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RESUMEN

Existen genes que, segun las variantes que se presentan en la naturaleza,
pueden ser permisivos o protectores frente al alcoholismo. El gen ALDH2 es
habitualmente permisivo (alelo ALDH2*1) porque codifica la enzima
deshidrogenasa aldehidica mitocondrial la cual cataliza la oxidacion del
acetaldehido a acetato en la via degradativa del etanol. Este gen tiene un
segundo alelo protector, ALDH2*2, que da origen a una enzima inactiva,
impidiendo la oxidacion del acetaldehido y desencadenando en los individuos
portadores un aumento en los niveles plasmaticos de acetaldehido de hasta 20
veces sobre lo normal. Estos individuos sienten malestares fisicos como
mareos, taquicardia y nauseas al consumir alcohol lo que les provoca una

aversion frente al consumo.

Siendo el alelo ALDH2*2 un gen protector frente al alcoholismo, producir una
disminucién de la actividad enzimatica es una buena estrategia terapéutica
frente a la enfermedad. Un tratamiento farmacologico habitual para el
alcoholismo es generar una aversion al consumo de alcohol con disulfiram.
Este farmaco inactiva eficazmente la deshidrogenasa aldehidica mitocondrial
(ALDH2), pero es muy toxico. Una alternativa terapéutica es imitar el efecto del
disulfiram silenciando el mMRNA de la ALDH2 con ribozimas, RNAs cataliticos
pequefios capaces de disminuir la sintesis proteica por ocupacion y/o
degradacion del mRNA.

Se ensayaron ribozimas de horquilla y martillo dirigidas hacia un mismo blanco
del MRNA de la ALDH2 en células de hepatoma de rata en cultivo, dado que el
higado es el 6rgano mas importante en la degradacion del etanol. Se
lipofectaron células HA4-II-E-C3 con plasmidios portadores de genes de
ribozimas y se midio la actividad de la ALDH2 espectrofotométricamente en
extractos celulares. Se usaron ribozimas control para determinar posibles

efectos de antisentido.



La ribozima de horquilla (RzCG20), clonada en el vector pAC-CMV y codificada
en un gen que posee el promotor del citomegalovirus y la sefal de
poliadenilacion del virus SV40, disminuyo en 42 % (p<0,005) la actividad de la
ALDH2 en las células H4-lI-E-C3, siendo el 44 % del efecto adjudicable a
blogueo del mMRNA. En cambio, la ribozima de horquilla clonada en el vector
pAAV-CMV Yy codificada en un gen cuya sefial de poliadenilacion es la de la
hormona del crecimiento humana, disminuyo en 36 % (p<0,005) la actividad de
la ALDH2 en las células en cultivo, siendo el 64 % del efecto adjudicable a
bloqueo del mRNA. La ribozima de matrtillo redujo sélo en 20% la actividad de

la ALDHZ2, efecto dado exclusivamente por bloqueo del mRNA.

Efectuando correcciones con el tiempo de vida media de la enzima se estima
que el porcentaje de disminucion del 42 % de la actividad de la ALDH2 es de al
menos 56 % al usar el gen de una ribozima de horquilla anti ALDH2. No se
corrigié por el porcentaje de células H4-1lI-E-C3 transfectadas debido a la
imposibilidad de obtener una estimacién razonable usando el gen de la eGFP
como reportero. Sin embargo, el porcentaje minimo (56 %) concuerda con que
en células 293 derivadas de rifibn de embrion humano, cuyo porcentaje de
transfeccion es cercano al 70 %, la ribozima disminuy6 en 68 % (p<0,005) la

actividad de la ALDH2 anicamente por accién antisentido.

Buscando alcanzar un 100 % de transfeccion se lipofectaron células
H4-11-E-C3 con plasmidios derivados del pCEP4 codificantes de las ribozimas
de horquilla y su control. Este vector, que otorga permanencia y segregacion
divisional, mostrd efectos toxicos sobre las células de manera que no se pudo

evaluar el efecto de la ribozima de horquilla en un cultivo celular homogéneo.

Los resultados de este trabajo de tesis muestran que la ribozima de horquilla
RzCG20, dirigida a los nucleotidos 1553 a 1569 del mRNA de la ALDH2 de
rata, es un buen candidato para experimentos in vivo enfocados hacia el

desarrollo de un farmaco geénico para el alcoholismo.



SUMMARY

Certain genes may be permissive or protective for alcoholism depending on
natural variation. The ALDH2 gene is normally permissive (ALDH2*1 allele)
because it encodes aldehyde dehydrogenase 2, a mitochondrial enzyme which
catalizes the oxidation of acetaldehyde into acetate in the main route of ethanol
degradation. This gene has a second allele, ALDH2*2, which generates an
inactive enzyme, thus preventing the oxidation of acetaldehyde and triggering
an increase in blood acetaldehyde of up to 20 times the normal level. Carriers
of ALDH2*2 feel physical discomfort such as dizziness, tachycardia and

nausea upon drinking alcohol generating in them an aversion to alcohol.

Given that ALDH2*2 protects from alcoholism, diminishing the activity of the
enzyme is an excellent strategy to treat the disease. A routine and effective
pharmacological treatment for alcoholism is the use of disulfiram to achieve
aversion to alcohol. This drug inactivates mitochondrial aldehyde
dehydrogenase but is very toxic. A therapeutic alternative is to imitate the effect
of disulfiram by silencing the ALDH2 mRNA with ribozymes, small catalytic
RNAs capable of diminishing protein synthesis by occupation and/or
degradation of the mRNA.

Hairpin and hammerhead ribozymes directed to the same target on the Aldh2
MRNA were tested in rat hepatoma cells in culture given that the liver is the
main site of alcohol degradation. H4-1I-E-C3 cells were lipofected with plasmids
carrying the ribozyme genes and ALDH2 activity was measured
spectrophotometrically in cell extracts. Control ribozymes were used to assess

possible antisense effects.

The hairpin ribozyme (RzCG20), cloned in the pAC-CMV vector and coded in a
gene having a cytomegalovirus promoter and an SV40 polyadenylation signal,
diminished the ALDH2 activity of H4-1I-E-C3 cells by 42 % (p<0.005) of which
44 % may be ascribed to blockade of the mRNA. In contrast, the same hairpin



ribozyme, but cloned in the pAAV-CMV plasmid and coded in a gene having
the polyadenylation signal of the gene for the human growth hormone,
diminished the ALDH2 activity in cells in culture by 36 % (p<0.005), 64 % of
which is accounted for by blockade of the mRNA. The hammerhead ribozyme
provided only a 20 % reduction in the ALDH2 activity being afforded exclusively
by blockade of the mRNA.

The 42 % reduction in ALDH2 activity achieved with the hairpin ribozyme gene
may be considered to be 56 % when the half life of the enzyme is taken into
account. Due to the impossibility of obtaining a reasonable estimate of the
efficiency of transfection with an eGFP reporter gene an additional correction
factor could not be applied. However, the minimum 56 % reduction in ALDH2
activity obtained in H4-II-E-C3 cells is in agreement with the 68 % (p<0.005)
achieved in 293 cells derived from embryonic human kidney in which the
efficiency of transfection is around 70%; nevertheless, the ribozyme action was

entirely due to an antisense effect.

Aiming to obtain a fully (100 %) transfected culture, H4-1I-E-C3 cells were
lipofected with plasmids derived from pCEP4 encoding the active and control
hairpin ribozymes. This vector, which allows replication and segregation
coupled to cell division, had toxic effects in these cells and it was not possible
to assess the effect of the hairpin ribozyme in a homogeneous population of

cells by this strategy, conceived as an alternative to viral delivery.

The results of this thesis work show that the hairpin ribozyme RzCG20,
targeted to nucleotides 1553 to 1569 of the rat ALDH2 mRNA, is a good
candidate for in vivo experiments geared towards developing genetic drugs for

alcoholism.
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INTRODUCCION

El alcohol (etanol) esta presente en diversas bebidas fermentadas en
concentraciones que van desde 5 a 14%, como es el caso de la cerveza y los
vinos, mientras que en bebidas destiladas puede llegar al 80%. El tiempo que
pasa desde el ultimo consumo hasta que se alcanzan las concentraciones
maximas de etanol en la sangre varia de 25 a 90 minutos. Cuando el etanol
llega al higado es degradado en dos oxidaciones sucesivas. La primera es
catalizada por la enzima deshidrogenasa alcohdlica (ADH), la cual oxida el
alcohol a acetaldehido. En la segunda, la enzima deshidrogenasa aldehidica
mitocondrial (ALDH2) degrada el acetaldehido a acetato (Wallgren y Barry,
1970) (ver reaccion quimica).

ADH
Etanol + NAD* < >  Acetaldehido + NADH (H*)

A

Acetaldehido + NAD* ALDH2 | Acetato + NADH (H")

El alcoholismo consiste en un consumo excesivo de alcohol en forma
prolongada con dependencia del mismo. Es una enfermedad crénica que
interfiere en la salud fisica, mental, social y familiar. Genera dependencia fisica
con sintomas claros asociados a enfermedades secundarias como Cirrosis
hepética, pancreatitis, degeneracion cerebral, cardiomiopatias y otras varias
llegando incluso hasta la muerte del individuo (Wallgren y Barry, 1970). Chile
presenta una de las tasas mas altas de mortalidad por abuso de alcohol en el
mundo: 32 %. En el 7 % de las muertes el alcoholismo es la causa principal

mientras que en el 25 % es una causa asociada (CONACE, 2002).

Existen muchos factores genéticos y medioambientales que influyen en el
desarrollo del alcoholismo (Heath y cols., 2001). Entre los factores genéticos,
hay algunos que predisponen a la enfermedad y otros que protegen (Goate y
Edenberg, 1998), aunque aun no se ha dilucidado bien el rol de estos genes ni
su mecanismo de regulacion. Estudios realizados con hermanos gemelos

entregados en adopcion por separado confirman el rol integral que juega el

11



componente genético en el riesgo a desarrollar la enfermedad (Prescott y
Kendler, 1999). Por otro lado, se ha observado en la poblacion humana
asiatica que el consumo de alcohol es menor que en los individuos caucasicos

(Novoradovsky y cols., 1995).

Cerca del 30% de los asiaticos poseen una mutacion puntual en el gen de la
ALDH2 que se ha visto asociada a malestares fisicos al beber alcohol (Singh y
cols., 1989; Novoradovsky y cols., 1995). EI gen de la ALDH2, cuyo
mecanismo de regulacion se desconoce, posee 13 exones (Hsu y cols., 1988).
En el exdn 13 hay una mutacién, el cambio de una guanina (alelo ALDH2*1) a
adenina (alelo ALDH2*2) (Yoshida y cols., 1983), que corresponde en el
MRNA a la posicion 1510. El alelo ALDH2*2 genera una proteina con un
cambio aminoacidico en la posicion 487: la sustitucion del acido glutdmico por
lisina (Yoshida y cols., 1984). La proteina forma un homotetramero (Farrés y
cols., 1989) y la mutacién E487K es dominante negativa (Xiao y cols., 1995).
Se ha visto que los individuos homocigotos ALDH2*2/ALDH2*2 son
generalmente abstemios y que los individuos heterocigotos ALDH2*1/ALDH2*2

son bebedores sociales (Singh y cols., 1989).

Los individuos que presentan uno o dos alelos ALDH2*2 (heterocigotos y
homocigotos, respectivamente) tienen una enzima cuya capacidad para
convertir el acetaldehido a acetato estd muy disminuida, por lo que al consumir
alcohol sus niveles plasméaticos de acetaldehido aumentan de 5 a 20 veces
sobre lo normal (Adachi y cols., 1989) y sufren de vasodilatacion cutanea,
taquicardia, naduseas y vomitos (Harada y cols., 1981). Estos malestares
fisicos causan en el individuo un rechazo frente al consumo. Por lo tanto, si la
mutacion E487K causa un incremento en los niveles plasmaticos de
acetaldehido (Adachi y cols., 1989) y disminuye el consumo de alcohol es un

factor protector frente al alcoholismo (Wall y cols., 2003).

12



En base a la mutacion detectada en la poblacion asiatica cabe considerar
como posible terapia para individuos bebedores problemas o alcohdlicos
reducir la actividad catalitica de la enzima deshidrogenasa aldehidica
mitocondrial (ALDH2) (Pettinati y Rabinowitz, 2005; Williams, 2005). Durante
mas de 50 afios esto se ha conseguido con el uso del disulfiram (Fuller y cols.,
1986; Johnson y Ait-Daoud, 2000), un farmaco que inactiva a la enzima por
modificacion covalente de los grupos SH. La gran desventaja de este
tratamiento es que tiene efectos secundarios y toxicidad (Swift, 1999; Shen y
cols., 2001) debido a que es de accion inespecifica: evita la oxidacion del
acetaldehido a acetato inactivando no so6lo la ALDH2 sino que otras
deshidrogenasas aldehidicas junto con otras proteinas como el citocromo
P450. Debido a los efectos secundarios y a la toxicidad el tratamiento sélo es

atil a corto plazo (Hermos y cols., 2004).

Frente a las desventajas del tratamiento del alcoholismo con disulfiram se ha
desencadenado un renovado interés en las enzimas que participan en la via
de degradacion del alcohol, especialmente en la ALDH2, debido a la existencia
del alelo ALDH2*2 (Yoshida y cols., 1983; Yoshida y cols., 1984) que confiere
proteccion frente a la enfermedad. El estudio de los genes para estas enzimas
ha permitido considerar el desarrollo de estrategias genéticas para causar el

efecto natural del alelo ALDH2*2 (vide infra) con fines terapéuticos.

Una de las ramas de la terapia génica (Ledley, 1996) involucra la construccion
de genes terapéuticos que permitan silenciar una funcion biolégica de interés.
En la terapia génica para silenciar un gen blanco se pueden abordar distintos
niveles moleculares y distintos procesos metabdlicos: primero, a nivel del DNA
genomico, afectando el proceso de transcripcion; segundo, a nivel del
transcrito primario, afectando el proceso de corte y empalme; tercero, a nivel
del mRNA, afectando el proceso de traduccién; y cuarto, a nivel proteico,

afectando la actividad biolégica de la proteina. Uno de los abordajes mas
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eficientes descritos para silenciar un gen es intervenir a nivel de la traduccién,

degradando o bloqueando especificamente el RNA mensajero (MRNA).

Se han explorado varias estrategias para silenciar el gen Aldh2 de rata
intentando disminuir los niveles de mRNA de la ALDH2 disponible para la
traduccion. Se han empleado moléculas como oligonucleétidos de antisentido
(Garver y cols., 2000; Garver y cols., 2001; Lladser, 2003), oligonucledtidos
formadores de triple hélice (Encina, 2002), RNAs interferentes (Cortinez, en
preparacion), genes de antisentido (Karahanian y cols., 2005; Ocaranza, 2006)
y genes de ribozimas (Mufioz, 2003).

Las ribozimas son moléculas pequefias de RNA que poseen propiedades
cataliticas. Las ribozimas capaces de romper enlaces fosfodiéster de otras
moléculas de RNA se emplean en terapia génica con el fin de interrumpir el
fluo de la informacion genética principalmente a nivel de traduccion,
disminuyendo finalmente la actividad de la proteina funcional. Estas ribozimas
tienen un gran potencial terapéutico, ya que la actividad catalitica puede ser
dirigida a un blanco de mRNA especifico. Su estructura es variable: puede
presentar uno o dos brazos que se aparean complementariamente por enlaces
de Watson y Crick con el mRNA blanco y lo cortan en un lugar especifico
(Couture y Stinchcomb, 1996; Doudna y Cech, 2002). Asi, esta actividad
catalitica brinda la posibilidad de disminuir la cantidad de mRNA para la
ALDH2 para que el proceso de traduccion cuente con menor cantidad de
mensajero. Si ello se logra, la cantidad de enzima disponible para degradar el
acetaldehido sera inferior a lo normal y aumentaran los niveles de

acetaldehido.

RIBOZIMAS

En su forma silvestre una ribozima de fragmentacion, es decir, una ribozima
capaz de fragmentar un RNA blanco, es una cadena simple de RNA que se
pliega de manera tridimensional dejando un centro con actividad hidrolitica
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Gnica (Buzayan y cols., 1986). Estas ribozimas cortan normalmente las
uniones fosfodiéster de la cadena de RNA dejando en el punto de corte un
extremo 3’ con fosfato 2’-3’ ciclico y en el extremo 5’ un grupo hidroxilo (OH)
(Doudna y Cech, 2002). Todas las ribozimas requieren de un cation divalente
(el mas utilizado es el magnesio) y de una conformacién que permita generar
este corte en la cadena de RNA (Couture y Stinchcomb, 1996; James y
Gibson, 1998). Las ribozimas de fragmentacibn mas empleadas en terapia

génica son las llamadas de martillo y de horquilla.

Ribozima de Martillo

Tiene aproximadamente 30 nucledtidos que adoptan una estructura
secundaria cuya representacion en forma de cabeza de martillo da origen a su
nombre (Symons, 1992). Su estructura estd compuesta por un centro
catalitico, tres vueltas y tres hélices de doble hebra: hélice I, hélice Il y hélice
Il (Figura 1). Las hélices | y lll incluyen las secuencias complementarias y
antiparalelas al mMRNA, donde cada hélice se forma por el apareamiento de 8 a
10 pb entre el MRNA y la ribozima (Amarzguioui y Prydz, 1998). La hélice Il
presenta nucleodtidos conservados 5 CUGAHGA y GAAA 3, siendo H
cualquier nucleétido menos guanina (Birikh y cols., 1997); si alguno de estos
nucledtidos es reemplazado por otro la ribozima pierde parte de su actividad

catalitica. Ademas, la hélice Il mantiene la estabilidad de la zona catalitica.

La ribozima de martillo rompe un enlace fosfodiéster de su mMRNA blanco,
cortando inmediatamente después de una secuencia NUH, donde N es
cualquier nucleétido, U es la uridina y la H puede ser adenina, citosina o
uridina pero nunca guanina. El corte ocurre entre la H y el nucleétido que
sigue. El triplete GUC (NUH) (Figura 1) ha sido descrito como el mas eficiente
para la actividad catalitica de la ribozima, tanto in vivo como in vitro (Birikh y
cols., 1997).
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Figura 1

Esquema de la estructura secundaria de la ribozima de martillo.

La ribozima de martillo forma tres hélices de doble hebra (hélices I, Il y Ill), un centro
catalitico y una vuelta terminal. Las hélices | y Il son las que se forman entre la union
de la ribozima y su mRNA blanco. La hélice Il mantiene la estabilidad del centro

catalitico.

El uso de ribozimas de martillo para inhabilitar el mMRNA de la ALDH2 de rata
como estrategia terapéutica ya ha sido abordado (Mufioz, 2003). Previo al
diseio de la ribozima se realizaron ensayos de accesibilidad de
desoxirribonucledtidos al mRNA de la ALDH2 mediante RNAsa H. Se
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encontraron zonas expuestas que son posibles sitios de unién de ribozimas al
MRNA de la ALDH2 y son sitios blancos porque contienen los tripletes GUC,
UUC o CUC. Se construyeron genes codificantes de tres ribozimas de martillo,
RzUUC9, RzGUC19 y RzGUC20, que se ensayaron in vitro (Mufioz, 2003).

Las ribozimas RzUUC9 y RzGUC20 cortan el mRNA de la ALDH2 y la
RzGUC19 no, por lo que se probaron las dos primeras en células de hepatoma
de rata H4-1I-E-C3 entregando los genes respectivos en construcciones
plasmidiales. El mayor efecto se obtuvo con RzGUC20 observdndose una
disminucion del 18% de la actividad de la ALDH2; este valor no ha sido
corregido por el tiempo de vida media de la proteina (22 horas) ni por la
eficiencia de la transfeccion. Se determind que esta disminucion se debia a un
efecto de antisentido ya que no se detecté una disminucién en los niveles de
MRNA de la ALDH2, ademas, la ribozima control (desprovista de actividad de
fragmentaciéon mediante una mutacion puntual en el centro catalitico) produjo
el mismo efecto que la RzGUC20 (Mufioz, 2003). En vista de estos resultados
cabe considerar la posibilidad de que la RzGUC19 también tenga un efecto de
antisentido en células en cultivo, pudiendo ser mayor al de la RzGUC20.

Ribozima de Horquilla

La ribozima de horquilla, al igual que la de martillo, es una cadena simple de
RNA cuya estructura secundaria evoca una horquilla para el cabello (Hampel,
1998). La cadena esta formada por un total de 50 a 70 nt, al menos 17 de los
cuales interaccionan con el sustrato. La estructura completa tiene 4 hélices de
doble hebra y 5 vueltas (Figura 2) (Hampel y cols., 1990). Las hélices lll y IV
poseen cada una dos uniones GC que son indispensables para la

estabilizacion del resto de la horquilla (Anderson y cols., 1994; Hampel, 1998).
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Figura 2

Vuelta V

=
H-Il (g H MRNA
5’ B C 3;
5,
37
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Vuelta IV Vuelta Il

H-1IV

Vuelta lll

Esquema de la estructura secundaria de la ribozima de horquilla.

La ribozima de horquilla forma cuatro hélices de doble hebra y cinco vueltas: las
hélices I, Il, lll y IV y las vueltas I, II, Ill, IV y V. Las hélices | y Il (H-I y H-II) son las que
se forman entre la unién de la ribozima y su RNA blanco. Las vueltas | y V forman el

centro catalitico.
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La hélice | se aparea complementariamente con el mRNA y su largo varia
entre 5y 10 pb (Symons, 1992). En las vueltas | y V se genera un centro
catalitico en el que se ubican los nucledtidos que participan en el corte de la

cadena.

Para efectuar el corte debe existir una secuencia preferencial en el blanco y en
la ribozima. En el blanco la secuencia obedece a 5 BNGUC 3’, donde B puede
ser cualquier nucleétido menos adenina y N es cualquier nucleotido. En la
ribozima la secuencia no es complementaria y obedece a 3'AAGA 5 (Hampel,
1998). El corte se efectia entre el nucleétido N y la guanina siguiente (ver
Figura 2). Aparentemente no se requiere del cation divalente para efectuar el
corte del RNA (Shippy y cols., 1999; Borda y Sigurdsson, 2000).

La caracterizacidén bioquimica muestra que la fragmentacion catalitica mediada
por la ribozima de horquilla es una de las mas eficientes (Andang y cols.,
2004). En comparacion con la ribozima de martillo, la de horquilla tiene una
eficiencia catalitica 80 veces mayor (Symons, 1992), por lo que su uso para
disminuir la actividad de la ALDH2 resulta muy promisorio. En este trabajo de
tesis se estudio la actividad catalitica de ribozimas de horquilla en células de

rata en cultivo con miras a su aplicacion en estudios preclinicos en rata.

El disefio de una ribozima de horquilla que tenga el mismo blanco que una de
matrtillo permitiria estudiar en forma experimental cual de las dos estructuras
es mas eficiente en la disminucion de la actividad de la ALDH2. La ribozima de
martillo RzGUC20 se dirige a un blanco del mRNA para ALDH2 (s CGGUC* 3)
que es apropiado para ser blanco de una ribozima de horquilla (s BN*GUC 3).

VECTORES

La ribozima, para ejercer su funcion catalitica como parte de una terapia contra
el desarrollo del alcoholismo, debe encontrarse principalmente en el
citoplasma de la célula hepatica (Hampel, 1998). La ribozima se puede
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entregar a la célula en forma directa, usando vehiculos quimicos, o bien se
puede entregar como gen terapéutico usando vehiculos virales (Kootstra y
Verma, 2003) y no virales (Lee y Huang, 1997; Han y cols., 2000; Nishikawa y
Huang, 2001). Si se quiere lograr un efecto prolongado y disminuir en forma
significativa la actividad de la ALDH2, es preferible entregar el gen en lugar de
la ribozima misma y entregarlo integrado en un vector que le brinde la mejor
eficiencia de transferencia génica. Asi, con una cantidad elevada de células
transducidas es factible lograr una disminucién significativa de la actividad de

la ALDH2 mediada por ribozimas.

Se utilizaron en este trabajo tres ribozimas de martillo con la secuencia blanco
NUH* y una ribozima de horquilla con la secuencia blanco BN*GUC (* sitio de
corte). Las ribozimas de martillo dirigidas al mMRNA de la ALDH2 de rata
(GenBank X14977) disponibles en el Laboratorio de Farmacoterapia Génica se
encuentran clonadas en plasmidios derivados del vector pAC-CMV, plasmidio
gue contiene un promotor del CMV, dos sitios de poliadenilacion del virus
SV40 y que ademas se utiliza para construir adenovirus. El uso de vectores
adenovirales ha aumentado en los ultimos afios en terapia génica por su gran
poder infectivo, lo que se traduce en que un mayor nimero de células recibe el
tratamiento farmacoldgico. Cabe destacar que hay trabajos realizados en el
area del alcoholismo en los que se han usado vectores adenovirales
(Karahanian y cols., 2005; Ocaranza, 2006) asi como trabajos en los que se
utilizan los adenovirus como portadores de genes de ribozimas en cultivos

celulares (Lieber y cols., 1996) y en animales (Lieber y Kay, 1996).

En este trabajo se construyé un primer derivado plasmidial con el gen de la
ribozima de horquilla en pAC-CMV, vector para generar un adenovirus. Este
plasmidio fue elegido debido a que: i) las ribozimas de martillo y sus
respectivos controles se encuentran clonados en este vector (Mufioz, 2003), lo

que permite comparar la accion de ambos tipos de ribozimas en un mismo
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contexto molecular, y ii) este plasmidio permite generar un adenovirus que

porte el gen de la ribozima mas eficaz para estudios preclinicos.

Posteriormente se construy6 un segundo derivado plasmidial con las regiones
codificantes de la ribozima de horquilla (RzCG20) en el plasmidio pAAV-CMV,
vector utilizado para generar virus adenoasociados “AAV” (Xiao y cols., 1998;
Carter y Samulski, 2000), modificando con ello la extension y secuencia rio
abajo de la ribozima: en los derivados plasmidiales del pAC-CMV el transcrito
de la ribozima de horquilla presenta desde el fin del sitio de mdltiple clonacién
hasta el sitio de poliadenilacion una secuencia rio abajo de alrededor de 300
pb y en los derivados del pAAV-CMV una secuencia rio abajo de alrededor de
500 pb. Asi se puede estimar si la accion de la misma ribozima de horquilla se

ve afectada diferencialmente por dos contextos moleculares distintos.

La eleccion del plasmidio pAAV-CMV se debe a su proyeccion experimental,
ya que existe la posibilidad de generar en un futuro un virus adenoasociado
que codifique la mejor ribozima (Gorbatyuk y cols., 2005). Teniendo las
ventajas de ser un vector viral, el virus adenoasociado presenta otras que
superan las descritas para los adenovirus. Los virus adenoasociados, a
diferencia de los adenovirus, no estan implicados en ninguna enfermedad
humana, son menos inmunogénicos que los adenovirus (Xiao y cols., 1998) e
infectan tanto a células en divisibn como en reposo, implicando con ello una
gran capacidad infectiva. Ademas, estudios en los que se ha utilizado un virus
adenoasociado como vehiculo de la ribozima, han resultado ser exitosos
(Gorbatyuk y cols., 2005).

La generacion de un virus, ya sea adenovirus o virus adenoasociado, seria
deseable para realizar experimentos in vivo y es posible si se cuenta con las
construcciones plasmidiales esenciales. Sin embargo, para experimentos in
vitro es posible usar una estrategia no viral que brinde un cultivo celular

uniformemente transducido con el gen terapéutico imitando la ventaja de los
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virus pero sin dedicar el tiempo requerido para su generaciéon. La magnitud de
los efectos génicos medidos in vitro esta limitada por el porcentaje de células
gue hayan recibido el gen terapéutico y el uso de plasmidios convencionales
como vectores solo permite alcanzar porcentajes significativamente inferiores
en relacién a un vector viral. El porcentaje de células transfectadas con un
plasmidio se puede aumentar usando plasmidios derivados del virus del
Epstein Barr (Sclimenti y Calos, 1998; Leblois y cols., 2000), como el pCEP4,
porque se multiplican y segregan junto con el genoma de la célula
(permanencia divisional), funciones que requieren la proteina EBNA codificada
en el plasmidio; ademas, se pueden seleccionar las células que los hayan
incorporado porque tienen el gen de resistencia a higromicina (Durocher y
cols., 2002). Asi, se puede aspirar a tener un cultivo celular homogéneo en el
que el 100 % de las células contenga el plasmidio codificante de la ribozima. Al
usar esta estrategia existe la posibilidad de que el porcentaje de disminucion
de la actividad de la ALDH2 sea mayor que el obtenido con los plasmidios
pAC-CMV y pAAV-CMV, permitiendo una mejor comparaciéon entre la
eficiencia de una ribozima y la de los genes de antisentido entregados a las
células en forma viral (Karahanian y cols., 2005), en lugar de hacerlo aplicando
factores de correccion a la eficiencia de la ribozima que contemplen la vida

media de la proteina y la eficiencia de la transfeccion.

En este trabajo experimental se disefiaron y utilizaron genes que codifican
ribozimas de horquilla y de martillo, incorporados en plasmidios. En una
primera etapa se utilizaron los plasmidios pAC-CMV y pAAV-CMV para
lipofectar células de hepatoma de rata y evaluar la disminucién de la actividad
de la ALDH2 por acciéon de las ribozimas. En una segunda etapa se
seleccionaron las células transfectadas con el plasmidio pCEP4, codificante de
la ribozima de horquilla, cultivandolas en presencia de higromicina durante tres
semanas, evaluando finalmente la disminucion de la actividad de la ALDH2 en

un 100% de células transfectadas.
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ii)

HIPOTESIS

La actividad de la deshidrogenasa aldehidica mitocondrial (ALDH2) de rata se
puede disminuir significativamente en células de hepatoma de rata H4-II-E-C3
inhabilitando por degradacion (o por bloqueo) su mRNA mediante ribozimas de
horquilla y de martillo, siendo, para un mismo blanco, mas eficiente una

ribozima de horquilla que una de matrtillo.

OBJETIVO GENERAL

Reducir la actividad de la ALDH2 de rata en cultivos celulares de la linea
H4-11-E-C3 de hepatoma de rata mediante la entrega de genes de ribozimas de
matrtillo y ribozimas de horquilla disefiadas para inhabilitar por degradacion (o

por bloqueo) el MRNA de la ALDHZ2, incorporados en plasmidios.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Disefiar una ribozima de horquilla (RzCG20) dirigida al mRNA de la
deshidrogenasa aldehidica mitocondrial de rata (posiciones expuestas del
MRNA 1554-1569) y construir un derivado del plasmidio pAC-CMV que la

codifique.

Evaluar la actividad de las ribozimas de martillo RzUUC9, RzGUC19 vy
RzGUC20 y la ribozima de horquilla RzCG20, midiendo la actividad enzimatica
en cultivos de células de hepatoma de rata H4-lI-E-C3 lipofectadas con
plasmidios derivados del pAC-CMV portadores de los genes que las codifican,
caracterizados por tener un promotor del CMV y una sefal de poliadenilacién
del virus SV40, que deja a la ribozima con un segmento rio abajo de 300 pb.

Transferir la(s) ribozima(s) que haya(n) resultado activa(s) de los plasmidios
derivados del pAC-CMV al vector pAAV-CMV, caracterizado por tener un
promotor del CMV y una sefial de poliadenilacion de la hormona del
crecimiento humana, que deja a la ribozima con un segmento rio abajo de
500 pb.
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V)

Vi)

Evaluar la actividad de la(s) ribozima(s) codificadas en el vector pAAV-CMV
midiendo la actividad enzimatica en cultivos de células de hepatoma de rata

lipofectadas con dicho(s) plasmidio(s).

Construir un derivado del plasmidio pCEP4 portador del gen de la ribozima de
horquilla (RzCG20) caracterizado por tener un promotor del CMV y una sefial
de poliadenilacion del virus SV40, que deja a la ribozima con un segmento rio
abajo de 250 pb, ademas de ser un vector del tipo cromosoma artificial

derivado del virus del Epstein Barr.

Evaluar la actividad de la ribozima de horquilla codificada en el vector pCEPA4,
midiendo la actividad enzimética en un cultivo de células de hepatoma de rata
lipofectadas con dicho plasmidio y seleccionadas de manera que el cultivo esté

constituido exclusivamente por células portadoras del vector.
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2.2

MATERIALES

Enzimas

Se usaron DNA polimerasa Tagq, Bam HI, Eco Rl y Pvu Il de Promega
(Madison, WI, EE.UU.), DNA ligasa del fago T4, HIinD Ill, Rsa | de GibcoBRL
(Bethesda, MD, EE.UU.).

Reactivos y materiales generales

Corning (Corning, NY, EE.UU.): placas Costar de poliestireno de 6 pocillos.
FMC (Rockland, ME, EE.UU.): agarosa Nusieve GTG.

GibcoBRL, Life Techonologies (Bethesda, MD, EE.UU.): fenol ultra puro,
extracto de levadura Select, peptona Select 140, agar, Lipofectamine 2000,
tripsina-EDTA, penicilina/estreptomicina, higromicina.

Invitrogen (Life Technologies, Espafa): agarosa ultrapura

Mallinckrodt (Xalostoc, DF, México): cloruro de sodio.

Merck (Darmstadt, Alemania): tolueno (p.a.), etanol absoluto (p.a.), 2-propanol
(p.a.), acido acético glacial 100 % (p.a.), acido clorhidrico fumante 37 % (p.a.),
cloroformo (p.a.), acetato de potasio, cloruro de potasio, glicerol 87 % (p.a.).
Pierce (Rockford, IL, EE.UU.): cuantificacion de proteinas Micro BCA.
Polaroid (St. Albans, Hertfordshire, Inglaterra): pelicula 667.

Promega (Madison, WI, EE.UU.): B-galactosidasa hidrolizada X-Gal, isopropil
B-D-thiogalactopiranosido (IPTG), sistema de purificaciéon de DNA Wizard PCR
Preps y Wizard Plus Midipreps, marcadores de peso molecular de DNA “1kb
ladder” y “100 bp ladder”, dATP, dCTP, dGTP, dTTP.

Sigma (St. Louis, MO, EE.UU.): acetato de sodio anhidro, acido borico, azul de
bromo fenol, bicarbonato de sodio, bromuro de etidio, cloruro de calcio, cloruro
de magnesio hexahidratado, etilendiaminotetraacetato (EDTA) (sal disédica
dihidrato), 4-metil-pirazol, pirazol, B-nicotinamida adenina dinucleétido (NAD),
B-nicotinamida adenina dinucleétido forma reducida (NADH), propionaldehido,
Triton X-100, Trizma base.

W&Z (Santiago, Chile): fosfato monohidrogeno de sodio.

25



2.3

2.4

2.5

Agua destilada, desionizada en el laboratorio en un purificador Barnstead
NANOpure infinity D8982 (18 MQ-vm) (Dubuque, 1A, EE.UU.).

Soluciones

Tampon TAE: Tris-acetato 40 mM; EDTA 2 mM.

Tampon TBE: Tris-acido bérico 90 mM; EDTA 2 mM.

Tampoén PBS: NaCl 137 mM, KCI 2 mM, NazHPO4 13 mM, KH2PO4 2 mM y pH

ajustado a 7,4 con HCI.

Oligonucledtidos

Los oligonucledtidos utilizados para construir los plasmidios que codifican la
ribozima de horquilla (Tabla 1) y los utilizados para secuenciar los plasmidios
pLLX (Tabla 2) se disefiaron a partir de la secuencia del cDNA de rata
Sprague Dawley (GenBank: X14977) (Farrés y cols., 1989) incorporando las
correcciones hechas por Sapag y cols. (comunicacion personal); el cDNA de la
rata Sprague Dawley es idéntico al de la rata Lewis (GenBank: AF529165) y al
de las células H4-II-E-C3 (Garver y cols., 2001). El partidor TG34 se ancla en
la secuencia del promotor del CMV, promotor presente en los plasmidios
derivados del pAC-CMV, pAAV-CMV y pCEP4 (Tabla 3). El partidor TG233 se
ancla en la secuencia de la sefial de poliadenilacién del virus SV40 que esta
presente en los plasmidios pAC-CMV y pCEP4. Todos los oligonucleétidos se
sintetizaron en “CESAT” (Centro de Equipamiento y Servicios de Apoyo

Tecnolodgico, Facultad de Medicina, Universidad de Chile).

Plasmidios

Como parte de esta tesis se construyeron en total siete plasmidios segun se
describe en la seccion de métodos. Los plasmidios pLL5 y pLL7 (Tabla 4,
Figura 3) son derivados del pAC-CMVpLpARS (+) (Becker y cols., 1994.
designado abreviadamente pAC-CMV en este trabajo), los plasmidios pLL9 y
pLL10 son derivados del pAAV-CMV (Stratagene, Cedar Creek, TX, EE.UU.) y
los plasmidios pLL13 y pLL15 son derivados del pCEP4 (Invitrogen). Estos
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3

seis derivados plasmidiales se construyeron para sintetizar las ribozimas de
horquilla y su control en células de hepatoma de rata. En forma particular el
plasmidio peGFP derivado del pAC-CMV se construyé para sintetizar la
proteina fluorescente verde (control de transfeccion) en células H4-II-E-C3.
Las células 293 se colipofectaron con los plasmidios codificantes de la
ribozimas de horquilla junto con el pAC-CMVpALDH2-D (abreviado en este
trabajo como pALDH2), derivado del pAC-CMV codificante del mRNA de la
ALDH2 (Karahanian y cols., 2005).

METODOS

3.1 Construccién de genes de ribozimas de horquilla

La secuencia de la ribozima se formé mediante el apareamiento de dos
oligonucledtidos que forman un duplex. El duplex tiene una base variable (S,
es decir, C 0 G) generando una ribozima y una ribozima control cataliticamente
inactiva, RzCG20 y RzCG20c respectivamente. Se construyeron los genes de
las ribozimas de horquilla mediante una clonacion dirigida de estos duplex en
los vectores pAC-CMV, pAAV-CMV y pCEPA4.

3.1.1 Formacion del duplex

Los oligonucleétidos formadores del duaplex codificante de las ribozimas de
horquilla corresponden a TG274 de 44 pb 'y TG275 de 43 pb (ver Tabla 1). Se
introdujo una doble identidad (S= G o C) en la posicién 19 del TG274 a través

de una sintesis mixta.
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Tabla 1

Oligonucleétidos formadores del duplex codificante de la ribozima de horquilla

Partidor Secuencia

T(?Z)74 5 CCT GAA TTC TTG ACG GTA SAA GTC TAC CAG AGA AAC ACT CTT CG ¥
N S

TG275

(<)

5 CTC AGA CAA GCT TAC CAG GTA ATA TAC CTC CGA AGA GTG TTT C &

S: posicién con doble identidad (puede ser G o C)

Tabla 2

Oligonucledtidos para secuenciacion de los plasmidios pLLX

Partidor Secuencia Posicion
T2?4 5 GTT CCC ATA GTA ACG CCA ATA 3 promotor del CMV
TG233 ! ’ plasmidio pAC-CMV
(<) 5 ATT TGT AAC CAT TAT AAG CTG C 3 nts 756-736 (SV40pA)
GenBank: X03922
TG275 , L o
5 CTC AGA CAA GCT TAC CAG GTA ATA TAC Region codificante de la
(<) CTC CGA AGA GTG TTT C 3 ribozima RzCG20
Tabla 3
Oligonucleétidos usados para las PCRs de plasmidios
Partidor Secuencia Posicion N° acceso
TG34
o) 5 GTT CCC ATA GTA ACG CCA ATA 3 promotor del CMV -
>
TG233 plasmidio pAC-CMV | GenBank:
5 ATT TGT AAC CAT TAT AAG CTG C 3
(<) nts 756-736 (SV40pA) | X03922
TG275 5 CTC AGA CAA GCT TAC CAG GTA ATA , .
Regidn codificante de
<) TAC CTC CGA AGA GTG TTT C ¥ la ribozima RzCG20
TG241 plasmidio pAAV-CMV | GenBank:
5 CAA CGT GCT GGT CTG TGT GC 3
) nts 1263-1283 (Pcwv) | AF396260
TG242 plasmidio pAAV-CMV | GenBank:
5 CTG GAG TGG CAA CTT CCA GG ¥
(<) nts 1457-1437 hHGpA | AF396260
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Tabla 4

Plasmidios usados en células en cultivo.

Plasmidio Ribozima
Nombre Vector Nombre Estructura Referencia
pCMB1 pAC-CMV RzGUC20 martillo Mufioz, 2003
pCMB2 pAC-CMV | RzGUC20c martillo control Mufioz, 2003
pCMB3 pAC-CMV RzGUC19 matrtillo Mufioz, 2003
pCMB5 pAC-CMV RzUUC9 martillo Mufioz, 2003
pCMB6 pAC-CMV RzUUC9c Martillo control Mufioz, 2003
pCMB8 pAC-CMV | RzGUC19c martillo control Mufioz, 2003
pLL5 pAC-CMV RzCG20 horquilla Este trabajo
pLL7 pAC-CMV RzCG20c horquilla control Este trabajo
pLL9 pAAV-CMV RzCG20 horquilla Este trabajo
pLL10 pAAV-CMV | RzCG20c horquilla control Este trabajo
pLL13 pCEP4 RzCG20 horquilla Este trabajo
pLL15 pCEP4 RzCG20c horquilla control Este trabajo

Plasmidio Estructura
Nombre Vector Caracteristica Referencia
pAC-eGFP | pAC-CMV codifica la proteina eGFP Este trabajo
peGFP pAAV-CMV codifica la proteina eGFP Ezquer, 2006

pALDH2 pAC-CMV codifica el mRNA de la ALDH2 Karahanian y cols., 2005
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Promotor del CMV Secuencia de laribozima Sefial de poliadenilacion

AATAAA
TG34 EcoRI Hin DI 16233
9,1 kb
Hin DIIII
i
1
TG275
TG34 Pvu 1l
10,2 kb
Figura 3
TG241 TG242
. . Eco Rl o . Hin DIl )
Plasmidiog?utilizados pafa la clonacion de ribozimas dé&horquilla.
pAav-cMv| T 217pb i RzCG20 500 pb  [EARIEN
4.8 kb

Se indican los partidores utilizados para la amplificacién del segmento que contiene la
secuencia de la ribozima, la sefial de poliadenilacion de cada uno y los tamafos de
las regiones rio arriba, desde el partidor ubicado en el promotor del CMV hasta el sitio
de corte utilizado para la clonacién dirigida de la ribozima, y rio abajo desde el fin del
sitio de multiple clonacion hasta el (primer) sitio de poliadenilacién (AATAAA).

Para formar el duplex se desnaturaron juntos 160 pmoles de TG274 y 174
pmoles de TG275 en Tris-HCI 50 mM pH 7,2, MgSO4 10 mM y DTT 0,1 mM
(que corresponde al tampon del fragmento Klenow de la DNA polimerasa I) en
un volumen de reaccion de 30 pL. Se incub6 la mezcla durante 10 minutos a

80°C (en bloque térmico) y luego a 37°C (en un incubador de bacterias)
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durante 10 minutos para que la muestra alcanzara lentamente esta
temperatura facilitando el apareamiento de los oligonucleétidos (14 pb de
solapamiento, Figura 4) y se mantuvo la mezcla a la misma temperatura

durante 10 minutos adicionales.

Se adicionaron 2 unidades de la polimerasa y dNTPs a una concentracion total
final de 40 uM, en un volumen final de 35 pL. Se polimeriz6 incubando a 37°C
durante 30 minutos. Se desnatur6 la enzima a 75°C durante 10 minutos (en
bloque térmico), el duplex se precipité con 2 volimenes de etanol al 100% y
0,1 volumen de acetato de sodio 3 M, se incub6 20 minutos a -20°C, se
centrifug6 a 14.000 g a 4°C durante 15 minutos, se seco el precipitado al vacio
durante 10 minutos y finalmente se resuspendié el material en 50 pL de
tampoén de digestiéon (Tris-HCI 60 mM pH 7,5, NaCl 500 mM, MgCl2 60 mM y
DTT 10 mM, Promega).

El ddplex obtenido tiene los extremos romos. Por lo tanto, para efectuar la
clonacion dirigida en el vector pAC-CMV, se efectud el corte del duplex con las
enzimas EcoRI (1U) y Hindlll (1U) durante 2 horas a 37°C. Se extrajeron las
enzimas con fenol-cloroformo (en una razén 1:1), se precipito y resuspendié en
30 pL de agua suponiendo una recuperacion del 80% para calculos
posteriores. El vector pAC-CMV se sometio igualmente a digestion con EcoRl
y Hindlll (42 ng en 30 pL).
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5> CCTGAATTCTTGACGGTASAAGTCTACCAGAGAAACACTCTTCG 3°
3> CTTTGTGAGAAGCCTCCATATAATGGACCATTCGAACAGACTCTATC 5’

1 10 30 40 54

Ribozima de horquilla

Figura 4

Apareamiento de oligonucleétidos formadores del duplex

En subrayado se muestra la secuencia que da origen a la ribozima de horquilla. La
zona de apareamiento es de 13 nucleétidos. S= G o C.

3.1.2 Ligacién del duplex a los plasmidios

El daplex se ligé a los tres plasmidios utilizados en este trabajo: pAC-CMV,
pAAV-CMV y pCEP4. La ligacién del daplex al plasmidio pAC-CMYV se realizo
mezclando 285 ng de pAC-CMV digerido con 42 ng de duplex, en tampon de
ligaciéon (Tris-HCI 30 mM pH 7,8, MgCl2 10 mM, DTT 10 mM y ATP 1 mM) en
un volumen final de 20 uL a una razén molar vector:duplex de 1:25. La ligacion
se llevd a cabo a 4°C durante 48 horas. Para el plasmidio pAAV-CMV se
usaron 111 ng de vector digerido y 32 ng de duplex y para la ligacion al
pCEP4, se usaron 272 ng de vector y 40 ng de duplex, en las mismas

condiciones descritas e igual razén molar.

3.1.3 Transformacion de bacterias competentes

Se incubaron 100 uL de bacterias E. coli DH5a competentes en presencia de
10 pL de producto de ligacion (pAC-CMV, pAAV-CMV y pCEP4) durante 30
minutos en hielo, luego se aplicé un golpe térmico a 42°C durante dos minutos
en un blogue térmico (VWR Brand) y nuevamente en hielo 2 minutos
adicionales. Las células se transfirieron a un tubo con 900 uL de medio LB y
se incubaron a 37°C durante 90 minutos con agitacion. Se sembraron 100 pL,

150 pL y 200 pL de la suspensidon de bacterias en placas con agar 1,5 % en
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medio Luria (LB) con ampicilina (100 pg/mL) como antibidtico de seleccion.
Las placas se incubaron en posicién invertida durante toda la noche a 37°C
(incubador de bacterias Shel Lab, EE.UU.). Las bacterias que sufrieron
exitosamente la transformacién, formaron colonias discretas que se
propagaron en medio liquido (LB-ampicillina): se picaron con puntas amarillas
desechables con las que se inoculdé el medio. Se realizé una purificacion
alcalina de los plasmidios de los clones elegidos y una PCR seguida de
digestion con enzimas de restriccion (PCR-RFLP, restriction fragment length
polymorphism) para determinar si el inserto correspondia a la ribozima o a su

control.

3.1.4 Purificacién de plasmidios por lisis alcalina

Se utilizé 1,5 mL de cultivo bacteriano fresco y se centrifugd a 14,000 g
durante 2 minutos descartando el sobrenadante. Las células se
resuspendieron en 100 uL de solucién | (Tris-HCI 25 mM y EDTA 10 mM) y se
agité vigorosamente. Luego se adicionaron 200 yL de solucion |l (NaOH 0,2 M
y SDS 1%) y se mezcld a mano rapidamente por inversion. Se adicionaron 150
ML de solucién 1l (potasio 3 M y acetato 5 M), se agitd, dejando reposar
durante 5 minutos. Se centrifugé a 14,000 g durante 7 minutos y se transfirié el
sobrenadante a otro tubo, donde se realiz6 una extraccion con fenol saturado
con Tris-HCl a pH 7,4; se separaron las fases centrifugando a 14,000 g
durante 5 minutos. Se transfirio la fase acuosa a otro tubo, se precipitaron los
acidos nucleicos con un décimo del volumen de acetato de sodio 3 M y dos
volimenes de etanol y se resuspendieron en 50 uL de agua. Se visualizaron
los plasmidios en un gel de agarosa al 1% y se estimd su concentracion

aproximada para realizar una PCR-RFLP.

3.1.5 Sondeo de ribozimas mediante PCR-RFLP

Se utilizaron 50 ng de plasmidio purificado por lisis alcalina para realizar una

PCR en condiciones de 1,0 mM de cloruro de magnesio y 60°C para el

apareamiento. Las mezclas de reaccion se sometieron a una etapa inicial de
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desnaturacion a 94°C durante 3 minutos y luego a 35 ciclos de amplificacion;
la etapa de desnaturacion se realiz6 a 94°C durante 1 minuto, la de
apareamiento a 60°C durante 2 minutos y la de polimerizacion a 72°C durante

2 minutos. Se realiz6 una elongacion de 10 minutos a 72°C.

En el caso de los plasmidios derivados del vector pAC-CMV los partidores
utilizados son el TG34, que se ancla en el promotor del CMV, y el TG233, que
se ancla en la sefal de poliadenilacion del SV40. Para los plasmidios
derivados del vector pAAV-CMV se utilizaron el TG241, que se ancla en el
promotor del CMV, y el TG242, que se ancla en la sefial de poliadenilacion de
la hormona de crecimiento humana. En el caso del pCEP4 se utilizaron el
TG34 y el TG275; este ultimo es el mismo oligonucledtido utilizado para formar
el duplex de la ribozima, por lo tanto, si hay amplificacion, necesariamente esta
clonada la secuencia de la ribozima en el plasmidio. Todos los partidores se
usaron a 2 pmol/uL, la concentracién final de dNTPs a 10 yM y la reaccion se

hizo en un volumen final de 25 pL.

Una vez obtenidos los productos de amplificacion mediante PCR se efectuo
una sucesion de dos digestiones enzimaticas de los amplicones. Primero, para
determinar si se clon6 o no la ribozima, se usaron las enzimas: Bam HI, que
corta en la secuencia del sitio de mdltiple clonacion soélo para el caso del
pAC-CMV, y Mbo Il, que corta en la secuencia de la ribozima de horquilla sin
discriminar si es la ribozima o su control. Luego, y sélo si dio positiva la
digestion con Mbo I, se realiz6 la digestion del amplicon con Rsal para

determinar si la ribozima clonada es la ribozima o su control (Figura 5).

Para los amplicones provenientes del pCEP4 al ser el TG275 el mismo
oligonucledtido utilizado para formar el duplex de la ribozima, no fue necesario
discriminar por corte la presencia de la ribozima en el plasmidio. El sondeo

para discriminar entre la ribozima y su control (RzCG20 o RzCG20c), se
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Se amplificaron los clones elegidos, se purificaron los plasmidios por Wizard
Miniprep y se les asignaron los nombres pLLX, siendo p: letra que identifica la
molécula como un plasmidio, LL: letras iniciales de Lorena Lobos y X: el

namero del clon generado (Tabla 4).

3.1.6 Electroforesis
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La técnica de electroforesis se utiliz6 para la separacion y resolucion de las
diversas moléculas de DNA (plasmidios y amplicones), controlando que los

tamafos correspondiesen a los esperados tedricamente.

Se realizaron electroforesis en geles de agarosa de distintos porcentajes, entre
0,7 % y 2 %, usando como medio de corrida el tampdn TAE 1X, para ver la
formacion del duplex, los plasmidios obtenidos de las purificaciones alcalinas y
para los productos del sondeo mediante PCR-RFLP de las ribozimas de
horquilla. Se utilizaron cémaras de electroforesis horizontal modelos
MGU-402T, 502T y 602T de CBS Scientific (CO, EE.UU.).

3.1.7 Secuenciacion

Los plasmidios purificados mediante Wizard Miniprep (Promega), se
secuenciaron en el Servicio de Secuenciacion Automética de ADN del
Departamento de Ecologia (Pontificia Universidad Catolica de Chile) mediante
secuenciacion automatica en un equipo Applied Biosystems modelo 310-3100
(electroforesis capilar). Se analizaron pLL5 utilizando el partidor TG233, pLL13
con TG34 y pLL15 con TG275. Se confirm6 que los tres plasmidios tienen la
secuencia correcta de las ribozimas y sus controles segun el caso, indicando,
por lo tanto, que el duplex estaba bien sintetizado y que la PCR-RFLP
realizada es un método valido de sondeo. Los partidores utilizados para

secuenciar se describen en la Tabla 2.
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3.2

3.3

Cultivo bacteriano

Para las transformaciones se usaron células de Escherichia coli DH5a
(genotipo: F-¢80dlacZAM15A(lacZYA-argF) U169 deoR recAl endAl hsdR17
(r, mr*) phoA supE44 a thi-1 gyrA96 relAl) hechas competentes usando
cloruro de calcio 50 mM (Ausubel, 1996). Las bacterias se cultivaron en un
agitador orbital climatizado (modelo 4628-1, LabLine) a 250 rpm en medio de
cultivo liquido Luria-Bertani (LB) (NaCl 5 g/L, extracto de levadura 5 g/L y
peptona 10 g/L) sin ampicilina (Ap) para las transformaciones y con Ap (100
Mg/mL) para realizar las purificaciones plasmidiales. También se cultivaron en
medio LB sélido agar (15 g/L) en presencia de ampicilina (100 ug/mL) en

placas de Petri desechables de 90x15 mm (Miniplast Ein-Shemer, Israel).

Cultivo celular eucariotico

Se usO la linea celular H4-lI-E-C3 (ATCC CRL-16) de hepatoma de rata
(American Type Culture Collection, Rockville, MD, EE.UU.). Las células se
cultivaron en matraces de poliestireno de 75 cm? Sarsted (Newton, NC,
EE.UU.) en medio Eagle modificado por Dulbecco con glucosa 4500 mg/mL, L-
glutamina 584 mg/mL, piruvato de sodio 110 mg/mL y clorhidrato de piridoxina
(DMEM) (GibcoBRL, Life Technologies, Bethesda, EE.UU.), suplementado con
1,5 g/L de bicarbonato de sodio, esterilizado mediante filtros de nitrocelulosa
(GelmanSciences, Ann Arbor, MI, EE.UU.) de 0,2 ym y complementado con
penicilina 100 U/mL, estreptomicina 0,1 mg/mL, 10 % de suero de equino
definido Hyclone (Logan, UT, EE.UU.) vy 5 % de suero fetal de bovino
caracterizado Hyclone (Logan, UT, EE.UU.) en un incubador Napco 6101F-1
(Chicago, IL, EE.UU.) a 37°C y 5 % de COz2 (Indura, Santiago, Chile).

La linea celular 293, de células embrionarias de riidbn humano (ATCC,
CRL-1573), se cultivé en las mismas condiciones que las células de hepatoma
de rata, pero se prescindio del suero fetal de bovino usando s6lo 10 % de
suero de equino definido Hyclone (Logan, UT, EE.UU.).
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3.4 Lipofeccion de células de hepatoma de rata H4-11-E-C3
Se sembraron 1x10° células en placas o pocillos de 35 mm en 2 mL de medio
completo con sueros y antibidticos. Alcanzando entre un 60 y 70% de
confluencia (18-20 hrs post siembra) se realizaron tres lavados con medio
libre de suero y sin antibiéticos (medio de transfeccion). Se realizé la
lipofeccion en 2 mL de medio libre de suero y sin antibidticos utilizando

Lipofectamine 2000 (Invitrogen) como vector.

Se lipofectaron las células de hepatoma de rata con 2 pug de plasmidio,
purificados mediante Wizard Midipreps y cuantificados por gel vy
espectrofotometria, a 260 nm (espectrofotdmetro Shimadzu, modelo UV-1201,
Japon). Se preparo la mezcla de lipofeccion, se mezcld el volumen de DNA
que corresponde a los 2 pug de plasmidio con el volumen del medio de
transfeccion hasta alcanzar 120 ulL, se agitd y se adicionaron a esta mezcla 5
uL de Lipofectamine 2000 (Invitrogen), por lo tanto, el volumen final de
lipofeccion es de 125 uL. Se dejo reposar la mezcla final durante 20 minutos y
se vertid sobre el cultivo de células de hepatoma de rata H4-lI-E-C3 (Xiao y
Samulski, 1998). A las 5 horas, se retiré el medio de lipofeccion y se restituy6
el medio suplementado con sueros y antibioticos, 2 mL en cada pocillo. Las
células se cultivaron 43 horas adicionales hasta completar 48 horas totales
desde el inicio de la lipofeccién, llegando a cerca de un 100% de confluencia.
Después de las 48 horas se retir6 el medio y las placas con células se
congelaron a -80°C. Luego se descongelaron y se adicionaron a cada pocillo
500 puL de una solucion de Triton X-100 al 1% y EDTA 1 mM, manteniéndolas
en agitacion orbital (Lab-Rotator, Lab Line, EE.UU.) 10 minutos a 500 rpm. Se
centrifugd a 4°C durante 15 minutos a 14000 rpm (1000 g) (centrifuga
Eppendorf, modelo 5810R, Alemania). El sobrenadante del lisado celular se
utilizé para la cuantificacion de proteinas totales y la medicion de la actividad

enzimatica.
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3.4.1

Se utilizé el kit Superfect (QIAGEN) (gentileza del Dr. Andrew Quest,
Laboratorio de Comunicaciones Celulares de la Facultad de Medicina de
nuestra Universidad) para probar otro tipo de vector quimico (dendrimeros) y
comparar los resultados en las transfecciones. Las células transfectadas con
Superfect se sometieron al mismo tratamiento empleado para las

transfecciones con Lipofectamine 2000.

Colipofecciéon de células 293

Las células 293 se colipofectaron con los plasmidios codificantes de la
ribozima de horquilla RzCG20 junto con el pALDH2, codificante de la ALDH2.
Se sembraron 1x10° células en cada pocillo de una placa de 6 pocillos, en
DMEM con antibiéticos y sin suero en pocillos de 35 mm. Transcurridas 24
horas, estando las células entre 60% y 70% de confluencia, se retird el medio
de cultivo, se adicioné 1 mL de DMEM sin antibi6ticos y sin suero.

Se diluyeron 2 pg de DNA de cada plasmidio a utilizar (2 plasmidios
considerando siempre la presencia del pALDHZ2; 4 ug de DNA total) en medio
DMEM sin sueros y sin antibidticos siendo el volumen final de 125 pL. La
mezcla se dejo reposar 5 minutos a temperatura ambiente. En forma paralela
se mezclaron 8 pL de Lipofectamine 2000 (proporcion de 4 yL para 2 ug de
DNA) y DMEM sin sueros y sin antibidticos en un volumen final de 200 pL.
Esta mezcla se homogeneizé suavemente y se mantuvo a temperatura
ambiente durante 5 minutos. Ambas mezclas (plasmidios y liposomas) se
juntaron y se incubaron durante 10 minutos a temperatura ambiente (volumen

total de la mezcla de lipofeccion es de 325 uL).

Se vertid la mezcla de DNA-Lipofectamine 2000 sobre las células. A las 6
horas de efectuada la lipofeccion se realiz6 la remocién del medio y se
adicionaron 2 mL de DMEM suplementado con sueros a cada pocillo. Las
células se incubaron hasta completar 72 horas totales desde el inicio de la
lipofeccion.
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3.5 Seleccion de células H4-II-E-C3 con higromicina
La seleccion de las células lipofectadas con pCEP4, pLL13 (RzCG20 en
pCEP4) y pLL15 (RzCG20c en pCEP4) se hizo mediante la aplicacion de una
dosis de higromicina que es letal para las células H4-1I-E-C3. El gen de
resistencia a este antibidtico estd incorporado en el pCEP4. La dosis de
higromicina debe ser determinada para cada tipo celular, por lo cual se realizé
una curva de resistencia a higromicina, entre 100 y 1000 pg/mL y una segunda
entre 10 y 100 ug/mL, en las células H4-11-E-C3 y se determind que 50 ug/mL

es una concentracion letal de antibidtico.

Se lipofectaron las células con los plasmidios pCEP4, pLL13 y pLL15
(plasmidio sin inserto y codificantes de la ribozima y su control
respectivamente). Al completar las 48 horas postlipofeccion se realiz6 la
seleccion de las células que incorporaron el plasmidio agregando higromicina
a 50 pg/mL. El antibiético se restituyé en el cambio de DMEM suplementado
con suero y antibidticos cada 4 dias y se efectudé el conteo celular por
observacion directa al microscopio (Nikon Eclipse TS-100, EE.UU.). A los diez
dias de seleccién comenzé la muerte de las células que no tienen resistencia
al antibiotico, permaneciendo cerca de un 15% de las células adheridas a la
placa. Este mismo dia se modificaron las condiciones de cultivo para aumentar
la tasa de replicacion: se mantuvo la concentracion de higromicina a 50 pg/mL
en medio DMEM, pero se suplementd con un 5% extra de suero fetal bovino.
Esta seleccion se efectué en triplicado y a dos de estos ensayos se les

cuantificé la actividad enzimatica.

Las células resistentes alcanzaron confluencia al dia 30 post lipofeccion,
fueron tripsinadas y se sembraron 6 pocillos. A cinco de ellos, al alcanzar la
confluencia bajo seleccién permanente con higromicina, se les cuantificd la
actividad de la ALDH2 (ver Figura 10). El pocillo restante se utilizé para
guardar una poblacion homogénea celular que tenga incorporado un plasmidio

codificante de la ribozima.
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3.6 Medicion de la actividad enzimética de la ALDH2
La medicion de la actividad de la ALDH2 se realiz6 en el sobrenadante de
lisados de células H4-1I-E-C3 (ver seccion 10.3). Se uso6 una alicuota de 5 uL
para cuantificar la concentracion de proteinas totales y otra alicuota de 150 uL
para medir la actividad (espectrofotbmetro Shimadzu, modelo UV-1201

asociado a controlador de temperatura CPS-Controller 240A, Japon).

Los 150 pL del lisado se mezclaron con propionaldehido 14 uM y NAD*
800 uM en fosfato mono acido de sodio 34 uM pH 8,5, DTT 4 mM, MgCl2
5 mM, 4-metil-pirazol 10 mM y NADH 10 uM en un volumen final de 800 pL. El
lisado celular se incubd con la solucion de reaccion en presencia de NAD®,
NADH vy sin sustrato para agotar otras actividades generadoras Yy
consumidoras de NADH. Se us6 4-metil pirazol a una concentracién de 10 mM
y pirazol a una concentracion de 100 mM (ambos son inhibidores de la
deshidrogenasa alcohdlica) para impedir que el propionaldehido sea reducido
a propanol. El registro se hizo a 35°C; se definio esta temperatura de ensayo
enzimatico a partir de un barrido (15, 20, 25, 30 y 35°C).

Se registro la absorbancia a 340 nm (aparicion del NADH) durante 25 minutos
en total. Durante los 10 primeros minutos se tomo registro cada 1 minuto. Al
minuto 10 se inicio la reaccién agregando propionaldehido (sustrato analogo al
acetaldehido) y se registr6 la absorbancia cada 30 segundos durante 10
minutos. Finalmente, se tomd registro cada 1 minuto durante 5 minutos

adicionales. Se graficd el aumento de la absorbancia respecto al tiempo.
Se calculd la velocidad inicial a partir de la recta ajustada a la curva de

absorbancia vs tiempo y se determiné la actividad especifica de la ALDH2. Se

calcularon valores entre 0,5 y 2 pmoles de NADH / mg de proteina /min.

41



3.6.1 Cuantificacion de proteinas totales

3.7

La cuantificacion de proteinas totales se hizo empleando el método del acido
bicinconinico. El acido bicinconinico es un cromégeno que utiliza la reduccion
de Cu*? a Cu*! formando un complejo ternario de coloracién parpura que es
detectable a una longitud de onda de 562 nm (Smith y cols., 1985). Del
sobrenadante del lisado celular obtenido se utilizaron 5 pL, los que se
diluyeron hasta alcanzar un volumen final de 200 pL, luego se adicionaron
500 uL de la mezcla de reactivos del sistema comercial de Pierce. Las
muestras se incubaron a 62°C durante 1 hora en bloque térmico, se dejaron

enfriar a temperatura ambiente y se midieron espectrofotométricamente.

Control de transfeccion

Se clond el gen de la proteina fluorescente verde en el vector pAC-CMV (el
plasmidio se designé pAC-eGFP) (ver Tabla 4), con el proposito de usarlo
como control de transfeccion para aquellas ribozimas clonadas en el vector
pAC-CMV. Para las ribozimas clonadas en el pAAV-CMV se usO un vector
comercial (peGFP, Promega) como control de transfeccion. EI cDNA de la
eGFP se obtuvo por digestion del peGFP con las enzimas EcoRIl y Hindlll y se

clonoé el fragmento de interés en el pAC-CMV.

El porcentaje de células HA4-1I-E-C3 transfectadas con los plasmidios
pAC-eGFP y peGFP se estim6 midiendo el porcentaje de células fluorescentes
a las 48 horas desde el inicio de la lipofeccion. Se lavaron las células con
medio sin suero y se vertio sobre ellas 1,5 mL de tripsina-EDTA (2,5 mg/mL de
tripsina y 3,8 mg/mL de EDTA). Se adicioné el doble de volumen de medio
DMEM para neutralizar la tripsina y se transfirieron las células a un tubo de
15 mL. Se centrifugaron (Dynac II, Becton Dickinson) durante 5 minutos a
1000 rpm y se resuspendieron en 1 mL de PBS (filtrado no esterilizado) a pH
7,4. Se agitaron continuamente para evitar que se unieran entre si. Las
muestras se analizaron en un citbmetro de flujo (FACSort Becton Dickinson,

excitacion 488 nm con laser de argon, deteccion de la emision a 525 nm),
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3.8

equipo a cargo del Dr. Javier Puente del Laboratorio de Inmunobioquimica,
Departamento de Bioquimica y Biologia Molecular de nuestra Facultad, bajo la
operacion de Sandra Chandia. Se cuantificaron primero los controles, que
corresponden a células sin lipofectar, para obtener la fluorescencia base de
este tipo celular y se procedio con el resto de las muestras. Se cuantifico un
total de 50.000 células por muestra y se calculd el numero de células
lipofectadas en porcentaje respecto al total de células cuantificadas en el

citbmetro.
Analisis estadistico

Los datos obtenidos se analizaron aplicando el test T de Student mediante el

programa SISA (Binominal.SISA. http://home.clara.net/sisa/ paread test.htm).
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RESULTADOS

Disefio y sintesis de construcciones génicas

Se disefid una ribozima de horquilla (Hampel y cols., 1990) cataliticamente
(RzCG20) y su control (RzCG20c) incapaz de fragmentar el blanco. Cuando en
la posicion 10 en la vuelta | de la ribozima (Figura 6) hay una G la ribozima
“‘RzCG20” es cataliticamente activa y si hay una C la ribozima “RzCG20c” es
cataliticamente inactiva (Hampel, 1998), sirviendo de control para descartar la
posible accidn antisentido. La notacion de RzCG20 y RzCG20c esta dada por
Rz: ribozima, CG: secuencia de BN en el pentamero requerido en el sustrato
(BNGUC), 20: triplete GUC numero 20 del mRNA para la ALDH2 y c: control.
Al igual que con las ribozimas de martillo la ribozima control permite estimar si

el efecto de la ribozima es en parte por mecanismos de antisentido.

Se construyeron los genes de la ribozima de horquilla mediante una clonacion
dirigida del duplex de oligonucleétidos codificante de la ribozima de horquilla
en los vectores pAC-CMV y pAAV-CMYV utilizando los sitios EcoRI e Hindlll en
ambos casos y en el vector pCEP4 utilizando los sitios Pvull e Hindlll. En los
tres plasmidios el gen de la ribozima queda con el promotor fuerte del
citomegalovirus (Pcmv) y con una secuencia que codifica la sefal de
poliadenilacion, la hormona de crecimiento humano (hHGpA) en el pAAV-CMV
y la del virus SV40 (SV40pA) en los plasmidios pAC-CMV y pCEP4. A los
clones elegidos se les asignaron los nombres de pLL5, pLL9 y pLL13 que
tienen como inserto el DNA codificante de la ribozima RzCG20 clonado en el
pAC-CMV, el pAAV-CMV y el pCEP4 respectivamente y los nombres pLL7,
pLL10 y pLL15 que tienen como inserto el DNA codificante de la ribozima

inactiva en los mismos plasmidios antes nombrados (ver Tabla 4).
Las ribozimas de martillo utilizadas fueron disefiadas para dirigirse a zonas

expuestas del RNA mensajero de la ALDH2 (Mufioz, 2003). En la Figura 6 se
muestra la ribozima de horquilla RzCG20, especificamente el disefio de la
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Estructura secundaria de laribozima de horquilla RzCG20.

—> : Sitio de corte en el mMRNA de la ALDH2.

Las bases destacadas corresponden a la secuencia requerida de
corte (BN*GUC).

ribozima y las posiciones del blanco en el mMRNA, y en la Figura 7 se muestra

la ribozima de matrtillo RzGUC20 con las mismas descripciones de disefio.
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4.2

4.3

Eficiencia de transfeccidn en células de hepatoma de rata

Las células de hepatoma de rata se transfectaron con los plasmidios de interés
usando liposomas catibnicos como vector quimico (Lipofectamine 2000;
lipofectamina). Los bajos porcentajes de transfeccion de las células H4-II-E-C3
estimados con genes reporteros (ver métodos), nos llevaron a probar otro

agente quimico, los dendrimeros (Tang y Szoka, 1997).

La eficiencia de las transfecciones de células H4-1I-E-C3 con lipofectamina y
dendrimeros se determind usando los plasmidios pAC-eGFP y peGFP,
midiendo el porcentaje de células fluorescentes por citometria de flujo. Se
observé una eficiencia de 3% de transfeccién con lipofectamina vs 0,1% con
dendrimeros indicando que los liposomas catibnicos son superiores como
vector quimico de plasmidios para las células H4-II-E-C3. Los porcentajes de
eficiencia de transfeccion con DNA plasmidial, usando Lipofectamine 2000
como vector, estan claramente subestimados al utilizar la fluorescencia de la
eGFP de acuerdo a los resultados con genes de ribozimas, como se expone
mas abajo. Debemos considerar que para observar la fluorescencia se
requiere de la transcripcion y la traduccion del gen de la eGFP vy, por lo tanto,
es muy factible que haya un porcentaje de células transfectadas mayor que el

porcentaje de células con la cantidad de eGFP necesaria para la deteccion.

Efecto de las ribozimas de horquilla RzCG20 y de martillo RzGUC20 en
las células H4-II-E-C3

4.3.1 Ribozimas de horquilla vs ribozimas de martillo

La disminucién de la actividad de la ALDH2 es mucho mas pronunciada en las
células transfectadas con el gen de la ribozima de horquilla cataliticamente
activa RzCG20 que con los genes de las ribozimas de martillo RzGUC20 y
RzGUC20c (ribozima y su control respectivamente) para el mismo blanco.
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5/

3!

corte
1550

GUGAAGACGGUCACCGUCAAAG 3
ACUUCUGCCA UGGCAGUUUC 5’

10 pb a ¢
A
G
C—-G
A—U
G—C
G—C
A
G U
M=
Ribozima
(RzGUC20)

1571 MRNA
ALDHZ2

10 pb

Requerimiento de secuencia

NUH
H=ACU

Ribozima

control
(RzGUC20c)

Estructura secundaria de la ribozima de martillo RzGUC20.

GUC: Requisito de secuencia para que haya corte.

—>: Sitio de corte en el MRNA de la ALDH2.

Las ribozimas de horquilla y su control clonadas en pAC-CMV (pLL5 y pLL7)
disminuyen la actividad de la ALDH2 en 41,5 % y en 18,3 % (p<0,005)
respectivamente. Las ribozimas de horquilla y control clonadas en pAAV-CMV
(pLL9 y pLL10) disminuyen la actividad de la ALDH2 en 36,3% y en 23,3%
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(p<0,005) respectivamente (Figura 9). Las ribozimas de martillo y su control
clonadas en el plasmidio pAC-CMV (pCMB1 y pCMB2) generan una
disminucion de la actividad de la ALDH2, pero en menor porcentaje, 15,3 %y
24,1 %, valores que no son estadisticamente diferentes entre si, p>0,005
(Figura 8).

4.3.2 Ribozimas vs ribozimas controles

El efecto biolégico de la ribozima de horquilla RzCG20 clonada en dos
plasmidios distintos (pLL5 y pLL9) es significativamente mayor (p<0,005) al
efecto de antisentido de la ribozima de horquilla control (pLL7 y pLL10),
sugiriendo que efectivamente hay una accion de ruptura catalitica del sustrato
y no solo un bloqueo estérico del MRNA de la ALDH2. La ribozima de matrtillo,
en cambio, produce el mismo grado de disminucion de la actividad de la
ALDH2 que la ribozima control, sugiriendo que en el interior de las células esta
ribozima de martillo no es capaz de hidrolizar el sustrato y actlia solamente por

un efecto de antisentido.

4.3.3 Plasmidio pAC-CMV vs pAAV-CMV
La ribozima de horquilla y su control clonadas en el pAAV-CMV (pLL9 y pLL10)

se comportan de la misma forma que aquellas clonadas en el pAC-CMV (pLL5
y pLL7), concluyéndose que ambas ribozimas disminuyen la actividad de la
ALDH2 por bloqueo y por ruptura del mRNA. Esto quiere decir que los efectos
de la posible diferencia funcional entre ambos contextos moleculares y los
efectos de las diferencias de secuencia y extensién de los segmentos que
guedaron rio arriba y rio abajo de las ribozimas no se manifiestan en
diferencias importantes en el modo de accion de las ribozimas en células de
hepatoma de rata. Cabe destacar que el 56 % de la disminucion de la actividad
de la ALDH2 esta dado por un efecto de ruptura del mMRNA y un 44% es efecto
del bloqueo del mMRNA cuando la ribozima de horquilla se encuentra en el
contexto molecular dado por el pAC-CMV, siendo el segmento rio abajo de la
ribozima de 300 pb. En el contexto molecular dado por el pAAV-CMV, siendo
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el segmento rio abajo de la ribozima de 500 pb, un 36% del efecto esta dado
por ruptura y un 64% por bloqueo del mRNA. Si bien estas diferencias entre
ambos contextos moleculares no son significativas estadisticamente (p>0,005)
hay una marcada tendencia a que a mayor tamafio del segmento de RNA que

sigue a la ribozima menor es la ruptura del MRNA de la ALDH2.

4.3.4 Magnitud real de la accién de las ribozimas

El mayor resultado obtenido de disminucién de la actividad de la ALDH2 es de
42% (ver Figura 8) en las células transfectadas con el gen de la ribozima de
horquilla RzCG20 clonado en el pAC-CMV (pLL5). Considerando que el
ensayo de actividad se realiz6 48 horas después de la lipofeccion y corrigiendo
por el tiempo de vida media de la enzima (~24 horas) (Garver y cols., 2000), la
disminucién de la actividad de la ALDH2 de 42% aumenta a 55% (Figura 8).
Esto se explica porque a las 48 horas aun quedaria un 25% de la actividad
inicial, aunque el mensajero se destruyera completamente, de modo que la
actividad suprimible no es del 100% sino del 75% de la actividad inicial o
control. En cuanto a la correccion que deba aplicarse por el hecho de que no
todas las células del cultivo son transfectadas por los plasmidios se discute in

extenso mas adelante.
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Figura 8

Efecto de las ribozimas de horquilla RzCG20 y de martillo RzGUC20 en
células H4-II-E-C3

Orden de la gréfica: Lipo (control con lipofectamina sin DNA), pAAV (control con plasmidio
base pAAV-CMV), pLL9 (RzCG20 en pAAV-CMV), pLL10 (RzCG20c en pAAV-CMV), pAC
(control con plasmidio base pAC-CMV), pLL5 (RzCG20 en pAC-CMV), pLL7 (RzCG20c en
pAC-CMV), pCMB1 (RzGUC20 en pAC-CMV) y pCMB2 (RzGUC20c en pAC-CMV).

Los resultados corresponden a cuatro mediciones independientes (cuatro dias distintos de
lipofeccidn) realizadas en cuadruplicado y cada mediciéon de la actividad de la ALDH2 en
duplicado. a: andlisis estadistico con respecto al control con lipofectamina, b: analisis
estadistico con respecto al control con el plasmidio pAAV-CMV y c: andlisis estadistico con
respecto al control con el plasmidio pAC-CMV. Los *** sobre las barras en el grafico indican
diferencias que son significativas estadisticamente en tres aspectos: i) entre la ribozima y el
control con plasmidio base, ii) entre la ribozima de horquilla y su control inactivo (pLL5 vs pLL7
y pLL9 vs pLL10) y iii) entre la ribozima de horquilla y la ribozima de martillo (pLL5 vs pCMB1 y
pLLY vs pCMB1). Se usé el test T de Student para datos pareados (n=4) con un intervalo de
confianza del 99%.

Efecto de las ribozimas de martillo RzZUUC9 y RzGUC19 en las células
H4-1I-E-C3

4.4.1 Ribozimas vs ribozimas controles
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Las ribozimas de martillo RzUUC9 y RzGUC19 y sus respectivos controles
generan una leve disminucion de la actividad de la ALDH2, entre un maximo
de 10 % por efecto de la accion de la RzUUC9 control y un minimo de 8,2 %
por efecto de la accion de la RzGUC19 (p>0,005) (Figura 9). La disminucion de
la actividad no se diferencia significativamente entre la ribozimas vs las
controles, ni tampoco es significativamente diferente al control de lipofecciones
sélo con la lipofectamina (p>0,005). Por lo tanto, las ribozimas de matrtillo
RzUUC9 y RzGUC19 solo actuan mediante un efecto de bloqueo del mRNA
de la ALDH2 y en promedio disminuyen en un 8,9 % la actividad enziméatica.

En el trabajo anterior realizado por Mufioz (2003), las ribozimas fueron
entregadas como genes a células de hepatoma de rata utilizando
Lipofectamine Plus como vector quimico y la medicion de actividad se realiz6 a
temperatura ambiente, dos diferencias experimentales importantes con
respecto a este trabajo en el que se uso6 Lipofectamine 2000 como vector y en
el que la medicion de actividad se hizo a 35°C. Los resultados de Mufioz
mostraron que i) las ribozimas de martillo RzGUC20 y RzUUC9 son capaces
de romper el mMRNA de la ALDH2 in vitro, ii) que las ribozimas de martillo
RzGUC20 y RzUUC9 en cultivo acttan disminuyendo la actividad de la ALDH2
actuando como moléculas de antisentido (en un 18 % aproximadamente,
respecto a las células transfectadas con el vector base), y iii) que la ribozima
RzGUC19 no corta el mRNA in vitro por lo cual no fue probada en células en

cultivo.
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Figura 9

Efecto de las ribozimas de martillo RzUUC9 y RzGUC19 en células
H4-11-E-C3

Orden de la gréfica; Lipo (control con lipofectamina sin DNA), pLL5 (RzCG20 en
pAC-CMV), pCMB5 (RzUUC9 en pAC-CMV), pCMB6 (RzUUC9c en pAC-CMV),
pCMB3 (RzGUC19 en pAC-CMV) y pCMB8 (RzGUC19c en pAC-CMV). Los
resultados corresponden a tres mediciones independientes (tres dias distintos de
lipofeccion) realizadas en triplicado. Andlisis estadistico con respecto al control
lipofectamina. El * sobre la barra indica un resultado significativo estadisticamente en
dos aspectos: i) entre la ribozima de horquilla y el control con lipofectamina vy ii) entre
la ribozima de horquilla y las cuatro ribozimas de martillo. Se usoé el test T de Student
para datos pareados (n=3) con un intervalo de confianza del 99%.
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4.5 Efecto de la ribozima de horquilla en células H4-lI-E-C3 bajo seleccion
con higromicina.
La seleccion de las células lipofectadas con los plasmidios pLL13 y pLL15
derivados del pCEP4, correspondientes a las ribozimas RzCG20 y control
RzCG20c respectivamente, se hizo mediante la aplicacion de una dosis de 50
pMg/mL de higromicina, dosis que es letal para las células H4-1I-E-C3 que no
incorporaron dichas construcciones. En el transcurso de un mes las células
seleccionadas se replicaron alcanzando confluencia, obteniéndose una

poblacion homogénea a la cual se le cuantifico la actividad de la ALDH2.

45.1 Ribozima vs ribozima control

Luego de obtener una poblacion homogénea seleccionada con higromicina los
resultados de cuantificacion de actividad de la ALDH2 mostraron que el efecto
biolégico de las ribozimas de horquilla y su control (pLL13 y pLL15) es
significativamente mayor (p<0,005) que el del control con lipofectamina: hay
una disminucion de un 81 % al usar el plasmidio codificante de la ribozima y un
83 % al usar el plasmidio codificante de la ribozima control (Figura 10),
sugiriendo que la disminucion de la actividad de la ALDH2 es por la accién de
bloqueo estérico pero no por efecto de la ruptura del mRNA de la ALDH2
(p>0,005).

Sin embargo, si estos resultados son comparados con los obtenidos de las
células lipofectadas con el plasmidio pCEP4 sin inserto no existe efecto
significativo (p>0,005). Algun producto desconocido o la misma proteina
EBNAL (Sclimenti y Calos, 1998; Leblois y cols., 2000; Durocher y cols., 2002)
por si misma genera una disminucion de la actividad de la ALDH2 en un 89 %,
caracterizandose ademas la poblacion transfectada por tener mayor dificultad
para replicarse y mantenerse viva durante el proceso de seleccion con
higromicina, comparando con las otras poblaciones seleccionadas

(transfectadas con plasmidios codificantes de ribozimas).
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Figura 10

Efecto de la ribozima de de horquilla RzCG20 en células H4-lI-E-C3 bajo
seleccién con higromicina

Orden de la gréfica: Lipo (control con lipofectamina sin DNA), pCEP4 (control con
plasmidio base pCEP4), pLL13 (RzCG20 en pCEP4), pLL15 (RzCG20c en pCEP4).
La primera parte del grafico muestra resultados obtenidos en ensayos en células de
hepatoma de rata sin seleccion con higromicina que corresponden a tres mediciones
independientes. En la segunda parte del grafico se muestran resultados obtenidos en
células de hepatoma de rata con seleccion con higromicina después de alcanzar
100 % confluencia que corresponden a cinco mediciones independientes.

a: analisis estadistico con respecto al control con el plasmidio base pCEP4 y b:
analisis estadistico con respecto al control con lipofectamina. Se usé el test T de
Student para datos pareados con un intervalo de confianza del 99%. Todos los
resultados son significativamente diferentes con respecto al control con lipofectamina
(p<0,005).
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Frente a este inesperado resultado se realizé una lipofeccion de las células de
hepatoma de rata con pLL13 (RzCG20), pLL15 (RzCG20c) y con el plasmidio
base pCEP4, sin realizar seleccion de las células transfectadas con
higromicina. Se observé una disminucion de la actividad de la ALDH2 de un
36 % y un 30 % en las células transfectadas con los genes de las ribozimas de
horquilla y control respectivamente (p<0,005; con respecto al control con
lipofectamina) y una disminucion del 55% de la actividad de la ALDH2 en las

células transfectadas con el pCEP4.

4 5.2 Magnitud real de la acciéon de las ribozimas

4.6

La actividad suprimible es del 100% de la actividad inicial o control cuando se
trata de una poblacion seleccionada que alcanza confluencia, ya que toda
sintesis de novo estara afectada por la accion de la ribozima. Los porcentajes
de disminucién de la actividad de la ALDH2 por efecto del plasmidio pCEP4 sin
inserto, la ribozima y la ribozima control son 899%, 81 % y 83 %
respectivamente (Figura 10). Estas diferencias no son significativas entre ellas
(p>0,005), por lo tanto, la disminucion de la actividad se debe a una accion
desconocida, probablemente de la proteina EBNAL codificada en el plasmidio

pCEP4 y de multiples acciones desconocidas en células eucariontes.

Efecto de laribozima de horquilla RzCG20 en células 293

En este trabajo se utilizaron células 293 debido, en primer lugar, a que tienen
la capacidad de ser facilmente transfectadas, con una eficiencia cercana al
70 % (Ezquer, 2006). Un segundo motivo por el cual se utilizaron células 293
es que, si bien son de rifion de embrion humano, y el drgano blanco para la
terapia es el higado, permiten hacer una estimacion de si en células de origen
humano la ribozima de horquilla tiene actividad. Como tercer punto las células
293 presentan solo entre un 8% y 12% de actividad basal de la ALDH2 en
relacion a la actividad especifica medida para las células de hepatoma de rata

(Figura 11) por lo cual se colipofectaron con dos plasmidios, uno que codifica
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Figura 11

Efecto de laribozima de horquilla RzCG20 en las células 293

Orden de la gréfica: Lipo (control con lipofectamina sin DNA), pAC/pALDH2 (control
con plasmidio base pAC-CMV), pLL5 (RzCG20 en pAC-CMV), pLL7 (RzCG20c en
pAC-CMV). Los resultados corresponden a tres mediciones independientes (tres dias
distintos de lipofeccion) realizadas en triplicado. La actividad de la ALDH2 se midi6
después de 72 horas de cultivo postlipofeccion.

Los ** sobre las barras en el grafico indican diferencias estadisticamente significativas

entre los plasmidios codificantes de las ribozimas y el plasmidio base. Se uso el test T
de Student para datos pareados (n=3) con un intervalo de confianza del 99%.
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la ALDHZ2 y un segundo plasmidio que codifica la ribozima, siendo innecesario
aplicar una correccion por el tiempo de vida media de la enzima, puesto que
mientras se sintetiza el MRNA de la ALDH2 se esta sintetizando la ribozima,

manteniendo un proceso continuo de silenciamiento.

Las ribozimas de horquilla y control disminuyen la actividad de la ALDH2 en
66,3 % y 54,8 % respectivamente (p<0,005), de manera mas pronunciada en
las células 293 que en las células H4-II-E-C3 (disminucién maxima de 42 %).
Por lo tanto, estos resultados, obtenidos en un tipo celular humano, sugieren
que una ribozima de horquilla tiene potencial como farmaco génico de

aplicacion en humanos.

4.6.1 Ribozima vs ribozima control

El efecto bioldgico de la ribozima de horquilla (pLL5) no es significativamente
mayor al efecto de antisentido de la ribozima de horquilla control (pLL7): la
ribozima disminuye en un 66,3 % y la ribozima control un 54,8 % la actividad
de la ALDH2 (p>0,005), sugiriendo que no hay una accion de ruptura catalitica
del sustrato que supere al efecto de bloqueo estérico del mMRNA de la ALDH2
(Figura 11). Por lo tanto, se sugiere que la ribozima, en el interior de las
células 293, bajo un sistema de expresion de la ALDH2 dado por la
transcripcion del pALDH2 y posterior traduccion del mRNA, no es capaz de
hidrolizar el sustrato y actia solamente por un efecto de antisentido al igual
que su ribozima control. Este cambio en el modo de accién confirma lo descrito
en la literatura (Donahue y Fedor, 1997; Amarzguioui y Prydz, 1998), en el
sentido de que el medio celular afecta de manera considerable el plegamiento

de un RNA de hebra simple, como lo es la estructura de una ribozima.

4.6.2 Magnitud real de la accién de las ribozimas

El mayor resultado obtenido de disminucion de la actividad de la ALDH2 es de

66 % (p<0,005) (Figura 11) en células colipofectadas con el plasmidio
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codificante de la ribozima de horquilla RzCG20 (pLL5) y el pALDH2.
Considerando que el ensayo de actividad se realiz6 72 horas después de la
lipofeccidn y que este tipo celular presenta una baja actividad de la ALDH2 en
forma natural, no se corrigio por el tiempo de vida media de la enzima (~24
hrs). En estos resultados queda en evidencia que la actividad de la ribozima
cambia segun el medio celular en el que se encuentra, puesto que el efecto de
la ribozima de horquilla en la disminucion de la actividad de la ALDH2 se debe
en su totalidad al bloqueo del mMRNA de la ALDH2.

Se confirma en un modelo celular humano, como lo son las células 293, que la
ribozima de horquilla cumple con el objetivo de disminuir la actividad de la
ALDH2, pero con un mecanismo de accion diferente al observado en células
de rata. Que la ribozima sea capaz de inhabilitar el mMRNA en un tipo celular
humano nos acerca a perfilar a la ribozima de horquilla, RzCG20, como un

buen farmaco génico para el tratamiento de pacientes alcohdlicos.
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5.1

DISCUSION

En este trabajo se utilizaron genes de ribozimas de martillo (Mufioz, 2003) y se
disefiaron y construyeron genes de ribozimas de horquilla contra el mMRNA de
la ALDHZ2, enzima que es un buen blanco farmacologico en el tratamiento del
alcoholismo. Estas ribozimas se ensayaron en células de higado de rata en
cultivo, buscando una molécula que fuera capaz de disminuir la actividad de la
ALDH2 y que tuviera, por lo tanto, potencial farmacoldgico contra el

alcoholismo.

Se eligieron las células H4-11-E-C3 de hepatoma de rata puesto que provienen
de higado, que es el érgano blanco y, a diferencia de otras lineas celulares de
origen hepatico, expresan el gen de la ALDH2, el gen blanco. La ribozima de
horquilla también se ensayo6 en células de rifion de embrion humano: células
293. A pesar de no ser hepaticas y de no expresar el gen de la ALDH2 se
utilizaron porque, ademas de ser comparativamente faciles de transfectar,
estas células permiten medir, con un sistema de colipofeccidén en experimentos
de corta duracion, la accién de las ribozimas sin tener que aplicar una

correccion por la vida media de la proteina.

Ribozimas de horquillay martillo dirigidas al triplete GUC20

Se usaron la ribozima de horquilla RzCG20 y la ribozima de martillo RzGUC20;
ambas se dirigen a la misma posicion del mRNA de la ALDH2 y ambas, al
estar clonadas en el mismo vector (pAC-CMV), estan en el mismo contexto
molecular, es decir, estan flanqueadas por los mismos segmentos rio arriba
(22 nt) y rio abajo (=300 nt), por lo tanto sus acciones son directamente
comparables. La ribozima de horquilla, a diferencia de la ribozima de matrtillo,
no se ensayo in vitro sino que se evalud directamente en células en cultivo,
puesto que la actividad in vitro no necesariamente refleja la actividad en
células. Efectivamente, Mufioz (2003) determind que las ribozimas de martillo
RzUUC9 y RzGUC20 presentan actividad catalitica in vitro pero la pierden en

cultivo. Por lo tanto se consideré que si i) el medio influye mucho en el
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plegamiento de una ribozima (Andronescu y cols., 2005) y ii) hay variaciones
en el modo de accién de una ribozima segun el medio (Kiehntopf y cols., 1995;
Bertrand y cols. 1997; Donahue y Fedor, 1997; Yanze y cols., 2003), realizar
ensayos in vitro no seria lo mas conveniente. Los resultados de disminucién de
la actividad de la ALDH2 en células de hepatoma de rata en cultivo
demuestran que la ribozima de horquilla, RzCG20, es mas activa que la
ribozima de martillo dirigida al mismo blanco y con igual segmento rio abajo,
corroborando lo visto en los escasos estudios en que esta comparacion se ha
hecho (Symons, 1992; Kato y cols., 2001); esta diferencia puede tener su

causa en multiples factores que a continuacién se explican.

Mayor actividad catalitica de la ribozima de horquilla vs la de martillo

Se ha descrito que la ribozima de horquilla puede tener una eficiencia catalitica
80 veces mayor que la ribozima de martillo (Symons, 1992). En un estudio en
gue se determinaron los parametros cinéticos de una ribozima de horquilla, se
mostré que la fragmentacion del sustrato es muy eficiente comparada con la
ribozima de martillo (Andang y cols., 2004). Los resultados de esta tesis
muestran que la ribozima de martillo s6lo presenta una accion de bloqueo del
MRNA mientras que la ribozima de horquilla presenta aparentemente dos
modos de accion: bloqueo y ruptura del mRNA. La actividad catalitica de la
ribozima de horquilla sin duda puede explicar en parte su mayor efecto puesto
gue su actividad de bloqueo es similar en magnitud a la de la ribozima de

matrtillo.

Uniones Watson y Crick

Las ribozimas de horquilla y martillo utilizadas probablemente difieren en la
facilidad con que se desprenden del sustrato incidiendo en su actividad. Una
vez efectuado el corte del mRNA la ribozima de horquilla queda unida al
sustrato mediante dos segmentos: un segmento de 5 pb, de los cuales uno es
no canodnico, y un segundo segmento de 11 pb, de los cuales tres son no

canodnicos. La ribozima de martillo en cambio queda unida mediante 10 pb

60



canonicos a cada lado del sustrato. Asi, para la ribozima de horquilla aumenta
la posibilidad de liberacion del mRNA una vez cortado disminuyendo

consecuentemente el paso reversible de religacion.

La religacion sélo requiere de un minimo de tiempo y que ambos fragmentos
del mMRNA blanco cortado permanezcan unidos a los brazos de la ribozima
(Long y Uhlenbeck, 1993; Muller, 2003; Ivanov y cols., 2005). Se ha descrito
gue la ribozima de martillo presenta un equilibrio desplazado en el sentido de
la religacion (Long y Uhlenbeck, 1993), a diferencia de la ribozima de horquilla,
la cual es especialmente eficiente en la liberacion del producto (Welz y cols.,
2003).

Se podria pensar que al acortar el largo de los brazos de la ribozima de
martillo RzGUC20 mejoraria la eficiencia de corte. Sin embargo, la actividad de
las ribozimas RzUUC9 y RzGUC19, con 8 nt en cada brazo, no presentan

mejor actividad que la RzGUC20 cuyos brazos tienen 10 nt cada uno.

Efecto del magnesio en la accién de las ribozimas de horquilla y martillo

La ribozima de horquilla, a diferencia de la ribozima de martillo, no depende de
la presencia de magnesio para su accion catalitica. Asi como algunas enzimas
proteicas requieren de un cation divalente para su accion catalitica, las
ribozimas en general también lo necesitan (Hampel y cols.; 1990 Doudna y
Cech, 2002). El requerimiento de este catibn es esencial para la accion
catalitica de la ribozima de martillo y no asi para la catalisis de la de horquilla
(Borda y Sigurdsson, 2005). Es posible entonces, que la concentracién de
magnesio libre en las células de hepatoma de rata sea insuficiente para la
accion de la ribozima de martillo. En los ensayos in vitro (Mufioz, 2003), se
obtuvo la méxima accion catalitica de la ribozima de martillo a 10 mM,
reportandose que a concentraciones mayores de magnesio la actividad
catalitica disminuye, siendo que la concentracion de magnesio intracelular es
de 30 mM (Ausubel y cols., 1996).
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5.2 Ribozima de Horquilla
La ribozima de horquilla RzCG20 resulté ser mas eficiente en el contexto
molecular del pAC-CMV que en el del pAAV-CMV. Esta diferencia puede estar

asociada a multiples factores que a continuacion se explican.

Eficiencia de transfeccion; efecto del tamafio de la construccion plasmidial

Los dos plasmidios en los que se clond la ribozima de horquilla, pAC-CMV
(9,1 kb) y pAAV-CMV (4,8 kb), difieren en sus tamafios. Si consideramos que
las transfecciones se realizaron con una masa constante de 2 ug de DNA
plasmidial, se espera que mientras menor es el tamafo del plasmidio mayor
sea el nimero de copias que ingresa a cada célula transfectada y mayor sea la
actividad biolégica aparente. No obstante, los resultados obtenidos en esta
tesis indican lo contrario: la ribozima RzCG20 clonada en el plasmidio
pAC-CMV dio un valor mayor de actividad biolégica aparente que cuando esta
clonada en el plasmidio pAAV-CMV, descartando que el tamafio sea una
variable determinante en los resultados. Incluso, de lo anterior se desprende
que la ribozima RzCG20 en el contexto del pAC-CMV es intrinsecamente
mucho mas activa de lo que sugieren los resultados no corregidos por razén
molar, ya que el pAC-CMV tiene un tamafio que es dos veces el del
pAAV-CMV.

Efecto del promotor y secuencia rio arriba en la accion de la ribozima

Los dos plasmidios tienen en comun el promotor del citomegalovirus: el
promotor del pAAV-CMV, que esta totalmente secuenciado, corresponde al del
gen E1 del CMV (GenBank AF396260, posiciones 150-812) y el promotor del
pAC-CMV, que se encuentra parcialmente secuenciado, es idéntico (GenBank
X03922, posiciones 787-1148) exceptuando una region desconocida de
~60 pb. Si no hay diferencias entre ambos promotores en la region que
desconocemos, debemos suponer que los niveles de transcripcion son

equivalentes, es decir, que las eficiencias son similares.
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El promotor del CMV, que es un promotor de la RNA polimerasa Il, se eligid
para expresar los genes de las ribozimas, en lugar de un promotor de la RNA
polimerasa lll, porque existen evidencias de que las ribozimas cuyos genes
estan controlados por promotores de la polimerasa Il son mas eficientes que
aquellos cuyos genes estan controlados por promotores de la polimerasa |l
(Couture y Stinchcomb, 1996; Bertrand y cols. 1997; Kato y cols., 2001),
probablemente debido a que dichas ribozimas se colocalizan con su mRNA
blanco en el citoplasma. A pesar de que los promotores de la RNA polimerasa
Il permiten sintetizar mayores cantidades de RNA, el precursor del mRNA
(transcrito primario) en el nicleo se ve asociado a un gran numero de
proteinas de la maquinaria de corte y empalme, tal vez impidiendo que éste
sea accesible a la ribozima. En nuestro caso particular el blanco molecular se
ubica en el citoplasma, puesto que los brazos de la ribozima de horquilla se
dirigen a la zona del mMRNA de la ALDH2 dada por la unién entre segmentos
codificados por los exones 12 y 13 del gen de la ALDH2. Por lo tanto, es mas
apropiado usar un promotor para la RNA polimerasa Il para transcribir el gen

de la ribozima.

La ribozima de horquilla esta acompafada, en el transcrito, por un segmento
rio arriba de 22 nt cuando su gen esta clonado en el plasmidio pAC-CMV y de
91 nt cuando esta clonado en el pAAV-CMV. En células de hepatoma de rata
transfectadas con el gen de la ribozima de horquilla clonado en pAC-CMV, se
observé una mayor disminucion de la actividad de la ALDH2 coincidiendo con
un menor segmento rio arriba asociado a la ribozima. El segmento mas largo
de 91 nt originado a partir del pAAV-CMV podria ejercer un mayor efecto

interferente sobre la accion bioldgica.
Secuencias rio abajo

La ribozima queda acompafiada de un segmento rio abajo de =300 nt cuando

esta clonada en el plasmidio pAC-CMV y de =500 nt cuando esta clonada en el
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pAAV-CMV. Estos segmentos podrian carecer de efecto alguno o tener

efectos positivos o negativos sobre la accion de la ribozima.

Los plasmidios tienen sefiales de poliadenilacion diferentes: el pAC-CMV
codifica la sefial de poliadenilacion del virus SV40 (SV40pA) y el pAAV-CMV
codifica la sefial de poliadenilacién del gen de la hormona de crecimiento
humana (hGHpA). Se podria pensar entonces que al ser diferentes las sefiales
de poliadenilacion, también lo sean las eficiencias del proceso de
poliadenilaciébn y sus consecuencias, como la destinacion al citoplasma
(Colgan y Manley, 1997). Asi, el segmento rio abajo de la ribozima puede
incidir sobre su accién biologica, probablemente por las estructuras que puede
formar, el reclutamiento de factores celulares y las eficiencias de los procesos

de poliadenilacion y destinacion al citoplasma.

La ribozima de horquilla RzCG20 es menos eficiente en disminuir la actividad
de la ALDH2 cuando el segmento rio abajo es de mayor tamafio. Sin embargo,
aunqgue el grado de accion total se ve disminuido, la ribozima mantiene los dos
modos de accién, bloqueo y ruptura, en distintas proporciones. A mayor
segmento rio abajo mayor bloqueo del mMRNA y menor ruptura. El bloqueo del
MRNA probablemente se ve afectado por la regidn rio abajo de la ribozima de
horquilla por sus efectos en dos procesos esenciales: la unién de la ribozima al
MRNA de la ALDH2 y la separacion de la ribozima del mRNA después de

cortado.

Efecto del tipo celular

Si bien se vio que la ribozima de horquilla tiene un efecto catalitico en las
células de hepatoma de rata, en las células de rinidbn de embrién humano lo
pierde, manteniendo sélo una accion de bloqueo. En efecto, se ha descrito que
el modo de accion de una ribozima es variable dependiendo del tipo celular en
el que se encuentre (Bertrand y cols. 1997; Donahue y Fedor, 1997).

Posiblemente las diferencias en factores celulares entre los dos tipos de
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5.3

células posibilitan, en parte, que la ribozima se pliegue de manera diferente
(Kiehntopf y cols., 1995), y a la vez que la ribozima se vea impedida de cortar

y/o liberar el sustrato en forma eficiente.

En las células 293 no sélo se vio alterado el modo de accién sino que también
el grado del efecto. Dos variables que pueden afectar el grado de accion son i)
la actividad basal de la ALDH2 vy ii) la eficiencia de la transfeccion (ver seccion
5.4).

La actividad basal de la deshidrogenasa aldehidica es diferente en ambos
tipos celulares. En las células de hepatoma de rata la actividad absoluta varia
entre 0,5 y 3 nmoles de NADH/ mg de proteina/ min (100 %), valores que
corresponden a la actividad de la ALDH2 medida en el extracto proteico del
control con lipofectamina sin DNA, en cambio en las células 293 la actividad
absoluta es mucho menor, medida en el extracto proteico del control con
lipofectamina sin DNA, valores que varian entre 0,01 y 0,8 nmoles de NADH/
mg de proteina/ min, pero al lipofectarlas con pALDH2 los valores varian entre
1y 6 nmoles de NADH/ mg de proteina/ min.

Ribozimas de martillo

En células de hepatoma de rata las ribozimas de martillo ensayadas muestran
una disminucién en la actividad de la ALDH2 causada por un efecto de
bloqueo del mRNA, comprobando lo visto anteriormente por Mufioz (2003)
para dos de ellas en condiciones levemente diferentes a las aqui utilizadas. A
continuacion se discuten posibles razones para la ausencia de la actividad
catalitica y que el valor maximo de disminucion de la actividad alcanzado sea
del 20 %.

Requerimiento de secuencia en el mMRNA de la ALDH2

Las tres ribozimas de matrtillo utilizadas, RzUUC9, RzGUC19 y RzGUC20, se

dirigen a secuencias del mRNA de la ALDH2 que son accesibles in vitro y que
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contienen el triplete NUH (H=A, U, C) requerido para el corte, utilizando dos de
los tripletes més activos, el GUC y el UUC (Shimayama y cols. 1995). Cabe
mencionar que el triplete GUC es el que se encuentra presente en la ribozima
natural del RNA satélite del virus del anillado necrético del tabaco (Forster y
Symons, 1987), ribozima cuyo centro catalitico se utilizd para disefiar y
construir las ribozimas de martillo (Mufioz, 2003).

Las ribozimas RzGUC20 y RzGUC19 se dirigen a un triplete GUC en el sitio de
corte del mRNA, por tanto las diferencias que se encontraron en los
porcentajes de disminucién de la actividad de la ALDH2, como resultado de la
accion de cada una de estas ribozimas, no tienen su origen en diferencias de
eficiencia de corte debido a la identidad del triplete NUH, ya que con el mismo
triplete GUC se ven resultados diferentes: la RzGUC20 tiene mayor actividad
biologica que la RzGUC19. Para la ribozima RzUUC9 es un triplete UUC el
qgue define el sitio de corte del mMRNA. A pesar de que este triplete es menos
eficiente que el triplete GUC (Shimayama y cols. 1995), la ribozima RzUUC9
tiene mayor actividad biolégica que la RzGUC19 (pero menor que la
RzGUC20). Por tanto, la identidad del triplete no es el factor determinante para

predecir la eficiencia de la ribozima dirigida a distintos blancos.

Efecto del segmento rio abajo de la ribozima de martillo

Se espera que, al ser las zonas de unién de las ribozimas en el mMRNA sitios
accesibles (al menos in vitro), no sea el acceso al mMRNA el motivo por el cual
no se ven resultados mayores a un 20% de disminucion de la actividad de la
ALDH2. Sin embargo, si hay que considerar la accesibilidad del sitio de unién
en la ribozima misma. Al igual que en el caso de la ribozima de horquilla, la
ribozima de martillo queda acompafiada de un segmento rio abajo de =300 nt
cuando esta clonada en el plasmidio pAC-CMV y desconocemos cOmo incide
este segmento en la actividad de la ribozima. Si el efecto es negativo el
segmento podria estar i) impidiendo la unién de la ribozima al mRNA de la
ALDH2 y/o ii) impidiendo que se suelte de los fragmentos del mRNA una vez
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cortado (Donahue y Fedor, 1997). Si el segmento rio abajo de la ribozima
impide la liberacién de los fragmentos se facilita la religacién (ver seccién 5.1).

Reaccion catalitica de la ribozima de martillo

La religacién de los fragmentos del mRNA generados por accion de una
ribozima de martillo es un paso poco comun, pero posible, que ha sido descrito
por Long y Uhlenbeck (1993). La ribozima se une al mRNA, corta el enlace
fosfodiéster y en vez de liberar los dos fragmentos se queda unida a ellos y el
enlace se vuelve a formar. Esto puede explicar, en parte, los resultados
obtenidos en la disminucion de la actividad de la ALDH2, es decir, la ribozima
de martillo RzGUC20 se une al mRNA de la ALDH2, lo corta y lo religa. Para
que la ribozima permanezca unida a los fragmentos del mRNA hay que
considerar entonces el efecto de la Tm de los brazos de la ribozima de martillo
(Poon y MacGregor, 2000).

Las tres ribozimas de martillo tienen brazos de largos diferentes. Las ribozimas
de martillo RzUUC9 y RzGUC19 poseen dos brazos de union al mRNA de 8 nt
de largo cada uno, las Tms de los cuales son 30° y 20°C para la RzUUC9 y
28° y 22°C para la RzGUCL19, siendo la Tm total de union al mMRNA de ambas
de 50°C. La RzGUC20 tiene dos brazos de 10 nt de largo, cada uno con una
Tm de 30°C, siendo la Tm total de unién al mMRNA de 60°C (Figura 12). Esta
diferencia de Tm de 10°C entre la ribozima RzGUC20 y las ribozimas RzUUC9
y RzGUC19, se ve reflejada en la disminucién de la actividad de la ALDH2,
puesto que la RzGUC20 es la ribozima causante del mayor efecto inhibitorio y
es la que posee mayor Tm y largo de brazos. A mayor Tm y largo de brazos
probablemente se ve beneficiado el efecto de antisentido aumentando el grado
de bloqueo a la vez que se ve aminorado (o suprimido) el corte al haber mayor

oportunidad de religacion.
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MRNA

ALDH2 50°C 50°C 60°C Tm de la ribozima
28°C 22°C 30°C 20°C 30°C 30°C Tm de los brazos
529 546 1492 1507 1551 1571 Posiciones en el mMRNA
8nt 8nt 8nt 8nt 10 nt 10 nt  Largo de brazos de la
ribozima
RzUUC9 RzGUC19 RzGUC20

Figura 12
Unién de las ribozimas de martillo al mRNA de la ALDH2

Se indican las Tm y el largo de cada brazo de las ribozimas de matrtillo utilizadas en
este trabajo: RzUUC9, RzGUC19 y RzGUC20. Ademas se indican la Tm total (ambos
brazos) de cada ribozima y las posiciones de unién al RNA mensajero de la ALDH2
(GenBank NM-032416).
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5.4

Variables experimentales

En esta tesis las ribozimas de martillo han sido utilizadas en condiciones
diferentes a las empleadas en el trabajo de Mufioz (2003). Anteriormente se
utilizé el vector lipidico cationico Lipofectamine Plus, en un volumen total de
mezcla de lipofeccion de 325 uL, un tiempo de incubacion de 10 minutos
totales y las mediciones de actividad de la ALDHZ2 se realizaron a temperatura
ambiente. En este trabajo se utilizé el vector lipidico cationico Lipofectamine
2000, un volumen total de mezcla de lipofeccion de 125 uL, un tiempo de
incubacion de 20 minutos y las medidas de actividad de la ALDH2 se
realizaron a 35°C. Los valores de actividad enzimatica, de 3 a 5 nmoles de
NADH/ mg de proteina/ min, otorgan mayor sensibilidad a la deteccion en
relacion a los ensayos realizados a temperatura ambiente. Las variables
experimentales citadas no afectaron de manera significativa los resultados
obtenidos en los ensayos con las ribozimas de martillo en relacion a los
obtenidos por Mufioz (2003). En ambas condiciones de experimentacion hay
un efecto cercano al 20% de disminucion de la actividad de la ALDH2,
disminucion que no se debe al corte del mMRNA que codifica la ALDH2 sino a
un efecto de antisentido.

Control de transfeccion

Los plasmidios pAC-eGFP y peGFP (ver Tabla 3) se utilizaron para
determinar, en paralelo a las lipofecciones hechas con plasmidios codificantes
de las ribozimas, el porcentaje de células H4-1I-E-C3 transfectadas. Se

pretendia determinar a qué cantidad de células se debe el efecto obtenido.

Los porcentajes de eficiencia de transfeccion de las células de hepatoma de
rata H4-11-E-C3 con DNA plasmidial, usando Lipofectamine 2000 como vector,
estan claramente subestimados al utilizar la fluorescencia de la eGFP o la
colorimetria por accion de la B-galactosidasa (G. Cortinez, comunicacion

personal) como meétodos de evaluacion. Valores de menos del 3 % de
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transfeccion no pueden explicar una reduccion del 41,5 % de la actividad de la
ALDH2 al usar el gen de una ribozima anti ALDH2 (ver resultados).

Si la ribozima es capaz de destruir el 100 % del mRNA de la ALDH2 de las
células que incorporaron el plasmidio que la codifica, la actividad de la ALDH2
medida a las 48 horas de efectuada la lipofeccion deberia ser la actividad de
las células no transfectadas mas el 25 % de la actividad inicial de las
transfectadas (vida media de la proteina de ~24 horas) (Xiao y cols., 1995).
Asi, un valor experimental de actividad residual del 58,5 % (RzCG20, ver
Figura 8) requiere como minimo que el 55 % de las células hayan sido
transfectadas. Si esta ribozima no es capaz de destruir totalmente el mMRNA de
la ALDH2 se requerira un porcentaje mayor al 55 % de transfeccion para
obtener este valor experimental (58,5 %) de actividad remanente. Por tanto la
estimacion del porcentaje de transfecciébn se puede basar en el efecto de
disminucién de actividad de la ALDH2, y no en la sefial de la eGFP. Es
reconocido que las células 293 son de facil transfeccion y, en nuestro
laboratorio usando el mismo vector quimico y el peGFP, se estiman
porcentajes de lipofeccion que varian entre 60 y 70 %, de manera que un 55 %
para las células H4-II-E-C3 es un valor razonable.

Hemos medido un 3% de células fluorescentes por citometria de flujo que
claramente no alcanzan el 55 % requerido, tal vez porque para detectar la
fluorescencia i) se necesita que el gen de la proteina fluorescente verde se
transcriba y se traduzca (a diferencia del gen de la ribozima que sélo debe
transcribirse para actuar) y ii) se necesitan 100 copias del plasmidio codificante
de la eGFP en una célula para poder detectarla al microscopio y 10 copias
para detectarla por citometria de flujo (Schindelhauer y Laner, 2002). Si el 3 %
de transfeccion fuese real, la actividad de la ALDH2 remanente a las 48 horas
postransfeccion deberia ser del 98,5 % para una ribozima 100 % eficiente. La

diferencia entre un 3 % vs 60 % de células fluorescentes al comparar células
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5.5

H4-E-II-C3 y 293 no tiene facil explicacion excepto que son tipos celulares
diferentes.

pCEP4, Integracion

Debido a que i) en células de hepatoma de rata la ribozima RzCG20 es
cataliticamente activa, aunque el porcentaje de transfeccion estimado es del
55%, y ii) que en células 293 con un alto porcentaje de transfecciodn la ribozima
de horquilla pierde su modo de accidon catalitico, se transfectaron y
seleccionaron células de hepatoma de rata con el plasmidio pCEP4 codificante
de la ribozima de horquilla. Este vector permite la seleccion de las células

transfectadas, ya que les brinda resistencia a la higromicina.

Ensayos en células de hepatoma de rata transfectadas y seleccionadas

La seleccion de las células que incorporaron el plasmidio pCEP4 tiene la
ventaja de que, si bien la secuencia codificante de la ribozima no
necesariamente se integra en el cromosoma de la célula huésped, se obtiene
una poblacion homogénea en la cual el 100 % de las células tiene incorporado
el plasmidio codificante de la ribozima de horquilla.

La disminucion de la actividad de la ALDH2 obtenida tanto con la ribozima
como con su control (81 % y 84 % respectivamente), no difieren
significativamente de la obtenida con el plasmidio sin inserto (89 %), indicando
gue es el plasmidio por si mismo el que esta generando algun efecto inhibitorio

desconocido sobre la actividad de la ALDH2.

El proceso de seleccion de las células tomo cerca de un mes, tiempo mas que
suficiente para que el plasmidio pCEP4 dé origen al antigeno EBNAl
(Sclimenti y Calos, 1998; Leblois y cols., 2000). Pensando en que si se diera
menos tiempo a las células para que se dividieran y se realizaran las
mediciones de actividad a las 48 horas postlipofeccion como en el resto de las
mediciones con células H4-lI-E-C3, no se requeriria de EBNAl y deberia
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eliminarse el efecto inhibitorio desconocido sobre la actividad de la ALDH2, por
lo que se procedi6 a ensayar esta posibilidad y se describe a continuacion.

Control de transfecciones transitorias sin seleccion

Las células de hepatoma de rata se lipofectaron usando las mismas
condiciones experimentales empleadas en la entrega de los derivados
plasmidiales del pAC-CMV y del pAAV-CMV. Asi, el cultivo celular esta
formado por una poblacion heterogénea: células portadoras y no portadoras

del vector.

El porcentaje de disminucién de la actividad de la ALDH2 en células
transfectadas con pCEP4, sin inserto, es considerablemente mayor (55 %) que
cuando son transfectadas con RzCG20 (37 %) y RzCG20c (30 %). Si sélo
comparamos el 55 % de disminucion causado por pCEP4 con respecto al
control con lipofectamina (100 % valor maximo de actividad de la ALDH2)
podemos sugerir que se repite el efecto del plasmidio sobre la actividad
enzimatica sin importar el tiempo de cultivo postransfeccién. Este efecto
negativo confirma el porcentaje teérico de transfeccion, ya que el 55% de
disminucién de la actividad de la ALDH2 causado por el pCEP4 coincide con el
calculo estimado como minimo de transfeccion, es decir, el plasmidio entra a
ese porcentaje de células y elimina su actividad enzimatica con una eficiencia

cercana al 100 %.

Al considerar los efectos de las construcciones que llevan genes de ribozimas
en relacion al efecto del pCEP4 se ve una menor disminucién de la actividad
de la ALDH2 cuando existe un transcrito diferente en el sitio de clonacion
multiple del pCEP4. Los tres plasmidios tienen tamafios muy similares y asi la
variacion de tamafio no justifica las diferencias en los resultados. Por lo tanto
gueda en evidencia que es el plasmidio en si, el pCEP4, el que genera algun
efecto negativo en las células. Esto se ve corroborado por el nivel de muerte

celular observado que es mucho mayor que en los ensayos anteriores.
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5.6

Efecto del promotor y secuencia rio arriba en la accion de la ribozima RzCG20
El plasmidio pCEP4 tiene el promotor del citomegalovirus que esta totalmente
secuenciado y corresponde al del gen E1 del CMV. La secuencia es idéntica a
la de las otras construcciones, pAAV-CMV y pAC-CMV, por tanto podemos
suponer que los niveles de transcripcion son equivalentes y no es la masa de
transcrito el motivo del efecto de disminucion generado en las células

transfectadas con el plasmidio pCEP4.

La ribozima de horquilla estd acompafiada, en el transcrito, por un segmento
rio arriba de 25 nt cuando su gen esta clonado en el plasmidio pCEP4. El
tamafio de este segmento es similar al que acomparia a la ribozima cuando
estd clonada en el plasmidio pAC-CMV, cuyos derivados otorgan la mayor

disminucién de la actividad de la ALDH2 en células de hepatoma de rata.

Segmento rio abajo de la ribozima de horquilla

La ribozima queda acompanada de un segmento rio abajo de =250 nt cuando
esta clonada en el plasmidio pCEP4. ElI pCEP4 codifica la sefial de
poliadenilaciéon del virus SV40 (SV40pA), al igual que en el plasmidio
pAC-CMV, siendo ésta una secuencia conocida. EI segmento rio abajo de la
ribozima puede incidir sobre su accidon biologica probablemente por las
razones antes mencionadas: i) las estructuras que puede formar, ii) el
reclutamiento de factores celulares, iii) la eficiencia del proceso de
poliadenilacion y iv) la destinacion. En este caso, los motivos por los cuales
vemos diferencias de actividad de la ALDH2 no estan relacionados con la
accion biolégica de la ribozima sino con una accién desconocida asociada al

plasmidio pCEP4 sin inserto.

Proyecciones
Resumiendo los resultados de este trabajo de tesis, la ribozima de horquilla
dirigida a los nucleoétidos 1553 a 1569 del mRNA de la ALDH2 de rata es un

buen candidato para experimentos in vivo enfocados hacia el desarrollo de un
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farmaco génico para el alcoholismo. Considerando que los resultados indican
que: i) la ribozima de horquilla es mas eficiente que la ribozima de martillo en
disminuir la actividad de la ALDHZ2, ii) la ribozima de horquilla en células
hepaticas de rata tiene dos modos de accién que se suman para disminuir la
actividad de la ALDH2 vy iii) la ribozima de horquilla mantiene su accion
inhabilitadora de la actividad de la ALDH2 en células humanas, es que se
proponen dos caminos para desarrollar las ribozimas como posibles farmacos
para el alcoholismo. Primero, probar la ribozima de horquilla RzCG20 (clonada
en el pAC-CMV) en animales, especificamente usando un adenovirus como
vector, y evaluar cambios en el consumo de etanol. Segundo, para mejorar
aun mas la eficiencia de la ribozima en su accion inhabilitadora, generar una
construccion que codifique dos ribozimas en tAindem (Kowalski y cols., 2005),
la primera dirigida a la zona entre los nucledtidos 1553 y 1569 del mRNA de la
ALDH2, y la segunda dirigida al espacio entre ambas ribozimas.

mRNA de la ALDH2

t ¢

Esquema de multirribozima con
multiblanco

Después de la transcripcion se
generard una ribozima de horquilla
que no tendr4 asociado un
segmento rio abajo.

Finalmente se puede concluir que la ribozima de horquilla dirigida a los
nucledtidos 1553 a 1571 del mRNA de la ALDH2 de rata, es un buen
candidato para experimentos in vivo enfocados hacia el desarrollo de un

farmaco génico para el alcoholismo.
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CONCLUSIONES

La ribozima de horquilla RzCG20, dirigida al mRNA de la deshidrogenasa
aldehidica mitocondrial de rata (posiciones 1553-1569), disminuye en 42 % la
actividad de la ALDH2 en células de hepatoma de rata en cultivo mediante
entrega enddgena en un plasmidio portador de un gen codificante de la
ribozima que posee el promotor del citomegalovirus y la sefial de
poliadenilacion del virus SV40; el efecto alcanza el 56 % al corregir por tiempo

de vida media de la enzima.

La ribozima de horquilla RzCG20 actia mediante bloqueo y ruptura del mRNA
de la ALDHZ2; estando clonada en el vector pAC-CMV, en un gen que posee la
sefial de poliadenilacion del virus SV40, el 44 % del efecto es adjudicable a
bloqueo, en cambio, estando clonada en el vector pAAV-CMV, cuya sefial de
poliadenilacion es la de la hormona del crecimiento humana, el 64 % del efecto

es adjudicable a bloqueo.

La ribozima de horquilla RzCG20 tiene mayor accién inhabilitadora sobre la
actividad de la ALDH2 que la ribozima de martillo RzGUC20 para el mismo
blanco del mRNA de la ALDH2 (posiciones 1551-1571) al ser ensayadas en
células de hepatoma de rata en cultivo mediante entrega enddgena en
plasmidios y estando ambas codificadas en genes que poseen el promotor del

citomegalovirus y la sefial de poliadenilacion del virus SV40.

Las ribozimas de martillo RzUUC9, RzGUC19 y RzGUC20, codificadas en
genes que poseen el promotor del citomegalovirus y la sefal de
poliadenilacion del virus SV40, entregadas a células H4-II-E-C3 mediante
plasmidios, disminuyen la actividad de la ALDH2 en alrededor del 25 %

exclusivamente por accién de bloqueo.
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La ribozima de horquilla RzCG20 actla solo por bloqueo en células 293 de
rifidn de embribn humano; disminuye en 66 % la actividad de la ALDH2 en

células 293 cotransfectadas con el gen de la ALDHZ2.

No se pudo evaluar la accién de la ribozima de horquilla RzCG20 clonada en
el plasmidio pCEP4 derivado del virus del Epstein Barr con propiedades de
permanencia y segregacion divisional, debido a efectos nocivos del vector per

se sobre la viabilidad de las células H4-1I-E-C3.

La ribozima de horquilla RzCG20 es un buen candidato para estudios

preclinicos en animales.
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