,02 0,11 0,01

DZ 8-17 C(R)s 0,012 0,001 0,24 0,01 0,049 0,006

DZ 8-17 C(R)s-C(S)11  0,0065 0,0009 0,07 0,01 0,09 0,02
DZ 8-17B 0,014 0,002 0,54 0,07 0,025 0,004

DZ 8-17 C(R)s B 0,023 0,002 0,098 0,008 0,23 0,03
DZ 8-17 C(S)s-C(S)11 B 0,002 0,001 0,08 0,02 0,03 0,02

Tabla 10.10 Relacidén actividad-estabilidad con sustrato quimera y endonucleasa RQ1

DNAzima Kact Error Kdeg Error Kact/ Kdeg Error
DZ 8-17 0,022 0,002 0,38 0,02 0,057 0,007

DZ 8-17 C(R)s 0,022 0,002 0,24 0,01 0,094 0,009

DZ 8-17 C(R)s-C(S)«+  0,0158 0,0008 0,07 0,01 0,22 0,03
DZ 8-17 B 0,0131  0,0007 0,54 0,07 0,024 0,003

DZ 8-17 C(R)s B 0,017 0,001 0,098 0,008 0,18 0,02
DZ 8-17 C(S)s-C(S)11 B 0,001 0,001 0,08 0,02 0,01 0,01

Tabla 10.11 Relacion actividad-estabilidad con sustrato ARN y endonucleasa RQ1.

DNAzima Kact Error Kdeg Error Kact/ Kdeg Error

DZ 8-17 0,044 0,004 0,29 0,03 0,15 0,02

DZ 8-17 C(R)s 0,012 0,001 0,40 0,03 0,029 0,004

DZ 8-17 C(R)s-C(S)11 0,0065 0,0009 0,37 0,02 0,018 0,002
DZ 8-17 B 0,014 0,002 0,60 0,03 0,023 0,003

DZ 8-17 C(R)s B 0,023 0,002 0,60 0,09 0,038 0,007
DZ 8-17 C(S)s-C(S)n B 0,002 0,001 0,35 0,03 0,006 0,004

Tabla 10.12 Relacion actividad-estabilidad con sustrato quimera y lisado celular
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Capitulo 10: Anexo.

DNAzima Kact Error Kdeg Error Kact/ Kdeg Error

DZ 8-17 0,022 0,002 0,29 0,03 0,07 0,01
DZ 8-17 C(R)s 0,022 0,002 0,40 0,03 0,056 0,006
DZ 8-17 C(R)s-C(S)»«  0,0158 0,0008 0,37 0,02 0,043 0,004
DZ 8-17B 0,0131  0,0007 0,60 0,03 0,022 0,002

DZ 8-17 C(R)s B 0,017 0,001 0,60 0,09 0,029 0,005
DZ 8-17 C(S)s-C(S)11 B 0,001 0,001 0,35 0,03 0,002 0,006

Tabla 10.13 Relacion actividad-estabilidad con sustrato ARN y lisado celular

Material suplementario al Capitulo 5.

0.91 — -
0.9+

08—

Abs

ra

0.7+

e e R . =5
20.13 40 80 80.05

Temperature [C]

siRNA D1.jws

No Sampe  |MefingTempersStat ___[End

T[sRNADT | 700905  e4109| 77223

Figura 10.37 Curva de fusion del siRNA D1
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Capitulo 10: Anexo.

0.85—

40 60 80 85.01
Temperature [C]
SiRNA D2 jws
No. |Sample Melting Temperz Start |End
1| siRNA D2 69.9982 62.9875 77.7069
Figura 10.38 Curva de fusion del siRNA D2
0.71; S
0.7

Abs
0.6
0.55 I
2494 40 60 80 85.03
Temperature [C]
SIRNA D3 jws
\No. |Sample Melting Tempers Start End
1 } siRNA D3 70.2157 | 63.4883 77.4337

Figura 10.39 Curva de fusién del siRNA D3
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Capitulo 10: Anexo.

0.81

0.62 ‘ 1 SRS VRN
25 40 60 80 85.09
Temperature [C]
SIRNA D4 jws
No. Sample Melting Temperz Start End
1| siRNA D4 69.4476 62.8113 76.6434

Figura 10.40 Curva de fusion del siRNA D4

0.81 —
08+

Abs
07+
0.61
25 40 60 80 85.05
Temperature [C]
siRNA D5 jws
No. |Sample Melting Temperz Start End
1| siRNA D5 69.1032 | 61.9931 76.3258 |

Figura 10.41 Curva de fusion del siRNA D5
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Capitulo 10: Anexo.

058,

047 : L |
252 40 60 80 85.04

Temperature [C]
siRNA D6 jws
No. | Sample Melting Temperz Start End
1| siRNA D6 65.4869 56.362 73.9188
Figura 10.42 Curva de fusion del siRNA D6
0.79

0.75—

061 -
2493 40 60 80 85.05
Temperature [C]
SiRNA D7.iws
No. Sample Melting Temperz Start End
1| siRNA D7 67.9394 61.5692 74.3305

Figura 10.43 Curva de fusion del siRNA D7
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Capitulo 10: Anexo.

0.77

0.7+

Abs
06
0.56
24.96 40 60 80 851
Temperature [C]
SiRNA D8 jws
No. Sample Melting Tempers Start End
1 SiRNA D8 70.5016 64.1867 77.0738
Figura 10.44 Curva de fusion del siRNA D8
0.96—
)..
\
09~
L
l
Abs ‘
0.8-
0.71 : *
24.96 40 60 80 85.05
Temperature [C]
SiRNA D9 jws
No. |Sample Melting Temperz Start |End |
1| siRNA D9 69.9278 63.6784 77.1703 |

Figura 10.45 Curva de fusion del siRNA D9
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Capitulo 10: Anexo.

0.32

0.3

028~
Abs
026
0.24-
022 : —_— e —
2493 40 60 80 85.04
Temperature [C]
SiRNA D10.jws
No. Sample |Melting Temperz Start End
1 siRNA D10 68.9351 62.357 75.6265
Figura 10.46 Curva de fusion del siRNA D10
0.31
0.3~
0.28-
Abs
0.26
0.24 -
2493
Temperature [C]
SiRNA D11 jws
No. Sample |Melting Temperz Start End |
1| siRNA D11 ‘ 69.3446 62.5581 76.2257 |

Figura 10.47 Curva de fusion del siRNA D11
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Capitulo 10: Anexo.

0.92

Abs

25.65 40 80 80 85.06
Temperature [C]
siRNA D12.jws
No. |Sample 'Melting Temperz Start End
1/siRNA D12 69.8406 | 64.2665 76.1485 |

Figura 10.48 Curva de fusion del siRNA D12

0.72;

0.7

0.55¢

0.53 1
2494 40 60 80 85.02
Temperature [C]

SiRNA D13 jws

No. Sample Melting Temiperz Start |End
1 siRNA D13 70.9502 64.4454 | 78.3885

Figura 10.49 Curva de fusion del siRNA D13
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Capitulo 10: Anexo.

0.41

04—

Abr
0.3
25 40 60 80 85
Temperature [C]
siRNA D14 jws
No. Sample | Melting Temperz Start End
1 siRNA D14 ‘ 69.3735 62.0787 | 76.7978
Figura 10.50 Curva de fusion del siRNA D14
0.41
04—
AbS 351
03
2493
siRNA D15.jws
No. 'Sample Melting Temperz Start End
1 siRNA D15 69.6286 62.5581 76.3945

Figura 10.51 Curva de fusion del siRNA D15
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Capitulo 10: Anexo.

0.68

'24.89 40 60 80 85

Temperature [C]
siRNA D16.jws
No. |Sample Melting Temperz Start End
1/siRNA D16 69.359 62.2055 | 76.6701

Figura 10.52 Curva de fusion del siRNA D16

0.67

065

06—
Abs
0.55—
05 | | |
25.03 40 60 80 85.02
Temperature [C]
siRNA D17 jws:
No. Sample Melting Temperz Start End 1
1 siRNA D17 68.9585 | 62.7784 75.4556 |

Figura 10.53 Curva de fusion del siRNA D17
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Capitulo 10: Anexo.

0.28;

0.2 : .
2493 40 60 80 85.03
Temperature [C]
SiRNA D18 jws
No. |Sample Meilting Temperz Start 'End
1/siRNA D18 65.5841 56.9077 | 74.4275

Figura 10.54 Curva de fusion del siRNA D18

0.21 ’ ‘
24.95 40 60 80 85.03
Temperature [C]
SiRNA D19 jws
No. |Sample Melting Temperz Start 'End \
1 siRNA D19 65.0948 55.3301 | 75.1678

Figura 10.55 Curva de fusion del siRNAD19
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Capitulo 10: Anexo.

Abs
0.4
0.36 ;
24.99 40 60 80 85.04
Temperature [C]
siRNA D20.iws
'No. |Sample Melting TemperZ Start End =)
1 siRNA D20 67.602 60.9633 | 74.333 |
Figura 10.56 Curva de fusion del siRNA D2
0.45
04-
Abs
0.35
0.33 -
25.03 40 60 80 85.1
Temperature [C]
SIRNA D21 jws
No. Sample |Melting Temperz Start 'End 1
1 SiRNA D21 ! 67.1718 60.9365 | 74.2038 |

Figura 10.57 Curva de fusion del siRNA D21
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Capitulo 10: Anexo.

0.55 ‘ o

0.5+~
Abs
0.45 -
i ‘ | [
043" — /
24.99 . 40 60 80 85.04
Temperature [C]
SiRNA D22 jws
'No. | Sample Melting Temperd Start End ‘
1 siRNAD22 64.6823 59.02 | 70.52 |
Figura 10.58 Curva de fusion del siRNA D22
0.47
0.45—
Abs
|
o.4it—
|
[
\
|
0.36' ‘ - ‘ ‘ ‘ '
25.09 40 60 80 85
Temperature [C]
SiRNA D23 jws
|No. |Sample 'Melting Temperz Start End }
__1/siRNA D23 68.6166 | 57.2888 83.9903

Figura 10.59 Curva de fusion del siRNA D23
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Capitulo 10: Anexo.

0.72

0.7

0.65—

06—

Temperature [C]

SIRNA D24 jws

No. |Sample ' Melting Temperz Start 'End ;
1 | siRNA D24 1 65.4413 | 58.4691 | 73.0075 |

Figura 10.60 Curva de fusion del siRNA D24
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Capitulo 10: Anexo.

SiRNA
1 nM 0,3nM 0,16 nM 0,06 nM
% % % %

Duplex . . FError ... . ErTMPor . Error  _ _ Error
1 2,3 0,6 2,7 0,4 3,5 0,7 5,9 1,2
2 2,7 0,4 2,9 0,4 3,4 0,7 8,9 1,4
3 1,5 0,2 1,9 0,1 2,7 0,5 5,6 0,6
4 2,8 1,3 5,4 1,1 10,5 0,3 18,8 5,1
5 1,6 0,1 4,0 0,4 6,9 1,1 16,8 2,2
6 2,8 0,3 3,3 0,4 3,9 0,4 7,1 1,5
7 2,2 0,1 4,2 0,6 5,5 0,7 12,2 1,2
8 7,5 2,7 7,5 1,9 7,9 1,8 19,4 5,2
9 5,0 0,6 5,7 0,5 6,8 1,4 23,5 2,7
10 2,4 0,1 4,1 0,3 5,8 0,3 9,1 1,8
1 3,5 0,5 5,2 0,8 13,6 4,5 21,0 5,3
12 3,7 0,3 5,1 0,4 5,1 0,5 9,0 0,8
13 3,3 0,1 3,9 0,3 4,0 0,3 8,4 0,6
14 4,1 0,3 12,7 1,3 22,8 3,9 57,0 4,4
15 3,3 0,3 8,6 1,2 15,0 2,6 44,8 2,7
16 3,6 0,2 3,4 0,2 5,7 0,5 19,6 3,7
17 2,6 0,4 3,6 0,6 4,6 0,7 13,3 2,7
18 2,8 0,3 8,8 1,3 20,1 3,9 54,8 7,8
19 2,3 0,4 6,8 1,3 16,7 2,8 40,9 8,0
20 4,7 1,1 6,1 0,9 8,2 1,3 16,1 1,4
21 2,1 0,4 3,0 0,3 5,7 0,6 19,4 2,6
22 3,0 0,8 7,7 2,0 10,0 2,3 33,4 7,6
23 3,3 1,4 7,0 3,0 14,3 6,7 30,4 13,3
24 5,6 0,5 13,7 0,9 20,4 1,9 47,0 4,1

0,016 nM 0,008 nM 0,002 nM 0nM

Duplex * Error * Error * Error % Error

Actividad Actividad Actividad Actividad
1 14,7 2,3 59,2 11,3 94,8 15,1 100,0 20,8
2 27,1 4,6 33,1 5,2 73,6 10,8 100,0 20,3
3 16,8 6,0 35,1 15,1 67,0 12,4 100,0 3,5
4 39,2 3,7 52,3 8,7 83,7 9,7 100,0 4,0
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Capitulo 10: Anexo.

O 00 N o U

45,2
30,0
38,8
50,2
52,4
40,9
56,8
31,2
23,7
79,1
70,7
43,1
33,3
68,5
51,7
85,5
35,2
66,5
78,6
91,0

4,6
4,0
2,4
11,0
4,8
9,6
10,6
3,1

0,9
6,2
5,6

7,4
5,0
7,8

10,7
8,7
5,1

15,7
34,0
9,4

55,7
52,6
55,1
69,9
79,5
54,8
73,2
60,7
49,2
94,2
83,1
58,7
62,2
53,8
70,1
70,1
54,8
72,0
88,7
90,0

45

5,6

7,8

16,1
19,0
5,7
43

5,0

2,2

10,7
5,1

10,3
9,9

5,7

15,3
6,3

8,2

16,9
38,0
11,9

85,8
92,5
84,6
89,5
103,2
82,2
80,5
99,8
88,9
97,5
91,1

54,6
71,2

68,5

98,3

100,0
70,5

73,9
98,3

92,8

10,7
16,5
8,1
29,9
15,6
12,0
8,0
10,5
4,4
6,0
5,2
4,0
11,6
17,6
21,1
16,1
7,6
26,4
55,1
14,5

100,0
100,0
100,0
100,0
100,0
100,0
100,0
100,0
100,0
100,0
100,0
100,0
100,0
100,0
100,0
100,0
100,0
100,0
100,0
100,0

10,1
12,1
2,7
30,1
11,9
6,7
3,5
10,8
5,1
7,4
6,5
7,8
21,1
14,0
23,6
11,8
13,2
32,2
59,3
7,4

Tabla 10.14 Porcentaje de actividad de Renilla luciferasa normalizado para las distintas

concentraciones de siRNA ensayadas.
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Capitulo 10: Anexo.

SiRNA 1nM
ON-target OFF-target
Duplex % Actividad Error % Actividad Error OFF/ON Error
1 3,4 0,4 34,4 3,9 10,2 1,7
4 7,6 0,7 42,9 5,9 5,7 0,9
5 2,7 0,4 30,0 4,0 11,3 2,1
6 1,9 0,2 52,9 2,5 27,5 2,6
7 2,8 0,3 38,0 5,5 13,6 2,5
14 5,0 1,0 31,0 2,0 6,2 1,3
15 5,0 1,1 31,3 1,0 6,3 1,4
18 1,8 0,2 87,2 9,0 47,4 6,4
19 1,7 0,2 59,1 2,6 34,2 3,5
20 2,5 0,2 58,0 10,6 22,8 4,5
21 2,7 0,2 53,0 4,6 19,7 2,4
22 2,5 0,2 81,6 3,8 32,8 3,1
23 2,4 0,2 98,7 2,9 41,2 3,4
24 2,4 0,3 74,1 10,0 30,3 5,2
MOCK 100,0 10,8 100,0 2,4 1,0 0,1
siRNA 16 pM
ON-target OFF-target
Duplex % Actividad Error % Actividad Error OFF/ON Error
1 28,2 5,1 97,1 10,7 3,5 0,5
4 15,7 2,8 129,4 1,2 1,4 0,2
5 31,2 6,3 112,3 9,4 3,3 0,5
6 76,1 9,1 149,3 16,1 2,1 0,5
7 37,6 7,4 118,0 15,0 1,7 0,3
14 17,2 3,8 127,3 15,5 1,4 0,2
15 17,5 4,2 115,6 15,6 1,2 0,2
18 131,2 20,2 132,6 17,9 2,2 0,3
19 94,6 12,0 115,8 9,7 2,0 0,4
20 63,2 13,4 117,1 9,1 2,0 0,3
21 54,6 7,8 113,5 23,5 1,9 0,4
22 90,7 11,0 11,1 8,5 1,6 0,2
23 114,0 12,7 124,8 11,2 1,9 0,2
24 83,7 15,7 117,9 24,8 2,0 0,6
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Capitulo 10: Anexo.

MOCK 2,8 0,4 100,0 7,8 1,0 0,1

Tabla10.15Porcentaje de actividad de Renilla luciferasanormalizado para 1 nMy 16 pMde
siRNA utilizando el plasmido psiCHECK2-AS (ON-target) o el plasmido psiCHECK2-S (OFF-
target).

Material suplementario al Capitulo 6.

0.97

09—

Abs
08—
0.76
20.1 40 60 80
Temperature [C]
Duplex DNA T_jws
No. |Sample Melting Temperg Start End
1/ Duplex DNAT 55.7778 48.4796 63.6228

Figura 10.61 Curva de fusion para el duplex DNA-T
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Capitulo 10: Anexo.

0.8

0.75—

Abs 07—

061! J
19.93 40 60 80.05
Temperature [C]
duplexdU jws
No. Sample | Melting Temperz Start End
1| duplexdU 54.0676 | 48.4586 59.9722 |

Figura 10.62 Curva de fusion para el duplex DNA-dU

0.74 L ' ! :
20.1 40 80 80
Temperature [C]
DNA duplex UOme.jws
[No. | Sample Metting Temperd Start End
1| DNA duplex UOme 539928 451705 62.389

Figura 10.63 Curva de fusion para el duplex DNA-UOMe
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Capitulo 10: Anexo.

0.92

09+

0.8~
0.7 _
20.14 40 60 80.07
Temperature [C]
duplex U.jws
No. |Sample 'Melting Temperz Start End
1| duplex U 520592 44.1685 60.6776

Figura 10.64 Curva de fusion para el duplex DNA-U

DNA duplex Uup.jws

No. |Sample

Melting Temperz

Start

End

-

DNA duplex Uup

50.3195

44.3352

56.8964

Figura 10.65 Curva de fusion para el duplex DNA-U(S)
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Capitulo 10: Anexo.

0.84;

Abs g 75 -
0.7+
0.67 : - J : '
20.06 40 60 80.04
Temperature [C]
DNA duplex Udown.jws
'No. |Sample | Melting Temperz Start End
| 1]/ DNA duplex Udown i 48.7622 40.5437 57.5192

Figura 10.66 Curva de fusion para el duplex DNA-U(R)

0.66' < 1 '
20.02 40 60 80.04
Temperature [C]
DNA. duplex Cup.jws
No. | Sample | Melting Temperz Start End
1| DNA duplex Cup 496763 | 41.8197 58.0704

Figura 10.67 Curva de fusion para el diplex DNA-C(S)
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Capitulo 10: Anexo.

20 40 60 80.01

Temperature [C]
DNA duplex Cdown.jws
No. |Sample Melting Temperz Start \End
1| DNA duplex Cdown 49.1591 40.1543 | 60.9313

Figura 10.68 Curva de fusion para el diplex DNA-C(R)
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Capitulo 10: Anexo.
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Figura 10.69 Espectro de dicroismo circular para T-NM a distintos pH.
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Figura 10.70 Espectro de dicroismo circular para T-C(S)s a distintos pH.
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Figura 10.71 Espectro de dicroismo circular para T-C(S); a distintos pH.
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Figura 10.72 Espectro de dicroismo circular para T-C(S)2-C(S)14 a distintos pH.
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Ellipticity/mdeg
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Figura 10.73 Espectro de dicroismo circulary curvade fusion a pH 5,5 para el oligonucleotido
formador de i-motif T-NM.
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Figura10.74 Espectro de dicroismo circulary curvade fusion a pH 5,5 para el oligonucleotido
formador de i-motif T-C(S)1.
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Ellipticity/mdeg
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Figura 10.75 Espectro de dicroismo circular y curvade fusion a pH 5,5 para el oligonucleotido
formador de i-motif T-C(S)z.
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Ellipticity/mdeg
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Figura 10.76 Espectro de dicroismo circular y curva de fusion a pH 5,5 para el oligonucleotido
formador de i-motif T-C(S)2-C(S)14.
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Figura 10.77 Espectro de dicroismo circular y curvade fusion a pH 6 para el oligonucleé6tido
formador de i-motif T-NM.
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Ellipticity/mdeg

-8
220 240 260 280 300 320
Wavelength/nm
Intramalecular equilibria

3 2
* 1 1A l 15 o
E 7 e < V“\ g

= N Q
é ""—.._“‘\ 5 08 T 1 - /f
s 3 \ 1 s
w B 06
w 8 \ 5 o
u= 5

§ 3 5 04 \ X s éﬁ
32 = E I
5 = 02 -1 A
o 4 O
o i 15
< w o i) o

3 20 40 80 10 20 30 40 50 %% 3.3 3.35 3.4

Temperature"C— Temperature"C— TUK'=  «1w0®

Figura 10.78 Espectro de dicroismo circular y curva de fusion a pH 6 para el oligonucleotido
formador de i-motif T-C(S)s.
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Figura 10.79 Espectro de dicroismo circular y curvade fusion a pH 6 para el oligonucleé6tido
formador de i-motif T-C(S)z.
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Figura 10.80 Espectro de dicroismo circular y curva de fusion a pH 6 para el oligonucleotido

formador de i-motif T-C(S)2-C(S)14.
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Figura 10.81 Espectros de dicroismo circular apH 6,5 a distintas temperaturas para T-NMy las

secuencias modificadas.
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Figura 10.82 Curvas de fusion y primera derivada a pH 6,5 y 280 nm.
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Figuea 10.83 Espectros de dicroismo circular a pH 7 a distintas temperaturas para T-NMy las

secuencias modificadas
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Figura 10.84 Curvas de fusion y primera derivada a pH 7 y 280 nm.
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Capitulo 10: Anexo.

Material suplementario al Capitulo 7.
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Figura 10.85 Curvas de calibracion de sulfuros, sulfoxidos y sulfonas. Areade pico (millones)en
funcionde laconcentracion (mM) obtenidas a partir de los cromatogramas realizados para los

patrones de los compuestos analizados.
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Capitulo 10: Anexo.

App: Sulfros, Run: Boantsol 2 m & 6/17,2013 11:0+:52 AM, Method: Sulfros, Inj: 1
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Figura10.86 Cromatogramade los patronesde tioanisol (tiempoderetencion: 8,3 minutos),
metilfenil sulfoxido (tiempoderetencion: 3,4 minutos) y metilfenil sulfona (tiempode

retencion: 4,8 minutos).

App: Sulfuros, Run: DPS 1mM @ 6/14/2013 12:47:55 PM, Method: Sulfuros, Inj: 1
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Figura10.87 Cromatogramade los patrones de difenil sulfuro (tiempoderetencion: 10,4
minutos), difenilsulfoxido (tiempoderetencion: 6,4minutos)ydifenilsulfona (tiempode

retencion: 7,3 minutos).
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Capitulo 10: Anexo.

App: Sulfuros, Run: DBS 2 i @ 6/17/2013 2:36:17 PM, Method: Sulfuras, Inj: L
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Figura 10.88 Cromatogramade los patrones dedibencil sulfuro (tiempoderetencion: 10,5

minutos) y dibencil sulfona (tiempo de retencion: 7,5 minutos).
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Figura 10.89 Cromatograma del patrén de dibencil sulfoxido (tiempo de retencion: 6,3 minutos).
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App: Sulfuros, Run: dbt dbtoo 0.2 26-6-14 @ 6/26/2014 3:26:01 PM, Method: Sulfuros 220nm, Inj: 1
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Figura10.90Cromatogramade los patronesdedibenzotiofeno (tiempoderetencion: 10,5

minutos) y dibenzotiofeno sulfona (tiempo de retencion: 6,8 minutos).
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Figura 10.91 Analisis por LC-MS del producto principal de la oxidacién de dibenzotiofeno (DBT).
Elpicodel productoconuntiempoderetencionde 5,57 minutos presente enlamezclade
reaccion da un espectro de masa con unaseial m/z=201,08 asignable a la especie

dibenzotiofeno sulfoxido protonado [DBTO+H+].
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Figura10.92 Oxidacion de tioanisol catalizada por D-DNAzima peroxidasa (D-Dz). a)
Cromatogramaatiempocerodereaccion. b) Cromatogramaalminutodereaccion.c)

Cromatograma a los 30 minutos de reaccion.
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Figura 10.93 Oxidacion de tioanisol catalizada por L-DNAzima peroxidasa (L-Dz). a)

Cromatogramaatiempocerodereaccion. b)Cromatogramaalminutodereaccion.c)

Cromatograma a los 30 minutos de reaccion.
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Figura 10.94 Oxidacion de tioanisol catalizada por la DNAzima peroxidasa inmovilizada (I-Dz).

a) Cromatogramaatiempocerodereaccion. b)Cromatogramaalminutodereaccion.c)

Cromatograma a los 30 minutos de reaccion.
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Figura 10.95 Oxidacion dedifenil sulfuro catalizada por D-DNAzima peroxidasa (D-Dz). a)

Cromatogramaatiempocerodereaccion. b) Cromatogramaalos 30 minutos de reaccion.
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Figura 10.96 Oxidacion de difenil sulfuro catalizada por L-DNAzima peroxidasa (L-Dz). a)

Cromatogramaatiempocerodereaccion. b) Cromatogramaalos 30 minutos dereaccion.
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Figura 10.97 Oxidacion de dibencil sulfuro catalizada por D-DNAzima peroxidasa (D-Dz). a)

Cromatogramaatiempo cerodereaccion. b) Cromatogramaalos 30 minutos de reaccion.
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Figura 10.98 Oxidacion de dibencil sulfuro catalizada por L-DNAzima peroxidasa (L-Dz). a)

Cromatogramaatiempocerodereaccion. b) Cromatogramaalos 30 minutos dereaccion.
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Figura10.99 Oxidacion de dibenzotiofenocatalizada por D-DNAzima peroxidasa (D-Dz). a)

Cromatogramaatiempocerodereaccion. b) Cromatogramaalos 30 minutos de reaccion.
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Figura10.1000xidacion dedibenzotiofeno catalizada por L-DNAzima peroxidasa (L-Dz). a)

Cromatogramaatiempo cerode reaccion. b) Cromatogramaa los 30 minutos de reaccion.
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Figura10.101 Oxidacion de paracetamol catalizada por D-DNAzimaperoxidasa (D-Dz). a)
Cromatogramaatiempo cerodereaccion. b) Cromatogramaal minuto de reaccion. c)

Cromatograma a los 30 minutos de reaccion.
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Figura 10.102 Oxidacion de tioanisol catalizada por L-DNAzima peroxidasa (L-Dz). a)
Cromatogramaatiempocerodereaccion. b) Cromatogramaalminutodereaccion.c)

Cromatograma a los 30 minutos de reaccion.
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Figura 10.103 Oxidacion de tioanisol catalizada por la DNAzima peroxidasa inmovili ada (I-Dz).

a) Cromatogramaatiempocerodereaccion. b)Cromatogramaalminutodereaccion.c)

Cromatograma a los 120 minutos de reaccion.
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Abreviaciones

A: Adenina o Adenosina

ABTS: acido 2,2-acino-di-(3-etil)benzatiazolina-6-sulfonico
Ac;0: Anhidridoacético

ACN: Acetonitrilo

AcOEt: Acetato de etilo

ADN: Acido desoxirribonucleico

Ago2: endonucleasa Argonauta2

AMP: Adenosin monofosfato

ANA: Acido arabinonucleico

ANP: Acido nucleico peptidico

ARN: Acidoribonucleico

ARNm: Acidoribonucleicomensajero
ATP: Adenosintrifosfato

BSA: SeroalbUmina bovina

BuLi: Butil litio

Bz: Benzoilo

C: Citosina o citidina

C(R): (2’R)-2’-desoxi-2’-C-metilcitidina
C(S): (2’S5)-2’-desoxi-2’-C-metilcitidina
CIPTS: Cloruro de p-toluensulfonilo
CPG: Silice de poro controlado

DAB: 3,3’-diaminobencidina

DABCO: 1,4-diazobiciclo-(2,2,2)-octano
DBS: Dibencilsulfuro

DBSO: Dibencil sulfoxido

DBSOO: Dibencil sulfona

DBT: Dibenzotiofeno

DBTO: Dibenzotiofeno sulfoxido
DBTOO: Dibenzotiofenosulfona

DC: Dicroismocircular

DIPEA: N,N-diisopropiletilamina

DMAP: 4-dimetilaminopiridina

DMEM: Dulbecco's Modified Eagle Medium
DMT: Dimetoxitritilo
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DMTCL: Clorurodedimetoxitritilo

DPS: Difenilsulfuro

DPSO: Difenilsulfoxido

DPSOOQ: Difenil sulfona

dU: Desoxiuridina

DZ: DNAzima

EDTA: Acido 2,2' 2" 2" (etano-1,2-diildinitrilo)tetraacético
EpCAM: molécula de adhesion celular epitelial

ETT: 5-(etiltio)-1H-tetrazol

F-ANA: Acido fluoroarabinonucleico

FBS: Suero fetal bovino

FDA: Food and drug administration

G: Guanina o guanosina

HEPES: Acido (4-(2-hidroxietil)-1-piperazinetanosulfonico
HIV: Virus de inmunodeficiencia humana

HPLC: Cromatografia liquida de alta performance

HRP: Horseradish peroxidasa o peroxidasa de rabano picante
IAA: Acidoindolacético

LNA: Lockednucleicacid

MeOH: Metanol

miRNA: Acido ribonucleico micro

MPS: Tioanisol o metil fenil sulfuro

MPSO: Metil fenil sulfoxido

MPSOO: Metil fenil sulfona

Mr: Masa molecular relativa

PAGE: Electroforesisengeldepoliacrilamida

PBS: Buffer fosfato salino

PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa

PSA: AntigenoprostaticoespecificooPersulfatodeamonio
Py: Piridina

Rf: Factor de retencion

RISC: Complejosilenciador inducido por ARN

RMN: Resonancia magnética nuclear

RP-HPLC: Cromatografialiquidadealtaperformanceenfasereversa
SD: Desvioestandar

SELEX: Systematic Evolution of Ligands by Exponential Enrichment
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siRNA: Acido ribonucleico de interferencia corto
STAT 3: Factor transductor de sefal y activador de la transcripcion 3
T: Timina o timidina

TBAF: Fluoruro de tetrabutilamonio

TBDMS: ter-butildimetilsilil eter

TBE: Buffer TRIS-Acido bérico-EDTA

TCA: Acido tricloroacético

TEA: Trietilamina

TEAA: Acetato de trietilamonio

TEMED: Tetrametiletilendiamina

THAP: 2’-4’-6’-trihidroxiacetofenona

THF: Tetrahidrofurano

TIPDSCL,: 1,3-dicloro-1,1,3,3-tetraisopropildisiloxano
TLC: Cromatografia de capa delgada

TMB: 3,3’,5,5’-tetrametilbencidina

TRIS: Tris(hidroximetil)aminometano

U: Uracilo o uridina

U(R): (2’R)-2’-desoxi-2’-C-metiluridina

U(S): (2’S)-2’-desoxi-2’-C-metiluridina

UOMe: 2’-O-metiluridina

UTR: Regidn no traducible

VEGFR: Receptor del factor de crecimiento vascular endotelial
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