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(57) Rezumat: Compusul oligoribonucleotidic,
din prezenta inventie, cuprinde o regiune de
hibridizare cuprinzédnd unul sau mai multe
brate formate dintr-un unic fascicul de ARN si
avand o secventd complementara la cel putin
o parte a tintei ARN, respectivul brat sau
respectivele brate fiind asociate cu o zona
cataliticd capabilda s& scindeze respectiva
tintd, si acolo unde regiunea de hibridizare
cuprinde un singur brat de ARN, respectivul
brat contine cel putin 9 nucleotide, iar acolo
unde regiunea de hibridizare cuprinde doua
sau mai multe brate de ARN, totalul
nucleotidelor in respectivele brate este mai
mare de S nucleotide. Procedeul de obtinere

a produsului cuprinde etapele de: a) legare
intr-un vector de transfer cuprins in ADN,
ARBN sau o combinatie a acestora, a unei
secvente nucleotidice corespunzand com-
pusului respectiv; b} transcriptia secventei
nucleotidice din etapa (a) cu o ARN pali-
meraza; c) recuperarea compusului. Metoda
de inactivare cuprinde contactarea ARN tintd
din celuld cu compusul care este capabil s&
interactioneze, prin imperechere de baze, cu
secventa ARN tintd in astfel de conditii, incat
compusul interactioneazd stabil, prin Tmpe-
rechere de baze cu ARN tinta, iar ARN tinta
este scindat.
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Prezenta inventie se refera la un
compus oligoribonuclectidic care poseda
o Tnaltd activitate specificd ribonuclea-
zica, la un procedeu de preparare a
acestui compus, precum si la o metoda
de inactivare a ARN tinta intr-o celuld,
prin utilizarea acestui compus.

Este cunoscut un numar de mo-
lecule ARN existente Tn naturd, ca de
exemplu, virusul de avocadro patat
(ASBV]}, ARN-urile satelite din virusul cu
spoturi inelare a tutunului (STObRV) si
din virusul tranzitoriu striat al lucernei
(sLTSV), care suferd o scindare auto-
catalizata. Astfel de scindari apar ca o
parte esentiald si unica a duratei ciclului
acestor tipuri de ARN sau a altora.

Toate reactiile de scindare auto-
catalitice ale ARN-ului necesita prezenta
unor ioni de metale bivalente si un pH
neutru sau alcalin si aceste duc la
obtinerea de ARN cu grupari terminale
5-hidroxi si 2',3-fosfat ciclic (asa cum
este cunoscut din literatura de speciali-
tate). Reactiile sunt catalizate chiar de
ARN-uri, probabil ca rezultat al confor-
matiei care aduce grupari reactive in
imediata apropiere. Pozitile scindarii
auto-catalitice a ARN-urilor de prove-
nientd naturald sunt localizate in interio-
rul regiunilor celor mai bine conservate
ale structurii secundare a ARN-ului (de
asemnea cunoscut din literatura de spe-
cialitate).

Experimentele facute pe ARN-urile
satelite din virusul cu spoturi inelare ale
tutunului (sTobRV] au dus la desemnarea
unor noi endoribonucleaze (pe care le
vom denumi Tn cele ce urmeaza “ribo-
zime”}, acestea fiind enzime continute n
ARN, care catalizeazad scindarea catali-
ticd a moleculelor tintd de ARN.

Termenul de ribozime, asa cum
se specificd ca este utilizat in descriere,
se refera la moleculele cuprinzand in in-
tregime ARN-ul sau derivatii acestuia.

Ribozimele, din prezenta inventie,
sunt diferite de ARN endoribonucleaza
care se gaseste in mod normal in Tetra-
hymena Thermophila (cunoscuta ca VS,
sau L-19 IVS ARN) si care a fost des-
crisa pe larg de Thomas Cech si colabo-
ratori. Endoribonucleaza Cech are un oc-

10

15

20

25

30

35

40

45

50

2

tet de baze perechi intr-un situs activ
care hibridizeaza intr-o secventa de ARN
tintd, dupa care are loc scindarea tintei
ARN, cu o cerinta pentru guanozind sau
derivati de guanozina liberi. Fragmentele
rezultate din scindare contin grupari
terminale 5'-fosfat si 3-hidroxil. Numarul
limitat de nucleotide disponibile pentru
hibridizarea la un substrat ARN limiteaza
eficacitatea si eficienta endoribonucleazei
Cech ca si in general, oligonuclectidele
contindnd mai putin de doudsprezece
nucleotide care hibridizeaza in mica ma-
sura la secventele tintd. De asemenea,
reiese ca situsul activ a endoribonuclea-
zei Cech este necesar sa fie conservat
cu un numar de nucleotide pentru efi-
cienta activitatii endoribonucleazei. Acest
lucru restrénge numarul permutdrilor
secventelor de situs activ care pot fi
indreptate spre efectuarea hibridizarii la
secventele tinta, astfel restrangand seria
secventelor de ARN tintd scindabile de
catre endoribonucleaza Cech. Endaribo-
nucleaza Cech maodificd, de asemenea
ARN-ul, prin adaugarea unei guanozin
nuclectide libere la pozitia finala &' a
ARN-ului scindat.

Compusul oligoribonucleotidic din
prezenta inventie are formula generala |
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in care: fiecare X reprezinta a ribonucle-
otida care poate fi aceeasi sau diferita;
in care fiecare (X), si (X}, reprezinta o
oligoribonucleotida (a) apta de hibridizare
cu o secventd de scindare ARNLtiInta si
(b) definita printr-o secventa predetermi-
nata, care nu se leaga covalent in mod fi-
resc la secventele A-A-A-G-C si, respec-
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tiv, X-C-U-G-A-, o astfel de secventda ARN
tintd nefiind prezenta in compus; in care
fiecare dintre n si n’reprezintd un numar
intreg care defineste numarul de ribonu-
cleotide in oligonucleotida cu conditia ca
suma r+n’ sa fie suficientd pentru a per-
mite compusului s& interactioneze stabll
cu secventa de ARN tintad prin impere-
cherea de baze; in care fiecare * repre-
zintd Tmperecherea de baze dintre ribo-
nucleotidele localizate de fiecare parte a
acestuia; in fiecare linie continua repre-
zintd o legatura chimica ce realizeaza le-
gaturi covalente intre ribonucleatidele lo-
calizate pe oricare parte a acestuia; in
care a reprezintd un numar intreg ce de-
fineste un numar de ribonuclectidele cu
conditia cé a poate fi O sau 1 si daca
este O, atunci A in pozitia 5' fatd de (X],
este legat de G In pozitia 3' fatd de (X),;
in care fiecare dintre m si m’ reprezinta
un numar intreg care este mai mare sau
egal cu 1; 1in care fiecare dintre linile
punctate reprezintd independent, fie o
legdtura chimica realizand legaturi cova-
lente intre ribonuclectidele dispuse de
fiecare parte a acestuia, fie lipsa unei
astfel de legaturi chimice; si in care (X],
reprezintd o oligoribonucleotida ,care
poate fi prezenta sau absentd, cu condi-
tia ca b reprezintd un numar intreg mai
mare sau egal cu 2 daca (X), este pre-
zent.

Compusul oligoribonucleotidic din
prezenta inventie poate avea si formula
generala Ii:

3 (0,5 CA X— Xy °

\ \
A C

| \
A U
| \e\
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c " G \l
{ 1 X
x X
xoox
Xy * OO
X 'X
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in care: fiecare X reprezinta o ribonu-
cleotidd care poate fi aceeasi sau dife-
ritd; in care fiecare (X}, si (X}, ., repre
zintd o oligoribonucleotida (a) apta de hi-
bridizare cu o secventa de scindare ARN
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tinta si (b) definita printr-o secventa pre-
determinatd, care secventd nu poate
forma firesc o legatura covalenta la sec-
ventele C-A-A-A-GC si, respectiv, X-C-U-
G-A-, o astfel de secventa ARN tinta ne-
find prezenta in compus; in care fiecare
dintre n si n’reprezintd un numar intreg
care defineste numarul de ribonuclectide
in oligonucleotidd cu conditia ca suma
n+n’ sa fie suficienta pentru a permite
compusului sa interactioneze stabil cu
secventa de ARN tintd prin impereche-
rea de baze; in care fiecare * reprezinta
imperecherea de baze dintre ribonucleo-
tidele localizate de fiecare parte a aces-
tuia; in care fiecare linie continua repre-
zinta o legatura chimica ce realizeaza le-
gaturi covalente ntre ribonucleatidele lo-
calizate pe oricare parte a acestuia; in
care areprezintd un numar intreg ce de-
fineste un numar de ribonucleotidele cu
conditia ca a poate fi O sau 1 si daca
este O, atunci A in pozitia ' fata de (X),
este legat de G in pozitia 3' fata de (X),;
in care fiecare dintre m si m’reprezinta
un numar intreg care este mai mare sau
egal cu 1; in care fiecare dintre liniile
punctate reprezintd independent, fie o
legatura chimica, care realizeaza legatur
covalente Tntre ribonucleotidele dispuse
de oricare parte a acestuia, fie lipsa unei
astfel de legaturi chimice; si in care (X),
reprezintd o oligoribonucleotida, care
poate fi prezenta sau absentd, cu con-
ditia ¢a, b reprezintd un numar intreg
mai mare sau egal cu 2 daca (X], este
prezent.

De asemenea, compusul aligoribo-
nucleotidic din prezenta inventie poate
avea si formula generala Ili:
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in care: fiecare X reprezintd o ribonu-
cleotida care poate fi aceeasi sau dife-
ritd; in care fiecare (X),, si (X), ,repre-
zinta o oligoribonucleotida (a) apta de hi-
bridizare cu o secventd de scindare ARN
tintd si (b) definita printr-o secventa pre-
determinatd care secventd nu poate
forma, in mod firesc, o legatura cova-
lentd la secventele C-A-A-A-GC si, res-
pectiv, X-C-U-g-A-, o astfel de secventa
tintd ARN nefiind prezenta in compus; n
care fiecare dintre n si n’ reprezinta un
numar intreg, care defineste numarul de
ribonucleotide in oligonucleotida cu con-
ditia ca suma n+n’ s3 fie suficienta pen-
tru a permite compusului sd interactio-
neze stabil cu secventa de ARN tinta
prin imperecherea de baze; in care fie-
care * reprezinta imperecherea de baze
dintre ribonuclectidele localizate de fie-
care parte a acestuia; in fiecare linie
continud reprezintd o legatura chimica
ce realizeaza legaturi covalente intre ri-
bonucleatidele localizate pe oricare parte
a acestuia; n care fiecare dintre msi m
reprezintd un numar intreg, care este
mai mare sau egal cu 1; in care fiecare
dintre liniile punctate reprezinta indepen-
dent, fie o legatura chimica realizand le-
gaturi covalente intre ribonuclectidele
dispuse de fiecare parte a acestuia, fie
lipsa unei astfel de legaturi chimice; si in
care (X], reprezinta o oligoribonuclectida,
care poate fi prezentd sau absentd, cu
conditia ca b reprezintd un numar intreg
,mai mare sau egal cu 2, daca (X), este
prezent.

Suma n+n’ este mai mare sau
egala cu 14 si fiecare n si n’ este mai
mare decat 6. Secventa tinta ARN de
scindare este o secventa virala.

Procedeul de obtinere a compusu-
lui oligoribonucleactidic, conform inventiei,
cuprinde urmatoarele etape: a) legare
intr-un vector de transfer cuprins in
ADN, ARN sau o combinatie a acestora,
a unei secvente nucleatidice corespun-
zand compusului respectiv; b) transcrip-
tia secventei nuclectidice din etapa (a) cu
o ARN polimeraza; si c) recuperarea
compusului.

Metoda de inactivare a ARN tinta
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intr-o celuld, Tn conformitate cu prezenta
inventie, cuprinde contactarea ARN tint3
din celuld cu compusul prezentat mai
sus, compusul fiind capabil sa interactio-
neze prin imperechere de baze cu sec-
venta ARN tinta in astfel de conditii incat
compusul interactioneaza stabil prin
imperechere de baze cu ARN tinta este
scindat.

ARN tintd este o transcriptie a
unei gene care este endogena fatd de
celuld sau este exogena fata de celula.
Celula este procariotd sau eucariotad si
este o celula vegetald sau animala. Ce-
lula vegetald este o componenta a unei
plante si compusul este format in inte-
riorul celulei sau in exteriorul celulei.

Prin contrast, ribozimele din pre-
zenta inventie hibridizeaza eficient intr-o
mare varietate de secvente ARN tinta, si
nu modifica tinta ARN scindata.

Ribozimele din prezenta inventie
contin o portiune de hibridizare care este
complementara cu secventa nucleoti-
dica, cu cel putin o portiune din tinta
ARN si 0 zona catalitica, care este adap-
tatd pentru a scinda tinta ARN. Zona de
hibridizare contine 9 sau mai multe nu-
cleotide.

De preferinta, ribozimele din pre-
zenta inventie au o regiune de hibridizare
cuprinzédnd unul sau mai multe brate
formate dintr-un unic fascicol de ARN si
avand o secventd complementara la cel
putin o parte a tintei ARN, respectivul
brat sau respectivele brate fiind asociate
CuU 0 zona catalitica capabila sa scindeze
respectiva tintd, si-acolo unde regiunea
de hibridizare cuprinde un singur brat de
ARN, respectivul brat contine cel putin 9
nuclectide, iar acolo unde regiunea de
hibridizare cuprinde doua sau mai multe
brate de ARN, totalul nucleotidelor in
respectivele brate este mai mare de 3
nuclectide.

Ribozimele, din prezenta inventie,
pot fi preparate prin metode bine cunos-
cute in tehnica sintezei moleculelor ARN.
In particular, ribozimele din aceasta in-
ventie pot fi preparate dintr-o secventa
corespunzatoare de ARN (ADN care prin
transcriere duce la obtinerea unei ribo-
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zime, si care poate fi sintetizata, con-
form metodelor bine cunoscute, in teh-
nica sintezei ADN] legat chimic de ARN
polimeraza, ca de exemplu, un promotor
pentru T7 ARN polimeraza sau SP6 ARN
polimeraza. O secventd ADN, corespun-
zand unei ribozime, din prezenta inventie,
poate fi ligata dintr-un vector de transfer
ADN, ca ADN plasmide sau ADN bacte-
riofag. Acolo unde vectorul de transfer
contine un promotor ARN polimeraza le-
gat la ADN-ul corespunzator unei ribo-
zime, ribozima poate fi obtinuta, in mod
convenabil, prin incubare cu o ARN paoli-
meraza. Ribozimele pot fi prin urmare
obtinute, in vitro, prin incubarea ARN
polimerazei cu un promaotor ARN poli-
meraza legat la ADN-ul corespunzator
unei ribozime, in prezenta de ribonucleo-
tide. In vivo, celulele procariotice sau
eucariotice (incluzand celulele mamifere
si celulele de plante) pot fi transfectate
cu un vector de transfer adecvat conti-
nand material genetic corespunzand unei
ribozime in concordanta cu prezenta in-
ventie, legat la un promotor ARN poli-
meraza astfel ca, ribozima este tran-
scrisd in celula gazda. Vectorii de
transfer pot fi: plasmide bacteriale sau
ARN sau ADN viral. Secventele nucleo-
tidice corespunzénd ribozimelor sunt, in
general, plasate sub controlul unor
promotori puternici ca, de exemplu,
impur, SV40 intarziat, SV40 timpuriu,
metalotionind, sau promotor A. Ribozi-
mele pot fi direct transcrise in vivo, de la
un vector de transfer, sau la alegere pot
fi transcrise ca parte a unei molecule
ARN mai mari. De exemplu, ADN cores-
punzand secventei de ribozima poate fi
legatd la capatul 3' al unei gene purta-
toare cum ar fi, de exemplu, dupa o
translatie stop-signal si moleculele ARN
mai mari pot ajuta la stabilizarea molecu-
lelor de ribozima impoatriva digestiei de
nucleaza in interiorul celulelor. La tran-
slatie, gene purtdtoare pot face s&a
creasca 0 proteind a carei prezenta
poate fi direct analizatd, de exemplu,
prin reactia enzimatica. Gena purtdtoare
poate, de exemplu, cadifica o enzima.
Suplimentar, inventia prevede un
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vector de transfer ADN, care contine o
secventd ADN corespunzand unei ribo-
zime legate de un promotor pentru a
preveni transcrierea ribozimei.

Intr-0 metoda preferentiala, pen-
tru a produce o ribozima, doua oligonu-
clectide sintetice ale secventei comple-
mentare sunt preparate prin procedee
standard (care sunt cunoscute din litera-
tura de specialitate), si hibridizeaza im-
preuna. Una dintre oligonucleotide codi-
ficd o ribozima dorita. Respectivele ca-
pete ale oligonuclectidelor hibridizate co-
respund la diferite situsuri restrictive
enzimatice, fie EcoR1, la un cap, si
Pst1, la celalalt capat. Dupa scindare cu
enzimele restrictive potrivite (EcoR1 si
Pst1 in exemplul de mai sus), fragmentul
ADN dublu catenar poate fi clonat intr-un
vector de transfer. Acolo unde vectorul
plasmidic contine un promotor ARN
polimeraza, provenit din secventa ADN
corespunzand unei ribozime din prezenta
inventie, ARN-ul transcris corespunzand
unei ribozime poate fi convenabil fie in
vitro, fie in vivo. Acolo unde ribozima
contine doua jumatati retinute impreuna
de imperecherea bazelor nuclectidelor
complementare, fiecare jumatate a ribo-
zimei poate fi abtinutd, conform metode-
lor de mai sus, si jumatatile incubate Tm-
preuna formeaza ribozima.

Ribozimele preferate ale prezentei
inventii scindeaza tinta ARN, care con-
tine secventa X°UY unde X° este orice ri-
bonucleotida, U este uracil si Y este ade-
nina, citozind sau uracil. X°U formeaza o
parte dintr-o pereche baza a zonei de
flancare, iar Y nu este imperecheat cu
baza. De preferinta, dar in nici un caz
exclusiv, X° este guanidina si X°UY este
GUC sau GUA. Orice molecula ARN con-
tindnd aceste secvente poate fi scindata
cu ribozimele din prezenta inventie. O
data secventa unui ARN transcris conti-
nand secventa X°UY fiind determinata,
bratele secventei de ribozima pot fi
sintetizate, astfel, incat sa-i fie comple-
mentare, si astfel sa-i produca hibridiza-
rea, ARN-ul din secventa tinta flancand
secventa X°UY. La hibridizarea bratelor
ribozimei, cu secventa de ARN tinta flan-
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cand X°UY, regiunea catalitica a ribozi-
mei scindeaza ARN-ul tinta in interiorul
secventei X°UY. Scindarea ARN-ului este
facilitata in prezentd de magneziu sau alt
cation bivalent, la pH aproximativ 8,0.

In felul acesta, ribozimele prefe-
rentiale ale prezentei inventii pot fi pro-
lectate pentru a scinda orice ARN a
cdrui secventd este cunoscutd. Inalta
frecventd a reziduurilor scindate de ribo-
zime in ARN (1:64 pentru GUC intr-un
ARN ,cu coincidenta si frecventa egald a
distributiei de baza) inseamna ca un nu-
mar potential de situsuri pentru scindari
cu ribozime poate fi prezis cu siguranta
in orice ARN tintd dat.

Potrivit unui alt aspect al prezen-
tei inventii este asiguratd o metoda pen-
tru inactivarea unei secvente de ARN
tintd care include reactia respectivei
tinte ABN cu o ribozima din prezenta in-
ventie.

In vivo, adica in interiorul unei ce-
lule sau a unor celule ale unui organism,
un vector de transfer, cum ar fi o plas-
mida& vectoriald sau un ARN viral, codifi-
cand unul sau mai multe ribozime, poate
fi transferat in celule de exemplu (feno-
men care este cunascut din literatura de
specialitate). Odata aflat in interiorul ce-
lulei, vectorul de transfer poate replica,
si sa fie transcris de polimerazele celu-
lare pentru a produce ARN-uri ribozimice
care apoi, inactiveaza un ARN tinta dorit.

La alegere, un vector de transfer
contindnd, una sau mai multe secvente
de ribozima, poate fi transferat in celule
sau introdus in celule prin intermediul
micromanipuldrii tehnice, cum ar fi, mi-
croinjectia, astfel ca vectorul de transfer
sau 0 parte a acestuia sa se integreze in
genomul celulei gazda. Transcrierea ma-
terialului genetic integrat duce la aparitia
ribozimelor, care actioneaza inactivand o
anumita tintd ARN.

Ribozimerle din prezenta inventie
au aplicatii terapeutice si biologice ex-
tinse. De exemplu, virusurile cauzand bo-
lile la om si animale pot fi inactivate prin
administrarea la un subiect infectat cu
un virus, a unei ribozime, conform pre-
zentei inventii, adaptat sa hibridizeze si
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sa scindeze ARN-ul transcris al unui vi-
rus. Astfel de ribozime pot fi hibridizate
prin administrarea parenterald sau alte
mijloace de administrare. Unui subiect in-
fectat cu un virus cauzand boald, i se
poate adminsitra, la alegere, un virus
non-virulent ca vaccinul sau un adenovi-
rus, care a fost preparat, astfel, incat sa
contind ADN corespunzator la o ribozima
legata de un promotor ARN, astfel, incat
ribozima este transcrisa in celulele ani-
malului gazda, transfectatd cu virusul
preparat, pentru a efectua scindarea
si/sau inactivarea ARN-ului tintd tran-
scris al virusului cauzand boala. Ribozi-
mele din prezenta inventie au aplicatie, n
particular, la bolile virale cauzate de
exemplu, de virusul Herpes simplex
(HSV} sau virusul SIDA (HIV).

Ribozimele prezentei inventii au,
de asemenea ,0 importantd deoasebit3
la inactivarea ARN-ului transcris n bac-
terii si alte celule procarictice, plante si
animale. n bacterii, ARN-ul transcris de
exemplu, bacteriofagul, care cauzeaza
moartea celulelor bacteriale, poate fi in-
cativat prin transfectarea unei celule cu
un vector de transfer al ADN, care este
capabil sa produca o ribozima, conform
prezentei inventii, si care inactiveaza
ADN-fagul. In altd variants, ribozima in-
sasi poate fi adaugata si absorbita de ce-
lula bacteriald pentru a efectua scinda-
rea ARN-ofagului.

ARN-ul transcris in plante poate fi
Inactivat utilizand ribozime codificate de
catre un vector ca Ti plasmida din
Agrobacterium tumefaciens. Cand astfel
de vectori sunt transfectati, intr-o celula
de planta, ribozimele sunt produse sub
actiunea ARN polimerazei si poate duce
la scindarea unei secvente ARN tinta
specifice. Asemanator virusurile de
plante ale caror secvente ARN sunt cu-
noscute, sau ARN-ul transcris al genelor
de plante, pot fi inactivate utilizadnd ribo-
zime.

Genele endogene transcrise in
plante, animale sau alte tipuri de celule
pot fi inactivate folosind ribozimele din
prezenta inventie. Asemanator, fenotipu-
rile nedorite sau caracteristice pot fi mo-
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dulate. Poate fi posibil, de exemplu, utili-
zand ribozimele din prezenta inventie sa
se indeparteze samburii din fructe sau
se pot trata bolile ereditare umane cau-
zate de productia unei proteine perni-
cioase, sau supraproductia unei proteine
particulare.

Se dau, in continuare, 5 exemple
de realizare a inventiei, in legdtura cu fig.
1...17, care reprezinta:

-Fig. 1, prezintd situsurile auto-
scindabile ale ARN-ului de tip salbatic si
ale ARBN-urilor de mutatie si o repre-
zentare a unui profil electroforetic a pro-
duselor de scindare auto-catalitica a
ARN-ului:

(a). Cuprinde structurile conser-
vate asociate cu situsurile de scindare
ale ABN natural in ASBV, ADN satelit
transcris din triton si ARN-uri satelite ale
sTobRV, LTSV, virusul pestrit de Sola-
num nodiflorum, virusul pestrit de tutun
si virusul pestrit de trifoi subteran. Sunt
reprezentate secventele nuclectidice
care sunt conservate intre aceste struc-
turi, pe cand, altele sunt reprezentate cu
X. Imperecherea pe baze este repre-
zentatd prin “*” si situsul pentru scinda-
rea ARN este indicat cu sageata.

(b). Reprezintad secventele de nu-
clecotide conservate asociate cu scin-
darea catenei (+) a sTobRV ARN. Situsul
de scindare este indicat cu sageata.

(c). Este prezentat un mutant in
vitro al sTebRV contindnd o insertie de
opt nuclectide (reprezentatd incercuit)
impreuna cu o duplicatie pe flanc de trei
nucleotide (UGU cu resturi de la 7 si 9).

(d). Fragmente sub-clonate de
Haelll de tip salbatic sTobRV si mutantul
D-51 in vitro au fost fiecare transcrise in
ambele orientari (+) si (-} si fractionate
prin transcriere radiomarcata si electro-
foreza pe gel de poliacrilamida. Pozitile
bazelor 159 si 170 nescindate tran-
scrise din secventele de tip salbatic (WT)
si de mutant (D-51) sunt indicate cu sa-
geata si se evidentiaza cantitatile de pro-
duse scindate.

-Fig. 2, reprezinta secventa de nu-
cleotida a unei ribozime si produsele de
scindare ale ribozimei separate prin
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electroforeza pe gel:

(a). Nucleotidele inserate In mu-
tantul D-51 (fig. 1c) contin un situs al en-
donucleazei de restrictie BamHI|. BamHI
a fost utilizat pentru a scinda ADN-ul mu-
tant si cele doud secvente au fost sub-
clonate si transcrise separat in vitro,
ARN-ul transcris este reprezentat sche-
matic cu bazele potential imperechiabile
intre ARN-urile indicate, cu “*". Frag-
mentul contindnd situsul pentru scindare
aratat cu sageata este desemnat ,ca S-
ARN, fragmente continand ribozima este
desemnata, ca Rz-ARN.

(b). (**P)-Rz-ARN (101 baze) a
fost incubat singur (coloana 1), si cu 5
ARN nemarcat (coloana 2). (**P)-S-ARN
a fost incubat singur (coloana 3), si cu
Rz-ARN-uri nemarcate sau marcate, cu
32p (coloanele 4 si, respectiv, 5).

-Fig. 3 , reprezinta schematic un
model de ribozima, conform unuia dintre
obiectele prezentei inventii. Zona A re-
prezintd secventa de scindare din in-
teriorul ARN tintd. Zona B reprezinta
zona catalitica, iar zona C reprezinta bra-
tele ribozimei.

-Fig. 4, prezinta schema ribozime-
lor atintite impotriva genei transcrise
CAT ({cloramfenicol acetil transferaza).
Ribozimele, denumite RzCAT-1,2 si 3, au
fost atintite catre trei situsuri ale genei
CAT, dintr-o baza 835 transcrisd in
vitro. Localizérile relative ale situsurilor
de scindare pe transcris sunt repre-
zentate schematic cu bazele numerotate
de pe flancuri (a). Cele trei secvente de
ribozime sunt reprezentate (de la (b] la
(d)) cu secventele lor tintd. Secventele de
aminoacid ale genei CAT sunt numero-
tate si situsurile prezise pentru scinda-
rea ARN sunt indicate cu sageata.
RzCAT-1 si 3 contin 24 de secvente de
baze derivate din catena (+) a sTobRV
(regiunea B, fig. 3), pe cand RzCAT-2
contine o singurd schimbare U-A in
aceasta zona.

-Fig. 5, prezinta rezultatul scinda-
rii CAT ARN cu ribozime RzCAT-1 la 3.

(a). ARN-urile [*®P]}-CAT au fost
fractionate pe gel dupa incubare, numai
() sau cu una dintre cele trei ribozime,
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RzCAT-1 la 3 (coloanele 1, 2 si respectiv
3). Localizarea intregului transcris este
indicat cu sageat3.

(b). Analiza bazei terminale 5'.
Fragmentele 3' produse prin scindarea
cu ribozima a CAT mARN au fost [5-32P}-
kinazate, purificate pe gel, supuse la di-
gestie completa de nucleaza, iar reziduu-
rile terminale eliberate au fost fractio-
nate prin electroforeza pe gel de polia-
crilamida, la pH=3,5. Nuclectidele termi-
nale 5', determinate prin referire la mar-
keri (coloana M}, unde A, U si G sunt din
fragmentele produse de RzCAT, de la 1
la 3 {coloanele 1, 2 si, respectiv, 3).

-Fig. 6, este reprezentata curba
activitatii catalitice a ribozimei RzCAT-1
asupra CAT ARN. Cantitatile de produse
de scindare ale nuclectidei 1339 au fost
stabilite cantitativ si reprezentate grafic.
Reprezentarea suplimentara aratd acu-
mularea de fragment de bazd 139 in
timp, dupa electroforeza pe gel de poli-
acrilamida.

-Fig. 7, prezinta viteza relativa de
scindare a CAT ARN in diferite conditii
de temperatura. Substratul ARN este re-
prezentat prin linie continud. In fiecare
caz, produsul de scindare este repre-
zentat printr-o linie punctata.

-Fig. 8, reprezinta trei ribozime
(corespund pentru RzCAT-2) avand brate
sau secvente de flanc de diferite marimi.

-Fig. 8, prezinta schema de obti-
nere a unei ribozime cuprinzand ARN an-
tisens catalitic, continand in fiecare do-
meniu de scindare RzCAT, de la 1 la 3.

-Fig. 10, arata hibridizarea ribozi-
melor la secvente tinta contindnd motive
GUA (10a) si GUU (10b) in CAT mARN.

-Fig. 11, aratd situsurile pentru
scindarea autocataliticd a ARN-ului din
virusul Citrus exocortis (CEV) ARN si
complementul acestuia.

-Fig. 12, este reprezentata ribo-
zima RzCEV25x (+) hibridizata la tinta
CEV ARN(a), si o imagine a electrofore-
zei pe gel a (+]JCEV ARN si (-JCEV ARN
complementar, incubat cu RzCEV25x(+)
(b, coloanele 1 si, respectiv, 2. Produsul
de scindare este indicat cu sageata).

-Fig. 13, prezinta ribozima RzCAT-
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2 hibridizand la secventa sa tinta (a) si ri-
bozima RzSCMoV (b). Domeniul catalitic
al fiecarei ribozime este incercuit. Sunt
marcate si diferentele intre zonele cata-
litice ale RzZSCMoV,comparativ cu RzCAT-2.

-Fig. 14, prezinta ribozima RzCEV-
2 hibridizdnd la 0 secventd tintad din
ARN-ul virusului Citrus exocortis {CEV).
Situsul de scindare corespunde nucleo-
tidei-336 in secventa CEV ARN. Altera-
rea la secventa nucleotidicd in domeniul
catalitic al sTobRV este incercuita (a).
Fig. 14(b) prezinta o imagine electrofore-
tica a unui ARN de control (catena (-] a
CEV} ARN, coloana 7 si catena (+) a CEV
ARN coloana 8, dupad incubare cu
RzCEV2.

-Fig. 15, prezinta ribozima RzCAT-
2 (a) comparata cu ribozima RzCAT-2B
(b). Domeniile catalitice sunt incercuite.
Schimbarile in domeniul catalitic al
RzCAT-2B comparativ cu RzCAT-2 sunt,
de asemenea, Incercuite.

-Fig. 16, reprezintd o schema a
plasmidei pd35SN.

-Fig. 17, este o prezentare gra-
fica a unei medii a patru experimente
asupra inhibitiei expresiei CAT la plante
(protoplaste de tutun).

In exemplele de realizare care ur-
meaza, reactiile si manipularile implicand
ADN,ca ligari, reducerea digestiei enzi-
mei, transformari bacteriale, secventie-
rea ADN, etc, au fost conduse dupa
tehnici standard, ca cele descrise in
literatura de specilaitate (de exemplu, de
Maniatis si al.}. Manipularile de ARN au
fost, de asemenea, conduse conform
tehnicilor standard ca cele descrise de
Uhlenbeck.

Exemplul 1. Scindarea auto-cata-
liticd a sTobRV ARN de mutatie

Un consens al domeniilor asociate
cu scindarea situsurilor ARN-ului produs
natural in ASBV, ADN datelit de triton
transcris, si  ARN-urile satelite ale
sTabRV, LTSV, virusul pestrit al tabacului
catifelat (VMaV) virusul pestrit din
Solanum nodiflorum (SNMV) si virusul
pestrit de trifoi subteran (SCMaV) este
asa cum este reprezentat in fig. 1a.
Sunt prezentate secventele de nucleo-
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tide, care sunt conservate intre aceste
structuri, pe cand secventele non-con-
servate sunt reprezentate cu X. Un U
suplimentar este pozitionat dupa reziduul
A in catena LTSV(+).

Domeniul asociat cu scindarea
auto-catalizatd a catenei (+) a sTobRV a
fost studiat pentru a evidentia activitatea
enzimaticd a substratului In acest do-
meniu. Mai intai, sTobRV cADN-urile clo-
nate au fost supuse mutagenezei utili-
zand o oligonucleotida linker de redac-
tare a insertiei (BamH1).

Construirea unui vector pentru
exprimarea sTobRV in vitro

Un fragment 160 Taq 1-Spe 1 de
sTobRV cADN a fost izolat din pSP653
(dup@ metodele cunoscute din literatura
de specialitate) si ligat la restul Acc 1-
Spe 1,pGEM 4 tratat cu fosfataza pentru
a reforma situsul Acc 1. Un clon rezultat
a fost linearizat cu Acc 1 tratat cu fos-
fataza si un fragment 359 bp Taq 1, din
sTobRV cADN a fost linearizat. Clonele
rezultate au fost protejate de prezenta
unei secvente 520 bp sTobRV cADN
permutatd circular, contindnd reziduuri
terminale excesive, de la 277 la 81
(pTTS). Secventa sTobRV este flancata
de promatori pentru T7 si SP6 ARN poli-
meraze, si transcrierea, da o crestere
de ARN de orientare (+) sau (-) care con-
tine doud situsuri pentru autoscindare.

Mutageneza in vitro

Plasmida pTTS (50 pg) a fost li-
nearizata cu BamH1, tratata cu nucleaza
S1 si religatd pentru a indeparta un unic
situs BamH1. Compusul rezultat, pTTS-
B, a fost tratat cu 2 x 10% unitati de
DNaza 1, in 20 mM Tris-HCI, pH= 7 si
0,15 mM MgCl,, pe o perioada de 10
min si la temperatura, de 37°C. ADN-
urile lineare rezultate au fost orientate
si/sau blocate la capat, utilizand T, ADN
polimeraza si au fost purificate prin
electroforeza cu gel 0,7% de LGT aga-
roza si extractie. Secventele de linker
kinazd BamH1 (CGGATCCG) au fost
ligate, pentru a lineariza plasmida, peste
noapte la temperatura camerei, n pre-
zentd de polietilenglicol 5%. Apot, reac-
tille au fost asimilate de BamH1, si ADN-
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urile plasmidice lineare au fost repu-
rificate prin electroforeza pe gel 0,7% de
LGT agaroza (acest lucru s-a gasit ca
este necesar pentru a indeparta ultimele
urme de plasmida circulara impreuna cu
linkerii nelegati). Plasmidele au fost recir-
culate utilizand T, ADN ligazd si trans-
formate in E.coli DH-1. Colonii (mai mari
de 1000) au fost razuite de pe placile de
agar, crescute n cultura lichida pana la
saturare si s-au preparat populatii mixte
de ADN-uri plasmidice. Amestecul de
insertii sTobRV cADN a fost excizat prin
restrictia enzimei de asimilare la EcoR1
flancator si la situsurile Pst1, purificat
prin electroforeza pe gel 1% de LGT
agaroza si sub-clonat la capatul EcoR1-
Pst1,pGEM-4 tratat cu fosfat. Rezultan-
tele au fost din nou comasate, crescute
in cultura lichida si s-a preparat ADN
plasmidic. ADN-urile plasmidice au fost
tratate cu BamH1, pentru a scinda nu-
mai acele plasmide continand o secventa
linker BamH1 si formele liniare au fost
din nou purificate prin electroforeza in
doud randuri pe gel 0,7% de AGT
agaroza, recirculare cu T,ADN ligaza si
transformare in E.coli DH-1. Transfor-
mantii individuali au fost protejati pentru
pozitia aproximativa a linkerului BamH1
inserat 1n secventa sTobRV, prin restric-
tia enzimei de asimilare, sub-clonati la
M13 mp19 si secventiati prin tehnica
lantului terminal dideoxinucleotidic.

A rezultat o multitudine de mu-
tanti sTobRV si analiza secventei de nu-
cleotide a aratat ca fiecare mutant a
continut o secventa linker [CGGATCCG)
de BamH1 inserata impreund cu dupli-
carea flancurilor sau eliminarea secven-
telor sTobRV. Mutantii au fost transcrisi
in vitro si ARN-urile au fost testate in pri-
vinta capacitatii de a suferi scindarea.
Din acest experiment a fost identificata
o secventa 52-nuclectida contindnd, atat
portiuni de substrat, cat si de scindare a
sTobRV ARN. Aceasta secventa 52-
nucleotida, reprezentata in fig. 1b, a
continut domeniul de secventa con-
servata cerut pentru auto-scindarea altor
ARN-uri (fig. 1a). Un mutant, desemnat
D-51, a continut o secventa opt-nucleoti-
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dica de linker BamH1 inserat3 intre trei
nucleotide sTobRV duplicate numerotate
de la 7 la 8. Acest mutant a suferit scin-
dare auto-cataliticad a ARN-ului.

Perechile de baze 97 si 108 din
fragmentele Haelll continand secventa de
scindare 52-nucleotida de tipul salbatic
st ARN-urile D-51 (asa cum sunt prezen-
tate in fig. 1b si 1c) au fost excizate din
clonele plasmidice secventiate. Fragmen-
tele au fost ligate la situsul Smal al
pGEM4 si protejate pentru a obtine
ambele orientari ale insertiei. Plasmidele
au fost linearizate utilizand EcoR1 si ca-
tena (+) si (-) a ARN-urilor cu bucati de
baze 158 si 170 au fost transcrise utili-
zand 200 unitati/ml de T7 ARN polime-
raza la pH=7,5, in 50 mM Tris-HCI, 10
mM NaCl, 6 mM MgCl,, 2mM spermi-
ding, 1000 unitati/ml RNazini, 500 pM
ATP, CTP si GTP cu 200 pM («**P)UTP.
ARN-urile au fost fractionate prin electro-
forezd pe poliacrilamidd 10%, uree 7
molar, gel de formamida 25% si autora-
diografiata.

Asa cum s-a prezentat in fig. 1d,
nu s-a observat scindarea catenei (-] a
ARN transcris. Acest lucru era de astep-
tat intrucat catena (-) nu contine un situs
de scindare auto-catalitica. La catenele
(+) atat ale tipului salbatic cat si ale
secventelor D-51, a avut loc scindarea,
iar scindarea D-51 ARN-ului fiind intru-
cétva mai putin eficientd decat cea a ti-
pului salbatic (fig. 1d). Acest experiment
indicd ca regiunea cu o bucld unicate-
nara, pe partea dreaptd a secventei 52-
nucleotidice, la scindarea auto-cataliticd
a ARN-ului, nu este esentiala.

Separarea activitatilor enzimatice
si de substrat

Utilizdnd situsul endonucleazei
BamH1 de restrictie inserat in D-51, au
fost obtinute fragmente de flanc Haelll-
BamH1 si BamH1-Haelll si fiecare a fost
sub-clonat intr-o palsmida de E.coli con-
venabild pentru transcrierea in vitro.
Acest lucru a condus la eliminarea buclei
unicatenare mutate din domeniul de
auto-scindare, scindand regiunea in doud
segmente de ARN (fig. 2a). Fragmentul
mai mic HaelllBamH1 continea nucleo-
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tide de la 321 la 9, incluzand actualul si-
tus de scindare si a fost denumit frag-
mentul S. Fragmentul BamH1-Haelll con-
tindnd nuclectide de la 7 la 48 din
sTobRV a fost denumit ribozima sau
fragment Rz. Plasmidele £.coli folosite
pentru transcrierea in vivo au fost
pGEM4 si pGEM3 (asa cum este cunos-
cut din literatura de specialitate). Aceste
plasmide de expresie contin:

(a). o origine a replicarii;

(b]. gena selectabila la rezistenta
la medicamente (Amp");

(c}. un situs de clonare multipla
flancat de promotori ARN polimerazi
care pot fi utilizati pentru obtinerea tran-
scrierii in vitro.

T7 ADN polimeraza tratatd, Rz-
pGEM3 digerata cu Kpn1 si S-pGEM4 di-
gerat cu Xbal au fost transcrise utilizand
SP6 ARN polimeraza in aceleasi conditii
cu cele descrise mai sus. Asa cum se
prezintd in fig. 2, atat S,cat si Rz-ARN-
urile nu au prezentat degradare semnifi-
cativa cand au fost incubate singure (fig.
2b, coloanele 1 si 3) in conditii potrivite
pentru auto-scindare de inaltd eficienta
(50°C, 20 mM MgCl,, pH=8,0). Rz-ARN
marcat apare,de asemenea, nealterat
dupa incubare cu S-ARN (fig. 2b, coloa-
nele 2 si 9). Totusi, cadnd S-ARN a fost
amestecat cu Rz-ARN, a avut loc scinda-
rea eficientd a S-ARN (fig. 2b, coloanele
4 si 5) rezultdnd doua fragmente. Di-
mensiunile produsului au fost coordonate
cu scinadrea S-ARN-ului (84 de baze) la
situsul normal intre nucleotidele #3593 si
#1, pentru a da fragmente invecinate
pozitilor 5' si 3' ale nucleotidelor 67 si,
respectiv, 17. Acest lucru aratd c3d S-
ARN-ul actioneaza ca un substrat pentru
scindarea ribonuclectidicd cu Rz-ARN,
care actioneaza de o maniera catalitica.

Un model al unei ribozime bazat
pe regiunea cataliticd a sTobRV ARN
este prezentat in fig. 3. Ribozima are
doua brate sau secvente pe flancuri, de
ARN unicatenar, prezentat la C, hibridi-
zand la secventele complementare pe un
substrat ARN, iar ARN-ul este scindat.
Fiecare secventd de flanc prezentats la
C, contine 8 ribonucleotide. Numarul ri-
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bonucleotidelor continut in regiunea C nu
este critic. Totusi este necesar sa fie
prezente suficiente nucleotide pentru a
permite ribozimei sa hibridizeze la o tinta
ARN. Reiese ca patru nucleotide in
fiecare regiune C este necesar sa fie
prezente, cel putin, pentru hibridizare.

Regiunea catalitica B contine sec-
vente care sunt foarte bine in domeniile
in care are loc scinadrea pe cale
naturald (Iin mod spontan) (de vazut fig.
1a). Din compararea domeniilor de scin-
dare ale secventelor cunoscute, reiese
ca portiunea de pereche baza din I, nu
este importantd, ca si prezenta unei
bucle asociate la unul din capetele aces-
teia.

Situsul de scindare din interiorul
tintei ARN este reprezentat la A (in fig.
3) ca GUC. Pe baza experimentelor
noastre (neprezentate), si a altora din
domeniul de specialitate, asupra situsu-
rilor de scindare in ARN-urile de prove-
nientd naturald, a rezultat ca si secven-
tele GUA, GUC, CUC, AUC si UUC actio-
neaza ca situsuri de scindare, in in-
teriorul ARN.

Exemplul 2. Demonstrarea desig-
0 noud si inalta activitate de endoribo-
nucleaza

Ca o ilustrare a acestei inventii au
fost proiectate trei ribozime, care sunt
atintite impotriva transcrisului unei gene
folosite in mod obisnuit ca indicator, de-
rivate din bacterii, Tn9 Cloramfenicol
Acetil Transferaza (CAT), care poate
dezvolta rezistentd la bacterii, plante si
animale si poate fi testata cu usurinta.
Aceste ribozime, desemnate Rz-CAT de
la 1 la 3 corespund la scindari potentiale
de situsuri GUC in CAT ARN la pozitiile
139-140, 484-495 si 662-663, respec-
tiv. Secventele acestor ribozime sunt re-
prezentate in fig. 4. In fiecare caz, sec-
ventele de pe flanc care hibridizeaza
ARN-ul CAT tinta au continut 8 nucleo-
tide. Zona catalitica a fost astfel aleasa,
incat sa corespunda aceleia a sTobRV
ARN, prezentate in fig. 3.

Gena CAT care a fost obtinuta din
pCM4, a fost sub-clonatd ca un frag-
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ment BamH1 in pGEM-32. Acest plas-
mid a fost linearizat cu Hindlll si transcri-
surile genei CAT au fost obtinute utilizand
T7 ARN polimeraza cu 220 pM [«%?P)
UTP. Au fost sintetizate secvente de ri-
bozime ca oligodezoxinucleotide, Rz CAT-
1.2 si,respectiv, 3. Acestea au fost kina-
zate, ligate cu o portiune EcoRI-Pstl de
pGEM4 tratat cu fosfataza si a fost
incubat cu fragmentul Klenow al ADN po-
limerazei 1, inainte de transformare bac-
teriald. Plasmidele EcoRlI linearizate au
fost transcrise cu T/ ARN polimeraza
pentru a produce ARN-uri ribozimice.
Ribozimele au fost incubate cu transcris
CAT,in mM Tris-HCI, pH= 8,0, 20 mM
MgCl,, la temperatura de 50°C, timp de
60 min, iar produsele au fost fractionate
prin electroforeza pe gel contindnd 5%
poliacrilamida, 7 M uree, formamida
25% inainte de autoradiografie.

Cand transcrisul CAT 840-nucleo-
tidic a fost incubat cu oricare dintre cele
trei ribozime, a avut loc o scindare efi-
cientd si de Taltd specificitate a sec-
ventei (fig. 5) rezultdnd doua fragmente
de ARN.,din fiecare reactie. Marimile
fragmentelor au fost compatibile cu situ-
surile prezise pentru scindare (fragmen-
tele de baze 139 si 636, 494 si 341,
662 si 173 au fost produsele scindarii
catalitice &' si 3' din RzCAT-1,2 si, res-
pectiv, 3). Conditiile cerute pentru scin-
dari catalitice cu ribozime au fost simi-
lare acelora observate pentru reactile
de scindare, care au loc pe cale naturala
(asa cum este cunoscut din literatura de
specialitate), scindarea mai eficienta
avand loc, la pH-uri ridicate, temperatura
si concentratii de cation bivalent (nu sunt
prezentate date). Cand sunt prezente in
exces molar, cele trei ribozime catali-
Zzeaza scindarea aproape completd a
CAT ARN substrat, dupa 60 min, in 50
mM Tris-HCI, pH=8,0, 20 mM MqgCl,,1a
temperatura de 50°C. In conditii simi-
lare, cu 0,1 pM substrat si 3 pM ribo-
zime, T, , al substratului CAT mARN au
fost 3,5 si 2,5 min, in prezenta RzCAT-
1,2 si, respectiv, 3. Secventele de ribo-
zime au fost inactive fatd de complemen-
tul substratului ARN (catena (+)], siin
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forma oligodeoxiribonucleotidelor {nu
sunt prezentate date). Fragmentele ter-
minale 3' de scindare ale fiecarei reacti
catalizate cu ribozima au fost izolate si
pozitia 5' kinazatd-*P (50 mM Tris-HCl,
pH=9, 10 mM MgCl,,10 mM DTT, cu
uCi y*-P ATP si 5 unitati T4 polinucleotid
kinaza, timp de 30 min, la tempera-
tura,de 37°C). Prin kinazarea eficienta a
fragmentelor, se indicd ca ele poseda
grupdri ' terminale, similar celor rezul-
tate in urma scindarii, care are loc in
mod natural.

Au fost determinate nucleotidele
fragmentelor obtinute prin scindarea
secventelor CAT, de catre RzCAT, de la
1 la 3. Pe scurt, fragmentele radiomar-
cate au fost purificate pe un gel de
poliacrilamida 5% si supuse digestiei,cu
un volum egal de 500 unitati/ml RNaza
T1, 25 unitdti/ml BRNaza T2 si 0,125
mg/ml RNazd, in 50 mM acetat de
amoniu pH=4.5, timp de 120 min, la
temperatura de 37°C. Produsele au fost
fractionate pe un gel de poliacrilamida
20% continand 25 mM citrat de sodiu,
pH=3,5 si uree 7 molar. Fig. Sb arata
ca scindarea secventelor CAT de céatre
RzCAT-1 la 3 are loc cu precizie in fata
nuclectidelor A, U si respectiv G.

Secventele terminale a fragmen-
telor de gend CAT au fost determinate
direct utilizand tehnica asimilarii partiale
enzimatice (asa cum este cunoscut din
literatura de specialitate), utilizdnd scin-
darea specifica pe baza,partial, nucleoti-
dica. Secventa de fragment confirma ca
scindarea are loc la localizarile asteptate
din interiorul CAT ARN (nu sunt aratate).

Cataliza enzimaticé

Pentru a demonstra ca ribozimele
provoaca scindarea substratului CAT
mARN intr-o maniera catalitica, fiecare
a fost incubat cu un exces molar de sub-
strat, in conditii care ar favoriza, atat
scindarea, céat si disocierea de produs.
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Fig. 6 arata rezultatele unui experiment,
in care, dupa 75 min, la temperatura de
50°C, pH=8,0, in 20 mM MgCl,, 10
pmol de RzCAT-1 au catalizat scindarea
specificd a unui substrat trunchiat de
163 pmol CAT mARN (173 baze) pentru
a da fragmente 5' si 3' a bazelor 139 si,
respectiv, 34. In medie, fiecare ribozima
a participat la mai mult de zece reacti
de scindare. Dupd 75 min, la tempera-
tura de 50°C a fost remarcata o propor-
tie de scindare nespecifica a ARN-ului
datorita conditilor extreme, dar 70% din
ARN-urile ramase intacte {163 mol) s-a
acumulat ca fragment de bazd 138S.
Rezultatele similare s-au obtinut pentru
RzCAT-2 si 3 (nu sunt prezentate date],
si,astfel, rezulta ca fiecare actioneaza ca
o enzima ARN.

Exemplul 3. Efectul temperaturii
asupra activitatii ribozimei

A fost examinat efectul tempera-
turii asupra vitezei activitatii ribozimei in
vitro.

A fost urmarit mersul reactiilor
pentru ribozimele RzCAT-1, 2 si,respec-
tiv, 3, substraturi, la 37°C si 50°C.

In acest experiment, reactiile pen-
tru fiecare ribozima au fost facute in du-
blu exemplar, utilizand conditiile de reac-
tie din exemplul 2. O praoba a fost incu-
batd la temperatura de 37°C, celalta la
temperatura de 50°C. Probele la timpuil
de reactie, pana la S0 min si desfasura-
rea reactiei a fost analizatd prin electro-
forezd pe gel de poliacrilamida denatu-
ratd. Fig. 7 prezintd mersul reactiei pen-
tru fiecare dintre ribozimele, de la 1 Ia
3, la temperatura de 37°C si tempera-
tura de 50°C. Viteza de reactie a fiecarei
ribozime creste cu cresterea tempera-
turii de reactie.

Timpul de reactie necesar pentru
scindare a 50% (t,,,) din CAT ARN este
prezentat in tabelul 1:
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Tabelul 1
Temperatura, RzCAT-1 RzCAT-2 RzCAT-3
°C t, o(minute)
50 3.5 3.5 2,5
37 55,0 70,0 65,0

Asa cum se arata in tabelul 1, vi-
teza de reactie a ribozimelor la tempera-
tura de 37°C este de aproximativ 20 de
ori mai mica, decat viteza de reactie la
temperatura de 50°C.

Exemplul 4. Efectul variatiei lungi-
mii bratelor ribozimelor (sau a secventei
de flanc] asupra activitatii catalitice a ri-
bozimei

Bratele sau secventele de flanc
ale unei ribozime hibridizeaza ribozima la
o tintd ARN, dupa care are loc scindarea
ARN. Tn acest experiment a fost investi-
gat efectul asupra vitezei de scindare a
unei secvente tintd, obtinut prin alte-
rarea dimensiunilor complementaritatii
si, prin urmare, a lungimii bazelor care
inperecheaza, ale bratelor ribozimei, la
secventa tinta.

Ribozimele au fost produse cu 4,
8 si 12 baze complementare a secventel
tintd RzCAT-2, pe fiecare brat (fig. 8a).
Ribozimele au fost preparate, conform
metodelor din exemplul 2. Activitatea
ribozimei a fost determinatd prin incuba-
rea ribozimei ARN,cu CAT ARN, asa
cum a fost descris mai inainte.

Ribozima avand o compelmenta-
ritate de 4 baze, pe fiecare brat, nu
scindeaza substratul ARN. Ribozima
avand o compelmentaritate de 8 baze pe
fiecare brat a scindat substratul CAT, ca
si ribozima avand o compelmentaritate
de 12 baze. Ribozimele cu o compelmen-
taritate de 12 baze au scindat mai efi-
cient tinta ARN, asa cum se poate ju-
deca dupa viteza de reactie in vitro, de-
cat ribozimele avand un numar mai mic
de baze complmentare. Prin urmare,
apare necesar sa existe o compelmenta-
ritate mai mare de patru baze, marind
dimensiunile zonei de hibridizare a ribozi-
melor cand creste viteza lor de reactie.

Intr-un experiment secund, a fost
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investigata eficienta reactiei unei ribo-
zime avand compelmentaritate (a) la in-
treaga lungime a tintei transcrise CAT
ARN si domenii catalitice multiple (b).

Patru situsuri tintd GUC, in sec-
ventele CAT ARN, au fost alese. Dome-
niile catalitice ale ribozimei impotriva
acestor situsuri au fost “inserate” intr-o
secventd completa anti-sens (-] pentru
transcrisul CAT si a fost testata activita-
tea catalitica.

Cele patru situsuri alese au fost
cele trei desemnate prin RzCAT-1, 2 si
3, descrise mai inainte si un situs supli-
mentar, care poate fi descris dupa cum
urmeaza:

Situs CAT nou

#192
His His Ala Val Cys
Asp Gly

=) 3
CAU CAU GCC GuC UuGUu
GAU GGC

in care: “192" se refera la aminoacidul
192 din polipeptida CAT si se refera la
situsul de clivaj.
Oligodeoxiribonuclectidele  conti-
nand domenii catalitice ale ribozimei si
rotirile fiecdrui dintre aceste situsuri de
scindare, au fost folosite pentru experi-
mente in mutageneza M13, pentru a
produce o secventd continand intregul
complement al secventei CAT, dar cu
cele patru domenii catalitice ale ribo-
zimei, inserat in acesta. Mutageneza
M13 a fost executatd prin legarea
oligonuclectidelor contindnd insertii de
ribozima la ADN-urile unicatenare, conti-
nand uracil, urmata de sinteza ADN-
urilor complementare, continédnd inser-
tia. ADN-urile complementare au fost re-
cuperate ca urmare a clonarii intr-o
specie potrivita de E.coli (asa cum este
cunoscut din literatura de specilitate].
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CADN-ul rezultant dublu catenar a fost
clonat intr-un vector de expresie in vitro
pentru a produce ribozima ARN, utilizand
sistemul de transcriptie T7. Activitatea
ribozimei a fost determinata prin incuba-
rea ARN ribozimei cu transcriptia SAT
urmata de electroforeza pe gel a ames-
tecului de reactie, dupa tratare cu gli-
coxal pentru a denatura acizii nucleici.

Scindarea autolitici a avut loc la
toate situsurile asteptate pe transcrisul
CAT. In consecintd, secventele de flan-
curi ale bratelor sau a ribozimei se pot
extinde, de-a lungul intregii lungimi a
transcrisului ARN, care trebuie scindat.

Fig. 8, prezintd schematic un
ARN anti-sens catalitic continand fiecare
dintre cele patru ribozime. ARN-ul anti-
sens catalitic contine aproximativ 900 de
baze.

In conditiile de mai sus, ribozima
si secventele tintd formeaz& complecsi
inalt moleculari probabil prin mpere-
chere de baze extensive. Pentru a reso-
lubiliza produsele de reactie este nece-
sar un tratament puternic denaturizant,
ca, de exemplu, tratament cu glioxal, in
timpul electroforezei.

Exemplul 5. Secvente tintd pen-
tru scindarea ribozimelor

Moativul GUA din mARN a fost tes-
tat pentru a vedea daca o ribozima va
afecta scindarea ARN la aceastd sec-
venta.

A fost ales un situs specific din
CAT mARN, incluzand motivul GUA (fig.
10a]) si a fost preparata o secvent ribo-
zimica potrivitd si testata, din punct de
vedere al activitatii. Ribozima continea
bratele a 8 ribonucleatide.

Oligonucleatidele sintetice cores-
punzénd ribozimei din fig. 10, au fost
preparate conform exemplului 2 si
CADN-ul dublu catenar a fost clonat intr-
un vector de expresie in vitro din E.coli,
cu scopul de a produce ribozimd ARN
utilizénd sistemul de transcriere T7 poli-
meraza. Activitatea ribozimei a fost
determinatd prin incubarea ribozimei
ARN,cu CAT mARN, urmata de electro-
foreza pe gel a amestecului de reactie
cum a fost descris.
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Ribozima efectueaza scindarea la
situsul tintd GUA (nu este aratat). In
consecintd, motivul GUA in ARN este un
substrat pentru ribozimele din prezenta
inventie. Acest lucru nu este complet ne-
asteptat, intrucdt un situs de prove-
nientd naturald din ARN-ul satelit al
virusului tranzitoriu striat al lucernei ne-
cesitd recunoasterea unui situs GUA.

in mod similar, un motiv GUU din
secventa tintd CAT ARN a fost testat cu
o ribozim& potrivita (vezi fig. 10b) si a
fost efectuatd scindarea.

Exemplul 6. Scindarea ribozimei
ARN-ului viral

ARN-ul viroid, in forma de ARN vi-
roid din Citrus exocortis, a fost scindat
utilizénd o ribozima din prezenta inventie.
in ARN viroid din Citrus exocortis (CEV)
au fost alese doud situsuri GUC tinta. A
fost ales, de asemenea,un situs in sec-
venta catenara complementara. Au fost
preparate ribozime impotriva tuturor
acestor situsuri si li s-a testat activita-
tea. Ribozimele au fost denumite
CEVOx(+), CEVIx(-) si CEV25x(+). Fig. 11
prezintd cele trei situsuri de scindare in
CEV ARN pentru fiecare din aceste ri-
bozime.

Ribozimele au fost preparate con-
form metodelor precedente. Ribozima
RzCEV25x(+) este prezentatd in fig. 12.
Aceasta ribozima scindeaza motivul GUC
la nucleotida 116 a CEV ARN.

Fig. 12b prezinta scindarea CEV
ARN cu ribozima RzCEVSx(+). Cu ribo-
zima RzCEVSx(-) nu s-a observat scin-
dare.

Acest experiment indica c3 ribozi-
mele sunt active impotriva secventelor
tintd ARN din diverse surse. Acest lucru
este de asteptat, intrucat toate ARN-
urile sunt formate din céramizile de baza
ribonucleotidice contindnd adenina, gua-
nind, citozind si uracil, indiferent de origi-
nea lor, din animale, din plante sau din
micrabi.

Exemplul 7. Exemple de ribozime
avand domenii catalitice variabile

O ribozima atintitd impotriva unui
situs CAT-2 a fost preparatad utilizand
secventa de domeniu catalitic din ARN
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satelit al virusului de trifoi pestrit sub-
teran (SCMaoV). O complementaritate de
doudsprezece baze ale secventei de flanc
a bratului ribozimei a fost incorporata in
proiectul ribozimei RzSCMoV. Ribozimele
RzCAT-2 si Rz5CMoV sunt prezentate in
fig. 13a si, respectiv, 13b. Regiunea de
bucla a RzSCMoV contine 5 nucleotide
contindnd secventa AAAUC. Aceasta
este Tn contrast cu regiunea de bucla a
RzCAT-2, care contine 4 nucleotide cu-
prinzand secventa AGAG. In plus,
RzSCMoV contine un C, in zona catalitica
in loc de U* in RzCAT-2. Sunt marcate
secventele diferite din RzZSCMoV compa-
rativ cu RzCAT-2.

RzSCMoV a fost produs conform
exemplului 2. RzSCMoV s-a dovedit a fi
activ ducand la obtinerea a doua produse
de scindare, asa cum se astepta.

Intr-un alt experiment, situsul tint3
de Citrus exocortis viroid [CEV) la nu-
cleotida -336 in ARN-ul sdu complemen-
tar a fost scindat utilizdnd o ribozima
(RzCEV-2) avand secventa redata in fig.
14a. Regiunea de bucla desemnata cu
litera “L” in fig. 14 cuprinde sase nuclec-
tide avadnd secventa 3-CCTATA-DG'
Aceasta este distinctd de regiunea de
bucla a sTobRV care cuprinde patru nu-
cleotide cu secventa 3-AGAG-5'. Aceasta
ribozima scindeaza tinta CEV comple-
mentara a ARN la pozitia -336, asa cum
se prezinta in profilul electroforetic din
fig. 14b.

Acest experiment indica cd numa-
rul de nucleotide si secvente de nucleo-
tida din zona de bucla nu este important
in activitatea ribozimei. In aceste experi-
mente, ribozima a fost produsad conform
metodelor descrise mai inainte in inven-
tie.

In alt experiment, a fost investigat
efectul imperecherii de baze in domeniul
catalitic (regiunea trunchiului).

A fost preparatd si testatd o ri-
bozimd modificatd contindnd patru pe-
rechi de baze suplimentare. In fig. 153,
este prezentatd secventa de ribozima
RzCAT-2 hibridizata la CAT ARN tinta. Ri-
bozima test este prezentata in fig. 19b,
cu perechile de baze aditionale ncer-
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cuite. Ribozima test are activitate com-
parabild cu aceea a RzCAT-2. Aceasta
indicd ca zona imperecherii de baze a do-
meniului catalitic a ribozimei poate fi de
lungime variabila fara a afecta activitatea
catalitica.

S-a observat (nu sunt prezentate
date) ca forma stabila in vivo a transcri-
selor sTobRV ARN exprimate in plantele
transgenice este la inceput circulara,
probabil datorita ligarii grupelor 5' si 3'
terminale. Prin urmare, utilizarea a doua
situsuri de scindare autolitica flancand o
secventa de interes intr-un ARN tran-
scris In vivo este probabil s8 conduca la
un produs circularizat care poate avea 0
stabilitate mai mare, decét transcrisul
linear. Acest lucru pare sa proiecteze o
noud metoda pentru stabilizarea in vivo a
secventelor de ribozime. Aceasta opera-
tie este denumita circularizare.

Exemplul 8. Activitatea in vivo a
ribozimelor

in acest exemplu este investigata
activitatea in vivo a ribozimelor din celu-
lele de plante.

Protocol experimental

Plasmide contindnd gene de con-
structie anti-CAT (CAT = cloramfenicol
acetil transferaza) sau anti-CAT/ribozima
combinate (vezi mai jos) au fost intro-
duse in protoplaste de tutun, in aceiasi
cantitate si proportie una fatd de cea-
lalta, impreund cu altd plasmida, care
continea o gena functionald CAT de con-
structie. Activitatile CAT au fost masu-
rate si comparate cu nivelul de baza a
activitatii genei.

Materiale si metode

(a). Electroporari si teste CAT

Acestea au fost executate asa
cum este descris in literatura de specia-
litate. Pe scurt, protoplastele de Nico-
tiana plumbaginifolia linia TS au fost pre-
parate dintr-o suspensie de doud zile
dupa subcultura, suspendate in 10 mM
HEPES, pH=7,2, 150 mM NaCl, 0,2 M
manitol si ajustate la o densitate de 3 x
10%/ml. Electroporarea a fost condusa
utilizand un singur puls de 50 ms la 250
V. Protoplastele au fost diluate de 10 ori
si cultivate, timp de 20 h, la tempera-
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tura de 26°C si in intuneric. Acestea au
fost scindate prin sonicare si s-au obtinut
extractele. Extractele normalizate pentru
continutul de proteind, au fost testate din
punct de vedere a activitatii CAT in vitro
utilizand '“C-cloramfenicol si acetil CoA.
Produsele de reactie au fost separate,
prin cromatografie pe strat subtire si
autoradiografie. Gradul de desfasurare a
reactiei a fost calculat prin obtinerea de
derivati radioactivi a produsului din mode-
lul "C-cloramfenicol.

(b). Gene de constructie

Genele de constructie au fost in-
troduse In 0,1 ml suspensii de proto-
plaste ca ADN-uri plasmidice, care au
fost purificate din bacterii, prin extrac-
tiesicentrifugare la echilibru de gradient
de densitate in doud cicluri (CsCl echi-
libru}. Acestea au fost resuspendate in
10 mM Tris/1 mM EDTA/, pH=7.,5
pentru utilizare.

Gene de constructie CAT activa s-a
nascut pe plasmida desemnatd pCAT7+.
Ea a derivat prin fuziunea unei secvente
de gend CAT (din plasmida pCM4, asa
cum este cunoscut din literatura de
specialitate) In plasmida pJ35SN (deri-
vatd din p35SN, de asemenea, cunos-
cuta din literatura de specialitate), astfel,
Incét, genele de constructie au fost:

=) 3'
355 CAT NOS

35S se refera la CaMV 358 (virusul de
conopida mozaicat) promotor, NOS la
semnalul de nopalin sintetaza poliadeni-
lare, T/C la transcris.

impreuna cu 0,2 pg de pCAT7+ au
fost adaugate diverse gene de con-
structie In exces, asa cum este descris
mai jos. Genele de constructie s-au gasit

10

15

20

25

30

35

40

30

n interiorul plasmidelor cu urmatoarele
denumiri:

pJ35SN = Acest vector plasmi-
dic, a carui schitd este prezentata in fig.
1B, contine un promotor 355 CaMV si
un semnal de nopalin sintetaza 3' adeni-
lare din planta, care poate fi reprezentat
dupa@ cum urmeaza:

o' 3
355 SNO

pCAT7- = Aceasta contine sec-
venta de gena CAT inserata in pJ35 SN,
astfel, incat transcriptia va duce la obti-
nerea CAT ARN antisens, care poate fi
reprezentat dupd cum urmeaza:

o' 3
355 NOS

pCAT18- = Aceasta contine gena
CAT cu patru domenii catalitice ribozi-
mice incluse in ea, (vezi exemplul 4 si
fig. 9), inserata in pJ35SN, astfel, incat
transcriptia va duce la producerea de
CAT ARN antisens, care poate fi repre-
zentatd dupd cum urmeaza:

=) 3
——

35S CAT NOS

insertiile domeniului catalitic

Rezultate

Urmatorul tabel prezintd activita-
tile relative ale CAT in celule, dupa 20 h,
de la electroporare. Activitatea este
exprimata ca o conversie procentuald a
substratului de cloramfenicol intr-un test
de o ora.
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Tratament pg de plasmida electroporata - Conversie

pCAT7+ pJ35SN pCAT7- pCAT1S- %
1A - - - - 0
1B - - - - o
2A 0.2 18 - - 21
2B 0,2 18 - - 46
3A 0,2 9 9 - 28
3B 0,2 8 S - 32
4A 0,2 - 18 - 26
48 0,2 - 18 - 19
5A 0,2 9 - 18
58 0.2 - - 22
B6A 0,2 - - 18 14
6B 0.2 - - 18 16

{pentru fiecare tratament “A” si “B", sunt duplicate].

Urméatoarele concluzii pot fi trase
din aceste rezultate:

(a). Introducerea genei CAT de
constructie conduce la o activitate CAT
nesemnificativd - de comparat 2A,B cu
1A.B. intre duplicate existd o variatie.
Din tendintele observate in celelalte
probe (vezi “b” si “c” mai jos) este proba-
bil ca 2A prezinta o activitate anormal de
scazuta.

(b). Introducerea concomitenta a
unei gene de constructie antisens duce
la o descrestere a nivelului activitatii - de
comparat 3A,B si 4A,B. Marimea des-
cresterii este in directa relatie cu nivelul
genei antisens adaugate ca plasmida - de
comparat 3A,B si 4A,B.

(c) .Introducerea concomitentd a
genei de constructie combinate anti-
sens/ribozima conduce la o descrestere
a activitatii genei - de comparat 5A,B si
BA.B. In afara de aceasta, descresterea
este mai marcata decéat pentru nivelurile
corespunzatoare ale genei de construc-
tie antisens - de comparat 5A,B cu 3A.B
si BA,B cu 4A,B.
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Rezultatele medii pentru patru ex-
perimente /n vivo sunt prezentate in fig.
17. in aceasta figura, “control” inseamna
tratament 2. “Antisens” semnifica trata-
ment 4. “Catalitic” reprezinta tratament
6 si “fundament” reprezinta tratament 1.

Ribozima cataliticd inhiba activi-
tatea CAT intr-o proportie de 47%, com-
parativ cu o proportie de 34% pentru o
ribozima antisens.

Introducerea genelor purtdtoare
de ribozime in celulele de plantd inhiba
activitatea genelor impotriva cérora au
fost atintite. In plus, inhibarea este mai
mare pentru moleculele ARN antisens
corespunzatoare.

Aceste rezultate aratd ca ribo-
zimele vor fi active in celule, la animale,
la plante sau microbi impotriva unui sir
de molecule ARN tinta.

Mecanismul actiunii ribozimelor in
acest exemplu este neclar. De exemplu,
ribozima antisens poate hibridiza ireversi-
bil la o tintd ARN si cataliza scindarea
legdturii fosfodiester la unul sau mai
multe situsuri tinta selectate de-a lungul
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tintei ARN. Alternativ, enzimele celulare
pot desface ARN antisens de secventa
sa tintd, astfel, incat tinta ARN este
scindatd in doud sau mai multe frag-
mente.

Exemplul 8. Activitatea ribozime-
lor in vivo in celulele animale

In acest exemplu este demon-
strata activitatea ribozimelor in inactiva-
rea unei tinte ARN din celulele mamifere.

Materiale si metode

Genele active de constructie codi-
ficdnd ribozime au fost transfectate intr-
o linie de celule din rinichi de maimuta
larg accesibile. In aceasta metods, au
fost contactate 3 x 10°/ml celule COS1
suspendate intr-o solutie tampon saling
cu 10% ser de vitel fetal, cu diferite
gene de constructie. Pentru a efectua
electroporarea ADN-ului din celule a fost
aplicatd o descarcare electrica. Celulele
transfectate au fost incubate la tempe-
ratura de 37°C, timp de 48 h, in mediu
de culturd si nainte de testare pentru
activitatea CAT si a luciferazei.

Genele CAT de constructie au
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aparut in plasmida desemnata pTK CAT
(asa cum este cunoscut din literatura de
specialitate). Aceastd plasmida este deri-
vata prin introducerea unei secvente de
gena CAT, in plasmida pSV2, astfel, in-
cat este sub controlul promotarului timi-
dinchinaza al virusului Herpes simplex.

Gena de constructie codificand a
aparut in plasmida pSV232A (cunoscut
din literatura de specialitate) continand
gena luciferaza fuzionatd cu promotorul
timpuriu SV40. ADN-ul codificand ribo-
zimele a fost ligat in situsul Xbal la ca-
patul 3' al genei luciferaza, conform me-
todelor standard, care sunt cunoscute
din literatura de specialitate (Maniatis si
al.).

Urmatoarele constructe au fost
preparate utilizdnd tehnicile standard cu-
noscute (Maniatis si al.):

PFC58 = Acest vector plasmidic
contine ADN codificadnd ribozima RzCAT-
1 fuzionatd la capatul 3' al genei
luciferaza intr-o orientare nefunctionals.

Acesta poate fi descris dupa cum
urmeaza:

Sv40
timpu- [—
riu

232A luciferaza | pt

ribozima | T
RzCAT-1

mic| Pali* | 232A

unde: 232A se referd la secventa
pSV232A, SV40 timpuriu se referd la
promotorul timpuriu SV40 si T mic este
ADN, codificand secventa T mic de inter-
ventie a SV40. Acest construct rezultd
in producerea unei molecule codificand
luciferaza si ribozima RzCAT-1, ultima
fiind intr-o astfel de orientare incat,nu se
asteapta sa fie catalitica.

pFC4 = Acest plasmid este ace-
lasi ca pFC58, cu exceptia ca RzCAT-1
este inlocuit cu RzCAT-3.

pFC1-6 = Acest plasmid este ace-
lasi ca pFC58,cu exceptia ca RzCAT-1
este inlocuit cu RzCAT-3, in sensul orien-
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pFC20 = Acest plasmid este ace-
lasi ca pFC1-6 cu exceptia c&,RzCAT-3
este inlocuit cu RzCAT-2 secvente de
flanc de opt nucleotide.

pFC12 = Acest plasmid este ace-
lasi ca si pFC20,cu exceptia ca ribozima
RzCAT-2 contine secvente de flanc de
douasprezece nucleotide.

pFCS0 = Acest plasmid contine
gena CAT cu patru domenii catalitice de
ribozima incluse in el (vezi exemplul 4 si
fig. 9) in sensul orientarii (5'-3'), care pe
transcris da nastere unei ribozime inac-
tive. Acest plasmid poate fi descris cum
urmeaza:

tarii (5-3'). 50
Sv40 Gena CAT continand domenii de Pali
timpuriu ribozima A

ARN necatalitic
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pFC54 = Acest plasmid este ace-
lasi ca si pFC50, cu exceptia ca gena
CAT si domeniile ribozimei sunt in orien-
tarea antisens(3'-5').

pFCB4 = Acest plasmid imparte
promoatorul SV40 si semnalele poliadeni-
larii cu pFCB0 si contine gena CAT de tip
salbatic cu domenii de ribozima neinse-
rate. Aceasta gena este intr-o orientare
antisens si astfel, nu produce proteina
CAT.

pFCE5 = Acest plasmid este ace-
lasi ca si pFCB4, cu exceptia ca gena
CAT-de tip salbatic este in sensul (5-3')
de orientare si, astfel, este produca-
toare de proteinad CAT.

Teste

Activitatea luciferazei a fost tes-
tatd conform metodelor cunoscute din
literatura de specialitate. Pe scurt, ce-
lulele COS au fost lizate, la 48 h, dupa
transfectare si lizatul de celulad a fost in-
cubat cu lucifering, substratul liciferazei,
si liminiscenta detectatd utilizdnd un
contor de scintilatie.

Activitatea CAT a fost masurata,
de asemenea, utilizdnd lizate de celule
COS (lizatele de celule au fost divizate in
doud, si fiecare portiune testata pentru
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activitatea luciferazei sau a CAT), con-
form metodei care este cunaoscuta din
literatura de specialitate.

In testele in vivo, pFC58 si pFC4
nu a efectuat activitatea CAT in celulele
transfectate. Aceastd activitate a fost
desemnata ca, activitate CAT 100% si
0% supresie CAT. Activitatea CAT in ce-
lulele transfectate cu alte plasmide a fost
masurata relativ la pFC58. Procentul de
supresie CAT a fost masurat ca:

test
x 100

cantrol

100 -(Eﬂ?
cat

normalizat la productia de luciferaza.
CAT,.CAT testeaza rezultatul pentru
constructe test. CAT,,.., CAT testeaza
pentru controlul constructelor (pFC4 si
pFC58]. .

Productia de lucifereaza este un
control intern pentru electroporare si da
o0 masura a productiei de ribozima in in-
teriorul fiecarei placi de cultura de tesut
electroporata individual.

Rezultate

Experimentul (i)

ug plasmid electroporat/1,5 x 10° celule

Tratament pTKCAT | pFC58 | pFC20 | pFC1-6 pFC12 Supresia %
CAT
1 8] - 2 - - 56
2 8] - 1 1 - 53
3 5] - - - 2 40
4 o) 2 - - - 8]

Toate tratamentele experimentale au fost conduse in dublu exemplar si s-a dat o valoare

medie.
Experimentul (ii]

ug plasmid electroporat/1,5 x 10° celule

Tratament pTKCAT | pFC1-6 | pFC20 pFC12 pFC4 Supresia %

CAT

5 5 2 - - - 75

6 5 - 2 - - 75

7 5 - 4 - - 62

8 8] 1 1 - - 70

9 o) - - 4 - 51

10 5 - - - 2 0
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Tratamentele de la 5 la 10 au fost efectuate in dublu exemplar, si s-a dat o valoare
medie.
Experimentul (iii]
Hg plasmid electroporat/1,5 x 1CF celule
Tratament pTKCAT pFC1-6 pFC4 Supresia % CAT
11 5 2 - 66
12 5 - 2 0

Tratamentele au fost efectuate in dublu exemplar si s-a dat o valoare medie.

Experimentul (iv]

Ug plasmid electroporat

Tratament pTKCAT [ pFC50 | pFC54 | pFCB4 | pFCE5 Supresia %
CAT
13 5 2 - - 0
14 5 - - - 26
15 5 - 2 - 2
16 0 - - 2 NA

Fiecare din tratamentele de la 13 la 16
au fost efectuate in patru exemplare.

Constructul de sens CAT (trata-
mentul 16) a produs niveluri inalte ale
activitdtii CAT. Prin urmare, % de supre-
sie nu este aplicabil (NA).

Un numar de experimente au fost
conduse Tnlocuind promotorul TK al
pTKCAT cu promotor metalotionein
uman. Cand acest construct a fost co-
transfectat in celule COS1 cu plasmide
codificdnd una sau mai multe ribozime,
s-a observat o marcata descrestere a
activitatii CAT.

Rezultatele de mai sus demon-
streaza clar inactivitatea activitatii in vivo
a ribozimelor in celulele umane.

Pe cand eficienta ribozimelor in
vivo se crede c& ar fi cauzata de una sau
mai multe regiuni catalitice, care sunt
capabile de scindarea unei tinte ARN,
prezenta de astfel de regiuni in ribozi-
mele de tip ARN “Antisens” poate s& nu
conduca, de fapt,la scindarea in vivo
daca intreaga moleculd ARN,/ARN-anti-
sens nu se prabuseste. Totusi, indiferent
daca molecula se prabuseste sau nu,
exemplele precedente demonstreaza efi-
cacitatea ribozimei in inactivarea tintei
ARN. Astfel, inventia este aplicabila pen-
tru toate ribozimele avand o zona catali-
tica capabilad sa producd scindarea si o
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zona de hibridizare, indiferent unde are
de fapt loc scindarea in tinta ARN. Zona
de hibridizare poate fi, atat de largs,
incat sa faca ca, combinatia ARN/ribo-
zima s& stea impreund si sa previna scin-
darea tintei ARN in componente sepa-
rate, chiar dacd zona catalitica, ea in-
sdsi, este capabila sa produca scindare.
Revendicari

1. Compus oligoribonucleotidic,

caracterizat prin aceea ca are formula

generala:
3 (X>n~—A\ X Ky ¥
Lo
| \,
A :
| \
G
Ty
SN
{ \ X
X X :
>:< X
|
O O
X X
), 0

in care: fiecare X reprezintd o ribonu-
cleotidd care poate fi aceeasi sau dife-
rita; in care fiecare (X),, si (X),. reprezinta
o0 oligoribonucleotida (a) apta de hibridi-
zare cu o secventa de scindare ARN
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tinta si (b) definitd printr-o0 secventa pre-
determinatd, care nu se leaga covalent
in mod firesc la secventele A-A-A-GC si,
respectiv, X-C-U-G-A-, o astfel de sec-
venta ARN tintd nefiind prezenta in com-
pus; in care fiecare dintre n si n’ repre-
zintd un numar intreg care defineste nu-
marul de ribonuclectide in oligonucleotida
cu conditia ca suma n+n’ sa fie suficienta
pentru a permite compusului sa interac-
tioneze stabil cu secventa de ARN tinta
prin imperecherea de baze; in care fie-
care * reprezintd imperecherea de baze
dintre ribonuclectidele localizate de fie-
care parte a acestuia; in care fiecare
linie continud reprezinta o legaturd chi-
mica ce realizeaza legaturi covalente in-
tre ribonuclectidele localizate pe oricare
parte a acestuia; in care a, reprezinta un
numar intreg ce defineste un numar de
ribonucleotidele cu conditia ca a poate fi
O sau 1 si daca este O, atunci A in
pozitia 5' fata de (X), este legat de G, in
pozitia 3'.fatd de (X],; in care fiecare
dintre m si m’ reprezintd un numar in-
treg, care este mai mare sau egal cu 1,
in care fiecare dintre linile punctate re-
prezintd independent, fie o legatura chi-
mica realizand legaturi covalente ntre
ribonuclectidele dispuse de fiecare parte
a acestuia, fie lipsa unei astfel de legaturi
chimice; si in care (X], reprezintd o
oligoribonuclectida,care poate fi prezenta
sau absenta, cu conditia cd b reprezinta
un numar intreg, mai mare sau egal cu
2, daca (X], este prezent.

2. Compus oligoribonucleotidic,
caracterizat prin aceea ca are formula

generala: .
3 X CA\ Xx— Xy °
V)

! \,
| %
G Xz \A
| | e ]
¢ © Sx
X X
XX
QX *
X X
X @n

n care: fiecare X reprezinta o ribonucleo-
tida, care poate fi aceeasi sau diferita; in
care fiecare (X),, si (X],.reprezinta o
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oligoribonuclectida (a) apta de hibridizare
cu o secventa de scindare ARN tinta si
(b) definitd printr-o secventa predeter-
minatd, care secventa nu poate forma fi-
resc o legatura covalenta la secventele
C-A-A-AGC si, respectiv, X-C-U-GA-, o
astfel de secventd ARN tinta nefiind pre-
zenta in compus; in care fiecare dintre n
si n’reprezintd un numar intreg, care de-
fineste numarul de ribonucleotide in oli-
gonucleotida cu conditia ca suma n+n’sa
fie suficientd pentru a permite compusu-
lui sa interactioneze stabil cu secventa
de ARN tinta prin imperecherea de baze;
in care fiecare * reprezintd impereche-
rea de baze dintre ribonucleoti-dele loca-
lizate de fiecare parte a acestuia; in care
fiecare linie continud reprezintd o lega-
tura chimica ce realizeaza legaturi cova-
lente intre ribonuclectidele localizate pe
oricare parte a acestuia; in care a,repre-
zintd un numar intreg ce defineste un
numar de ribonuclectidele cu conditia ca
a poate fi O sau 1 si daca este O, atunci
A'in pozitia 5' fata de (X), este legat de G
in pozitia 3' fatd de (X),, In care fiecare
dintre m si m’ reprezintd un numar in-
treg, care este mai mare sau egal cu 1;
in care fiecare dintre liniile punctate re-
prezinta independent, fie o legatura chi-
micd care realizeaza legaturi covalente
intre ribonuclectidele dispuse de oricare
parte a acestuia, fie lipsa unei astfel de
leg&turi chimice; si in care (X), reprezinta
o oligoribonucleotida, care poate fi pre-
zenta sau absentd, cu conditia c& b re-
pre-zintd un numar intreg,mai mare sau
egal cu 2, daca (X), este prezent.

3. Compus oligoribonucleotidic,
caracterizat prin aceea ca are formula
generala: '

3 a5 CA\ x— ;5
V)
! \,
| N
G A \A
l ) v \G /
c G ~ 4
] {
x X
X X
y * W
X R
Xy D)
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in care: fiecare X reprezintd o ribonucleo-
tidé care poate fi aceeasi sau diferita; in
care fiecare (X],, si (X),, reprezinti o
oligoribonucleotida (a) apta de hibridizare
Cu o secventa de scindare ARN tint3 si
(b) definitd printr-o secventd prede-
terminatd, care secventd, nu poate
forma, In mod firesc, o legaturd cova-
lenta la secventele C-A-A-A-GC si, res-
pectiv, X-C-U-G-A-, o astfel de secvents
tintd ARN nefiind prezenta in compus; in
care, fiecare dintre n si n’ reprezinta un
numar intreg, care defineste numarul de
ribonucleatide in oligonucleotidd cu condi-
tia ca, suma n+n’ sa fie suficientd pentru
a permite compusului s& interactioneze
stabil cu secventa de ARN tint& prin im-
perecherea de baze; in care fiecare * re-
prezinta imperecherea de baze dintre ri-
bonuclectidele localizate de fiecare parte
a acestuia; in care fiecare linie continua
reprezintd o legaturd chimicd ce reali-
zeaza legaturi covalente intre ribonucleo-
tidele localizate pe oricare parte a aces-
tuia; in care fiecare dintre m si m’ repre-
zintd un numar intreg, care este mai
mare sau egal cu 1; in care fiecare din-
tre linile punctate reprezintd indepen-
dent, fie o leg&dtura chimica realizand le-
gaturi covalente intre ribonucleotidele dis-
puse de fiecare parte a acestuia, fie lipsa
unei astfel de leg&turi chimice; si in care
(X), reprezinta o oligoribonuclectids, care
poate fi prezenta sau absenta, cu conditia
cd b reprezintd un numar intreg, mai
mare sau egal cu 2, daca (X), este
prezent.

4. Compus oligoribonucleotidic,
conform cu oricare dintre revendicarile 1,
2 sau 3, caracterizat prin aceea ci
suma n+n’ este mai mare sau egala cu
14.

9. Compus oligoribonucleatidic,
conform cu oricare dintre revendicarile 1,
2, 3 sau 4, caracterizat prin aceea ci
fiecare n si n’ este mai mare decat B.

6. Compus oligoribonucleotidic,
conform cu oricare dintre revendicarile 1,
2, 3, 4 sau 5, caracterizat prin aceea
ca secventa tintd ARN de scindare este
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0 secventa virala.

7. Pracedeu de obtinere a compu-
sului, conform cu oricare dintre reven-
dicarile 1, 2, 3, 4, 5 sau B, caracteri-
zat prin aceea ca cuprinde etapele de:
a) legare intr-un vector de transfer cu-
prins in ADN, ARN sau o combinatie a
acestora, a unei secvente nucleotidice
carespunzand compusului respectiv; b)
transcriptia secventei nucleotidice din
etapa (a) cu o ARN polimeraza; si c) re-
cuperarea compusului.

8. Metoda de inactivare a ARN
tintd intr-o celuld, caracterizatd prin
aceea ca,cuprinde contactarea ARN
tinta din celuld cu compusul conform cu
oricare dintre revendicarile 1, 2, 3, 4, 5
sau B, compusul fiind capabil s& interac-
tioneze prin imperechere de baze cu
secventa ARN tintd in astfel de conditii,
incdt compusul interactioneaza stabil
prin imperechere de baze cu ARN tint3,
iar ARN tinta este scindat.

3. Metoda, conform revendicarii
8, caracterizata prin aceea ci ARN
tinta este o transcriptie a unei gene care
este endogena fata de celula.

10. Metoda, conform revendicarii
8, caracterizata prin aceea ca ARN
tinta este o transcriptie a unei gene care
este exogena fata de celula.

11. Metod&, conform cu oricare
dintre revendicarile 8, 9 sau 10, carac-
terizata prin aceea ca.celula este pro-
cariotd sau eucariots .

12. Metoda, conform revendicarii
11, caracterizata prin aceea ca celula
este o celula vegetald sau animali.

13. Metoda, conform revendicarii
12, caracterizata prin aceea ci.celula
vegetald este o componentd a unei
plante.

14. Metoda, conform revendicarii
8, caracterizata prin aceea cad.compu-
sul este format in interiorul celulei.

15. Metoda, conform revendicarii
8, caracterizata prin aceea ca,compu-
sul este format in exteriorul celulei.

Presedintele comisiei de examinare: biochim. Cretu Adina

Examinator: farm. Pentelescu Elena
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