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DESCRIPCION
Cribado de alta productividad basado en células para aptameros
Campo de la invencién

La invencién proporciona métodos de cribado para identificar un aptamero que se une especificamente a un
ligando, o un ligando que se une especificamente a un aptdmero, en una célula eucariota utilizando un casete
de polinucleétido para la regulacién de la expresién de un gen indicador donde el casete de polinucleétido
contiene un ribointerruptor en el contexto de un 5' intrén-exén alternativo-3' intrén. El ribointerruptor comprende
una regién efectora y un aptdmero de manera que cuando el aptamero se une a un ligando, se produce la
expresion del gen indicador.

Antecedentes de la invencién

El empalme se refiere al proceso mediante el cual la secuencia intrénica se elimina del pre-ARN mensajero
naciente (pre-ARNm) y los exones se unen entre si para formar el ARNm. Los sitios de empalme son uniones
entre exones e intrones, y se definen por diferentes secuencias consenso en los extremos 5'y 3' del intrén (es
decir, los sitios donador y aceptor de empalme, respectivamente). El empalme alternativo de pre-ARNm, o
empalme alternativo, es un proceso generalizado que ocurre en la mayoria de los genes humanos que
contienen multiples exones. Se lleva a cabo mediante una gran estructura de multiples componentes llamada
el espliceosoma, que es una coleccidn de ribonucleoproteinas nucleares pequefias (SnRNP) y una serie diversa
de proteinas auxiliares. Mediante reconocimiento de varias secuencias reguladoras cis, el espliceosoma define
limites de exén/intrén, elimina secuencias intrénicas y empalma entre si los exones en un mensaje traducible
final (es decir, el ARNm). En el caso del empalme alternativo, ciertos exones pueden incluirse o excluirse para
variar el mensaje de codificacién final, cambiando asi la proteina expresada resultante.

La presente invencién utiliza el control mediado por ligando/aptdmero de empalme alternativo para identificar
pares de aptamero/ligando que se unen en el contexto de una célula eucariota diana.

Antes de la presente invencidn, se han generado aptameros contra una variedad de ligandos por medio del
cribado /n vitro, sin embargo, pocos han demostrado ser efectivos en células, lo que destaca la necesidad de
sistemas para cribar aptdmeros que funcionen en el organismo de eleccién.

Wang, Z. et al. (Systematic Identification and Analysis of Exonic Splicing Silencers, CELL (2004), vol. 119, n.°
6, paginas 831-845) describen un sistema indicador de empalme in vivo para cribar una biblioteca de
decanucledtidos aleatorios con el fin de identificar silenciadores de empalme exénico. El documento US
2004/126882 A1 describe aplicaciones de deteccién in vivo de acidos nucleicos regulables, cataliticamente
activos en donde la actividad catalitica del RCANA esta regulada por un efector.

Sumario de la invencién

En un aspecto, la presente invencién proporciona un método para seleccionar un aptamero que se une a un
ligando en células eucariotas que comprende las etapas de:

(a) proporcionar una biblioteca de aptameros,

(b) introducir miembros de la biblioteca de aptdmeros en un casete de polinucleétido para la expresién mediada
por ligando de un gen indicador para crear una biblioteca de ribointerruptores,

(c) introducir la biblioteca de ribointerruptores en células eucariotas, y
(d) poner en contacto las células eucariotas con un ligando, y

(e) medir la expresion del gen indicador, en donde el casete de polinucleétido comprende un exén empalmado
de forma alternativa, flanqueado por un intrén 5'y un intrén 3', y un ribointerruptor que comprende (i) una regién
efectora que comprende un tallo que incluye el sitio de empalme 5' del intrén 3' y una secuencia complementaria
a la secuencia del sitio de empalme 5' del intrén 3', y (ii) un aptamero colocado entre la secuencia del sitio de
empalme 5' del intrén 3' y la secuencia complementaria, en donde el exén empalmado de forma alternativa
comprende un coddn de parada que estd en el marco con el gen indicador cuando el exén empalmado de
forma alternativa se empalma en el ARNm del gen indicador.

En una realizacién, la biblioteca de aptameros comprende aptédmeros que tienen uno o mas nucleétidos
aleatorizados. La biblioteca de aptameros puede comprender aptdmeros que tienen secuencias
completamente aleatorizadas. La biblioteca de aptameros puede comprender aptameros que tienen entre
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aproximadamente 15 y aproximadamente 200 nucleétidos de longitud.

La biblioteca de aptadmeros puede comprender aptameros que tienen entre aproximadamente 30 y
aproximadamente 100 nucleétidos de longitud. La biblioteca de aptdmeros puede comprender méas de 100.000
aptédmeros. La biblioteca de aptameros puede comprender mas de 1.000.000 de aptédmeros.

En una realizacién, el ligando es una molécula pequefia. El ligando de molécula pequefia puede ser exbdgeno
a la célula eucariota. En otra realizacién, el ligando es una molécula producida por la célula eucariota que
incluye, p. ej., un metabolito, acido nucleico, vitamina, cofactor, lipido, monosacérido y segundo mensajero.

En una realizacién, la célula eucariota se selecciona de una célula de mamifero, una célula de insecto, una
célula de planta y una célula de levadura. La célula eucariota puede derivar de un ratén, un ser humano, una
mosca (p. ej., Drosophila melanogaster), un pez (p. ej., Danio rerio) o un gusano nematodo (p. €j,
Caenorhabditis elegans).

En una realizacién, el gen indicador se selecciona del grupo que consiste en una proteina fluorescente,
luciferasa, B-galactosidasa y peroxidasa de rdbano picante. En una realizacién el gen indicador es una citocina,
una molécula de sefalizacion, una hormona del crecimiento, un anticuerpo, un ARN regulador, una proteina
terapéutica o un péptido. La expresién del gen indicador puede ser mas de aproximadamente 10 veces mayor
cuando el ligando se une especificamente al aptdmero que los niveles de expresién del gen indicador cuando
el ligando esta ausente. La expresién del gen indicador también puede ser mas de aproximadamente 20, 50,
100, 200, 500 o 1.000 veces mayor cuando el ligando se une especificamente al aptamero que los niveles de
expresion del gen indicador cuando el ligando est4 ausente.

En una realizacion, los intrones 5'y 3' derivan del intrén 2 del gen de B-globina humana. El intrén 5' puede
comprender un coddn de parada en el marco con el gen diana. En una realizacién, los intrones 5'y 3' son cada
uno independientemente de aproximadamente 50 a aproximadamente 300 nucleétidos de longitud. En una
realizacién, los intrones 5'y 3' son cada uno independientemente de aproximadamente 125 a aproximadamente
240 nucleétidos de longitud. Los intrones &' y/o 3' pueden haber sido modificados para incluir, o alterar la
secuencia de, un potenciador de empalme de intrones, un potenciador de empalme de intrones, un sitio de
empalme 5', un sitio de empalme 3, o la secuencia de punto de ramificacion.

En una realizacién, el tallo de la regiébn efectora del ribointerruptor tiene de aproximadamente 7 a
aproximadamente 20 pares de bases de longitud. En una realizacién, el tallo de la region efectora tiene de 8 a
11 pares de bases de longitud.

En unarealizacion, el exén empalmado de forma alternativa deriva del exén 2 del gen de dihidrofolato reductasa
humana (DHFR), exén 5 de tumor de Wilms 1 humano mutante, exén 16 de la proteina quinasa Il delta
dependiente de calcio/calmodulina de ratén, exdn 6 de SIRT1. En una realizacién, el exén empalmado de forma
alternativa es el exén 2 de DHFR modificado. En una modalidad, el exén empalmado de forma alternativa se
ha modificado en uno o méas del grupo que consiste en alterar la secuencia de un silenciador de empalme de
exon, alterar la secuencia de un potenciador de empalme de ex6n, afiadir un potenciador de empalme de exén
y afiadir un donador de empalme de exén. En una realizacién, el ex6n empalmado de forma alternativa es
sintético (es decir, no deriva de un exén natural).

En una realizacién, la biblioteca de aptdmeros se divide en una biblioteca de aptdmeros mas pequefia antes
de introducir en los casetes de polinucleétidos, que comprende las etapas:

(a) proporcionar una biblioteca de aptameros aleatorizados en donde los aptdmeros de la biblioteca
comprenden multiples regiones constantes 5'y 3'y uno o mas nucleétidos aleatorizados,

(b) realizar una PCR de dos ciclos utilizando la biblioteca de aptameros aleatorizados como molde y un primer
cebador y segundo cebador que son complementarios de las regiones constantes 5'y 3/,

(c) aislar los productos de la PCR de dos ciclos, y

(d) amplificar por PCR un subconjunto de los productos aislados de la PCR de dos ciclos usando cebadores
complementarios de un subconjunto de las regiones constantes 5'y 3' Unicas.

En una realizacién, la biblioteca de ribointerruptores se divide en una o mas sub-bibliotecas de ribointerruptores
antes de introducirlas en las células eucariotas. En una realizacién, el método para dividir la biblioteca de
ribointerruptores en sub-bibliotecas comprende las etapas de:

(a) introducir una biblioteca de aptdmeros en un plasmido que comprende un casete de polinucleétido de
regulacién génica para hacer una biblioteca de ribointerruptores;
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(b) introducir la biblioteca de ribointerruptores en bacterias (p. ej., E. coli); y

(c) recoger clones bacterianos (por ejemplo, escogiendo colonias bacterianas) y extraer ADN plasmidico para
obtener sub-bibliotecas de plasmidos de ribointerruptores (denominadas en el presente documento sub-
bibliotecas primarias);

En realizaciones, se generan sub-bibliotecas secundarias de ribointerruptores a partir de una sub-biblioteca
primaria de plasmidos de ribointerruptores introduciendo una sub-biblioteca primaria en bacterias, recolectando
clones bacterianos y aislando el ADN plasmidico. La sub-biblioteca primaria o secundaria se introduce
entonces en células eucariotas, las células eucariotas se ponen en contacto con un ligando, y se mide la
expresion del gen indicador para determinar si uno 0 més aptameros en la biblioteca se unen al ligando en el
contexto de la célula eucariota.

Un aptdmero que se une a un ligando diana puede seleccionarse por los métodos anteriores. El aptdmero
puede comprender la secuencia de SEQ ID NO: 14 a27. La secuencia de aptéamero también puede comprender
la secuencia de SEQ ID NO: 24.

En otro aspecto, la invencién proporciona un método para seleccionar un ligando que se une a un aptamero
en una célula eucariota que comprende las etapas de:

(a) proporcionar una biblioteca de ligandos,

(b) proporcionar un casete de polinucleétido para la expresién mediada por ligando de un gen indicador,

(c) introducir el casete de polinucleétido en la célula eucariota,

(d) poner en contacto grupos individuales de la célula eucariota con miembros de la biblioteca de ligandos, y
(e) medir la expresién del gen indicador,

en donde el casete de polinucleétido comprende un exén empalmado de forma alternativa, flanqueado por un
intrén 5'y un intrén 3', y un ribointerruptor que comprende (i) una regién efectora que comprende un tallo que
incluye la secuencia del sitio de empalme 5' del intrén 3'y una secuencia complementaria del sitio de empalme
5'delintrén 3', y (ii) un aptdmero colocado entre la secuencia del sitio de empalme 5' del intrdn 3'y la secuencia
complementaria, en donde el exén empalmado de forma alternativa comprende un codén de parada que esta
en el marco con el gen indicador cuando el exén empalmado de forma alternativa se empalma en el ARNm del
gen indicador.

En una realizacién, el ligando es una molécula pequefia. El ligando de molécula pequefia puede ser exbdgeno
a la célula eucariota. En otra realizacién, el ligando es una molécula producida por la célula eucariota que
incluye, p. ej., un metabolito, acido nucleico, vitamina, cofactor, lipido, monosacarido y segundo mensajero.

En una realizacién, la célula eucariota se selecciona de una célula de mamifero, una célula de insecto, una
célula de planta y una célula de levadura. La célula eucariota puede derivar de un ratén, un ser humano, una
mosca (p. ej., Drosophila melanogaster), un pez (p. ej., Danio rerio) o un gusano nematodo (p. €j,
Caenorhabditis elegans).

En una realizacién, el gen indicador se selecciona del grupo que consiste en una proteina fluorescente,
luciferasa, B-galactosidasa y peroxidasa de rdbano picante. En una realizacién, el gen indicador es una citocina,
una molécula de sefializacién, una hormona del crecimiento, un anticuerpo, un ARN regulador, una proteina
terapéutica o un péptido. La expresién del gen indicador puede ser mas de aproximadamente 10 veces mayor
cuando el ligando se une especificamente al aptdmero que los niveles de expresién del gen indicador cuando
el ligando est4 ausente. La expresién del gen indicador puede ser méas de aproximadamente 20, 50, 100, 200,
500 o 1000 veces mayor cuando el ligando se une especificamente al aptdmero que los niveles de expresion
del gen indicador cuando el ligando esta ausente.

En una realizacion, los intrones 5'y 3' derivan del intrén 2 del gen de B-globina humana. El intrén 5' puede
comprender un coddn de parada en el marco con el gen diana. En una realizacién, los intrones 5'y 3' son cada
uno independientemente de aproximadamente 50 a aproximadamente 300 nucledtidos de longitud. En una
realizacién, los intrones 5'y 3' son cada uno independientemente de aproximadamente 125 a aproximadamente
240 nucleétidos de longitud. Los intrones &' y/o 3' pueden haber sido modificados para incluir, o alterar la
secuencia de, un potenciador de empalme de intrones, un potenciador de empalme de exones, un sitio de
empalme 5', un sitio de empalme 3, o la secuencia de punto de ramificacion.
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En una realizacién, el tallo de la regiébn efectora del ribointerruptor tiene de aproximadamente 7 a
aproximadamente 20 pares de bases de longitud. En una realizacién, el tallo de la regién efectora tiene de 8 a
11 pares de bases de longitud.

En unarealizacion, el exén empalmado de forma alternativa deriva del exén 2 del gen de dihidrofolato reductasa
humana (DHFR), exén 5 de tumor de Wilms 1 humano mutante, exén 16 de la proteina quinasa Il delta
dependiente de calcio/calmodulina de ratén, exdn 6 de SIRT1. En una realizacién, el exén empalmado de forma
alternativa es un exén 2 de DHFR modificado. En una modalidad, el exdn empalmado de forma alternativa se
ha modificado en uno o méas del grupo que consiste en alterar la secuencia de un silenciador de empalme de
exon, alterar la secuencia de un potenciador de empalme de exén, afiadir un potenciador de empalme de exén
y afiadir un donador de empalme de exén. En una realizacién, el ex6n empalmado de forma alternativa es
sintético (es decir, no deriva de un exén natural).

En una realizacién, la biblioteca de aptameros aleatorizados comprende aptdmeros que tienen uno o mas
nucleétidos aleatorizados. La biblioteca de aptédmeros aleatorizados puede comprender més de
aproximadamente 100.000 aptameros. La biblioteca de aptdmeros aleatorizados puede comprender méas de
aproximadamente 1.000.000 aptémeros.

En una realizacién, el primer o segundo cebador en la PCR de dos ciclos comprende un marcador seleccionado
del grupo que consiste en biotina, digoxigenina (DIG), bromodesoxiuridina (BrdU), fluordforo, un grupo quimico,
p. €j., grupo tiol, 0 un grupo quimico, p. ej., azidas utilizadas en la quimica click.

Breve descripcién de las figuras

Figura 1a. Esquema de la construccién de ribointerruptor. Se inserté una secuencia de intrén de beta-globina
truncada en la secuencia codificante del gen indicador, y se puso un ex4n 2 de DHFR que contenia codén de
parada, mutante (MDHFR) en el intrén insertado, formando asi una plataforma de expresion génica de tres
exones mediante la cual se regula la expresion génica del indicador mediante la inclusion/exclusién del exén
MDHFR. Se forma una estructura de horquilla/tallo que incluye el sitio de unién de U1 en el intrdn secuencia
abajo (3') del exé6n de mDHFR con la secuencia genomanipulada complementaria del sitio de unién de U1, que
bloquea la unién de U1, conduciendo de este modo a la exclusién del exdn de mDHFR que contiene el codén
de parada y la expresion del gen diana. La secuencia de aptamero se injerta entre el sitio de unién de U1y su
secuencia complementaria, permitiendo el control de la formacién de horquilla por la unién de
aptédmerof/ligando.

Figura 1b. Respuestas a la dosis de construcciones con casetes reguladores que contienen diferentes
ribointerruptores basados en aptdmeros. Los ribointerruptores de guanina indujeron la expresién del gen
indicador respondiendo no solo al tratamiento con guanina sino también con guanosina.

Figura 1c y 1d. Grafico que demuestra que el ribointerruptor xpt-G17 induce actividad de luciferasa tras
tratamiento con anéalogos de guanina.

Figura 1e. Tasa de induccién de la actividad de luciferasa por el ribointerruptor xpt-G17 tras el tratamiento con
compuestos.

Figura 2. Esquema de un molde para generar secuencias de aptamero aleatorizado. La secuencia de aptdmero
(barra en blanco) esta flanqueada por regiones constantes (barras negras), que contienen el sitio Bsal para
facilitar la clonacién del aptamero en un casete de regulacién génica para generar ribointerruptores.

Figuras 3a a 3e. Descripcién esquemética del método para dividir una biblioteca grande de aptameros
aleatorizados en sub-bibliotecas mas pequefias.

Figura 3a. Diagrama esquematico de la estrategia de dos etapas para dividir una biblioteca de aptameros
grande. La primera etapa es afiadir un par tnico de marcadores de secuencia a cada molde de oligonucleétido
aptdmero. Después de la primera etapa, los moldes con secuencias de marcadores Unicas se amplifican
usando cebadores que son especificos para las secuencias marcadas.

Figura 3b. Tres enfoques para unir secuencias de marcadores a moldes: secuencias de marcadores
incorporadas por medio de PCR usando cebadores que contienen secuencias de marcadores en el extremo 5'
de los cebadores (l); secuencias de marcadores unidas ligando secuencia molde monocatenaria con
secuencias de marcadores monocatenarias mediante ARN ligasa T4 (ll); secuencias de marcadores unidas a
moldes ligando secuencias molde bicatenarias con secuencia de marcador bicatenaria mediante ADN ligasa
T4 ().

Figura 3c. Diagrama esquematico de la PCR de dos ciclos. Para el ciclo 1, solo los cebadores inversos JR que
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contienen secuencia de marcador en el extremo 5'. Después del primer ciclo, la hebra recién sintetizada tiene
una secuencia de marcador en su extremo 5'. Para el ciclo 2, se afiade el cebador directo JF marcado con
biotina a la reaccién de PCR, que solo puede usar la hebra recién sintetizada como molde, generando asi los
moldes con secuencias de marcadores en ambos extremos 5'y 3'y una molécula de biotina en el extremo 5'.

Figura 3d. Generacién de la biblioteca de aptameros marcados. Después de marcar los moldes con
marcadores de secuencia y molécula de biotina, se usan perlas de estreptavidina para separar los moldes
monocatenarios marcados/etiquetados del resto de los componentes de reaccibn a través de la
desnaturalizacidn de los oligos y el lavado de las perlas. A continuacién, los moldes marcados se amplifican y
expanden utilizando una mezcla de cebadores (cebadores F y R) que son especificos para las secuencias
marcadas, generando asi una biblioteca de aptameros marcados que estan listos para la PCR posterior
utilizando un solo par de cebadores especificos de secuencia de marcador para generar sub-bibliotecas de la
biblioteca de aptameros original.

Figura 3e. Las sub-bibliotecas de aptameros se amplifican por PCR usando la estrategia de division. La
biblioteca de aptameros (108, generada como en el Ejemplo 2) se marcé por PCR usando 2 cebadores directos
(JF1-2) y 8 cebadores inversos (JR1-8), con niumero de copias de molde de 1, 2,3 0 4,6. Los moldes marcados
aislados se expandieron mediante una mezcla de cebadores especificos de marcador F1-2 y R1-8, y los
productos de PCR se sometieron a PCR con cebadores universales (panel izquierdo), un solo par de cebadores
especificos de marcador F1 y R1 (panel medio), o un solo par de cebadores no relevantes de F3 y R1 (panel
derecho). Se us6 agua como control de blanco para los moldes.

Figura 4. Ensayo de sensibilidad en el ensayo basado en células para cribado de biblioteca de ribointerruptores.
La construccién xpt-G17 se mezcl6 con la construccién SR-mut en diferentes relaciones moleculares, y el ADN
de las construcciones mezcladas se transfectd en células HEK-293 y se traté con guanina. La tasa de induccién
de la actividad de luciferasa se calculé como la actividad de luciferasa inducida con guanina dividida por la
actividad de luciferasa obtenida sin tratamiento con guanina.

Figura 5a. Diagrama esquematico de construccion de una biblioteca de plasmidos que contienen
ribointerruptores. Los oligos de aptdmeros monocatenarios se amplifican primero por PCR usando cebadores
universales para convertir el molde de aptdmero monocatenario en bicatenario. Los oligos bicatenarios se
digieren después con Bsal y se ligan al vector digerido con Bsal para generar construcciones con
ribointerruptores. EI ADN plasmidico se electropora entonces en células DH5a electrocompetentes. Se recogen
mas de 5x10° colonias para cubrir mas de 99% de la biblioteca de aptameros inicial (10°).

Figura 5b. Diagrama esquematico de la division de la biblioteca de pldsmidos de ribointerruptores en sub-
bibliotecas. La biblioteca de pladsmidos de ribointerruptores se transforma en células DH5a quimicamente
competentes. A continuacidn, las bacterias transformadas se siembran en placas de agar. Se recoge cierto
ndmero de colonias bacterianas de cada placa de agar individual y el ADN plasmidico se extrae de la coleccién
de colonias individuales por separado. El ADN plasmidico obtenido de cada coleccién de colonias forma la sub-
biblioteca de ribointerruptores. El enfoque de divisién se puede repetir hasta que se logre el tamafio deseado
de las sub-bibliotecas.

Figura 5c. Composicién de secuencia Unica de las sub-bibliotecas secundarias de los ribointerruptores
determinada por secuenciacién de nueva generacién. Las secuencias con mas de 12 lecturas del analisis de
secuenciacion se consideraron secuencias verdaderas.

Figura 5d. Comparacion de la composicién de secuencias Unicas entre dos sub-bibliotecas secundarias que
se generan a partir de la misma sub-biblioteca primaria P1S_003. Un grafico circular indica el nUmero de
secuencias Unicas en cada sub-biblioteca y el nimero de las secuencias que solapan entre las dos bibliotecas
de ribointerruptores.

Figura 5e. Comparacion de la composicién de secuencias Unicas entre dos sub-bibliotecas secundarias que
se generan a partir de diferentes sub-bibliotecas primarias, P1S_003 y P1S_007, respectivamente. Un grafico
circular indica el nimero de secuencias Unicas en cada sub-biblioteca y el nimero de las secuencias que
solapan entre las dos bibliotecas de ribointerruptores.

Figuras 6a y 6b. El ADN plasmidico de 6 de 100 sub-bibliotecas primarias (60 k) (Figura 6a) o 100 sub-
bibliotecas secundarias (tamafio de 600) (Figura 6b) se dispuso en el formato de placa de 96 pocillos, y se
transfectd en células HEK-293. La tasa de induccién de la actividad de luciferasa se calculé como la actividad
de luciferasa inducida con guanina dividida por la actividad de luciferasa obtenida sin tratamiento con guanina.

Figura 6c. Resultados del cribado de la sub-biblioteca de ribointerruptores usando dinucleétido de nicotinamida-
adenina (NAD+) como ligando. Las sub-bibliotecas de la biblioteca de ribointerruptores P2 se dispusieron en
formato de 96 pocillos. Las células HEK 293 se sembraron en placa de 96 pocillos y se transfectaron con ADN
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de la biblioteca de ribointerruptores. Cuatro horas después de la transfeccién, las células se trataron con NAD+
100 uM. La actividad de luciferasa se midié 20 horas después del tratamiento con NAD+. La tasa de induccién
se calculd como la relacién de la actividad de luciferasa obtenida de células tratadas con NAD+ dividida por la
actividad de luciferasa obtenida de células sin tratamiento con NAD+. Cada punto en el grafico de puntos
representa la tasa de induccién de una sub-biblioteca o construccién G17 como se indica.

Figura 6d. Resultados del cribado de ribointerruptores usando NAD+ como ligando. Cada construccién de
ribointerruptor individual se dispuso en formato de 96 pocillos. Las células HEK 293 se sembraron en placas
de 96 pocillos y se transfectaron con construcciones de ribointerruptores. 4 horas después de la transfeccion,
las células se trataron con NAD+ 100 pM. La actividad de luciferasa se midié 20 horas después del tratamiento
con NAD+. La tasa de induccién se calculé como la relacidn de la actividad de luciferasa obtenida de células
tratadas con NAD+ dividida por la actividad de luciferasa obtenida de células sin tratamiento con NAD+. Cada
punto en el grafico de puntos representa la tasa de induccién de cada construccién de ribointerruptor individual
o construccién G17 como se indica.

Figura 6e y 6f La construccién con nueva secuencia de aptamero muestra una respuesta mejorada al
tratamiento con NAD+ de una manera dependiente de la dosis en comparacién con el ribointerruptor G17. Las
células HEK 293 se transfectaron con el G17 o la construccién n.° 46 con una nueva secuencia de aptamero.
4 horas después de la transfeccién, las células se trataron con diferentes dosis de NAD+. La actividad de
luciferasa se midié 20 horas después del tratamiento con NAD+. La tasa de induccién se calculd como la
relacion de la actividad de luciferasa obtenida de células tratadas con NAD+ dividida por la actividad de
luciferasa obtenida de células sin tratamiento con NAD+.

Descripcidn detallada de la invencion

Métodos de cribado de aptamero/ligando

La presente invencién proporciona métodos de cribado para identificar aptameros que se unen a un ligando, y
ligandos que se unen a un aptamero, en el contexto de una célula, tejido u organismo eucariota. En un aspecto,
la presente invencién proporciona un método para seleccionar un aptdmero que se une a un ligando en células
eucariotas que comprende las etapas de:

(a) proporcionar una biblioteca de aptameros,

(b) introducir miembros de la biblioteca de aptdmeros en casetes de polinucleétidos para la expresién mediada
por ligando de un gen indicador,

(c) introducir los casetes de polinucleétidos que contienen aptdmero en células eucariotas, y
(d) poner en contacto las células eucariotas con un ligando, y
(e) medir la expresién del gen indicador.

En otro aspecto, la invencién proporciona un método para seleccionar un ligando que se une a un aptamero
en una célula eucariota que comprende las etapas de:

(a) proporcionar una biblioteca de ligandos,

(b) proporcionar un casete de polinucleétido para la expresién mediada por ligando de un gen indicador,

(c) introducir el casete de polinucleétido en la célula eucariota,

(d) poner en contacto grupos individuales de la célula eucariota con miembros de la biblioteca de ligandos, y
(e) medir la expresién del gen indicador.

Los métodos de cribado de la presente invencién utilizan los casetes de polinucleétidos de regulacién génica
descritos en el documento PCT/US2016/016234. Estos casetes de regulacién génica comprenden un
ribointerruptor en el contexto de un 5' intron-exén alternativo-3' intrén. El casete de regulacién génica se refiere
a una construccién de ADN recombinante que, cuando se incorpora en el ADN de un gen diana (p. €j., un gen
indicador), proporciona la capacidad de regular la expresién del gen diana mediante el empalme alternativo
mediado por aptémero/ligando del pre-ARNm resultante. El casete de regulacién génica comprende ademas
un ribointerruptor que contiene una regién sensora (p. €j., un aptamero) y una regién efectora que en conjunto
son responsables de detectar la presencia de un ligando que se une al aptdmero y alterar el empalme a un
exén alternativo. Estos ribointerruptores accionados por aptdmero proporcionan regulacién de la expresion
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génica de mamifero con una tasa de induccién de 2 a 2000, en respuesta al tratamiento con el ligando que se
une al aptdmero. El intervalo regulador dinamico alto sin precedentes de este ribointerruptor sintético se usa
en métodos de la presente invencién para proporcionar sistemas de cribado para nuevos aptameros contra
tipos deseados de ligandos, asi como para ligandos 6ptimos contra aptameros conocidos y nuevos en células,
tejidos y organismos.

Ribointerruptor

El término "ribointerruptor" como se usa en el presente documento se refiere a un segmento regulador de un
polinucleétido de ARN (o el ADN que codifica el polinucleétido de ARN). Un ribointerruptor en el contexto de la
presente invencidn contiene una regién sensora (p. €j., un aptdmero) y una regién efectora que en conjunto
son responsables de detectar la presencia de un ligando (p. €j., una molécula pequefia) y alterar el empalme
a un exo6n alternativo. El ribointerruptor puede ser recombinante, utilizando polinucleétidos de dos o mas
fuentes. El término "sintético” como se usa en el presente documento en el contexto de un ribointerruptor se
refiere a un ribointerruptor que no se encuentra de forma natural. Las regiones sensora y efectora pueden estar
unidas por un enlazador polinucleotidico. El enlazador polinucleotidico puede formar un tallo de ARN (es decir,
una regién del polinucleétido de ARN que es bicatenaria).

Una biblioteca de ribointerruptores como se describe en el presente documento comprende una pluralidad de
secuencias de aptdmeros que difieren en uno o mas nuclebtidos en el contexto de los casetes de
polinucleétidos para la expresion mediada por ligando de un gen indicador. Por lo tanto, cada aptamero en la
biblioteca, junto con una regién sensora, esta en el contexto de un 5' intron-exén alternativo-3' intrén como se
describe en el presente documento.

Regién efectora

La regién efectora comprende la secuencia del sitio de empalme 5' ("5' ss") del intrén 3' (es decir, la secuencia
del sitio de empalme intrénico que esta inmediatamente 3' del exdn alternativo) y la secuencia complementaria
de la secuencia ' ss del intrén 3'. Cuando el aptamero se une a su ligando, la regidén efectora forma un tallo y
por lo tanto evita el empalme al sitio donador de empalme en el extremo 3' del exén alternativo. En ciertas
condiciones (por ejemplo, cuando el aptamero no esta unido a su ligando), la regién efectora esta en un
contexto que proporciona acceso al sitio donador de empalme en el extremo 3' del exén alternativo
conduciendo a la inclusién del exén alternativo en el ARNm del gen diana.

La parte de tallo de la regién efectora debe ser de una longitud suficiente (y contenido de GC) para evitar
sustancialmente el empalme alternativo del exdn alternativo tras la unién del ligando al aptamero, mientras que
también permite el acceso al sitio de empalme cuando el ligando no esté presente en cantidades suficientes.
La parte de tallo de la regién efectora puede comprender secuencia de tallo ademas de la secuencia 5' ss del
intrén 3'y su secuencia complementaria. Esta secuencia de tallo adicional puede comprender la secuencia del
tallo de aptdmero. La longitud y secuencia de la parte de tallo se pueden modificar usando técnicas conocidas
con el fin de identificar tallos que permiten una expresion de fondo aceptable del gen diana cuando no esta
presente ningun ligando y niveles de expresién aceptables del gen diana cuando esta presente el ligando. Si
el tallo es, por ejemplo, demasiado largo, puede ocultar el acceso a la secuencia 5' ss del intrén 3' en presencia
o ausencia de ligando. Si el tallo es demasiado corto, puede no formar un tallo estable capaz de secuestrar la
secuencia 5' ss del intrén 3', en cuyo caso el exdn alternativo se empalmara en el mensaje del gen diana en
presencia o ausencia de ligando. En una realizacién, la longitud total del tallo de la regién efectora esta entre
aproximadamente 7 pares de bases y aproximadamente 20 pares de bases. La longitud del tallo puede estar
entre aproximadamente 8 pares de bases y aproximadamente 11 pares de bases. En algunas realizaciones,
la longitud del tallo es de 8 pares de bases a 11 pares de bases. Ademas de la longitud del tallo, el contenido
del par de bases GC del tallo puede alterarse para modificar la estabilidad del tallo.

Aptamero/Ligando

El término "aptamero" como se usa en el presente documento se refiere a un polinucleétido de ARN (o el ADN
que codifica el polinucleétido de ARN) que se une especificamente a un ligando o a un polinucleétido de ARN
que se esta cribando para identificar la unién especifica a un ligando (es decir, un aptamero prospectivo). Una
biblioteca de aptameros es una coleccidn de aptameros prospectivos que comprenden multiples aptameros
prospectivos que tienen una secuencia de nucleétidos que difiere de otros miembros de la biblioteca en al
menos un nucledtido.

El término "ligando" se refiere a una molécula a la que se une especificamente un aptdmero, o a un ligando
prospectivo que se esta cribando para determinar la capacidad de unirse a uno o mas aptdmeros. Una
biblioteca de ligandos es una coleccién de ligandos y/o ligandos prospectivos.

En una realizacién, el ligando es una molécula de bajo peso molecular (menos de aproximadamente 1000
8
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Daltons) que incluye, por ejemplo, lipidos, monosacéridos, segundos mensajeros, cofactores, iones metélicos,
otros productos naturales y metabolitos, acidos nucleicos, asi como la mayoria de los farmacos terapéuticos.
El ligando puede ser polinucleétido con 2 0 mas bases nucleotidicas.

El ligando puede seleccionarse del grupo que consiste en 8-azaguanina, 5'-monofosfato de adenosina
monohidrato, anfotericina B, avermectina B1, azatioprina, acetato de clormadinona, mercaptopurina,
hidrocloruro de moricizina, N6-metiladenosina, nadida, progesterona, hidrocloruro de promazina, pamoato de
pirvinio, sulfaguanidina, propionato de testosterona, tioguanosina, tiloxapol y vorinostat.

Los métodos de la presente invencién se pueden usar para identificar un ligando que es una molécula
intracelular que se une al aptdmero (es decir, un ligando enddgeno) en el casete de polinucleétido, produciendo
de este modo la expresién del gen indicador. Por ejemplo, las células con un gen indicador que contiene el
casete de polinucleétido para la expresién mediada por aptdmero/ligando, pueden exponerse a una condicion,
tal como calor, crecimiento, transformacién o mutacién, que conduce a cambios en las moléculas de
sefializacion celular, metabolitos, péptidos, lipidos, iones (p. ej., Ca?*), etc., que pueden unirse al aptamero y
producir la expresién del gen indicador. Por lo tanto, los métodos de la presente invencién se pueden usar para
identificar aptdmeros que se unen a ligandos intracelulares en respuesta a cambios en el estado celular,
incluyendo, p. €j., un cambio en la sefializacién celular, metabolismo celular, o mutaciones dentro de las células.
Las presentes invenciones pueden utilizarse para identificar aptameros que se unen a ligandos intracelulares
presentes en células diferenciadas. Por ejemplo, los métodos de la presente invencién se pueden usar para
identificar ligandos o aptdmeros que se unen a ligandos que estén presentes en células madre pluripotentes
inducidas. Los métodos de la presente invencién se pueden usar para cribar la respuesta a la diferenciacién
celular in vivo, o cambios fisioldgicos de células in vivo.

Los ligandos de aptdmero también pueden ser componentes endégenos celulares que aumentan
significativamente en condiciones fisiol6gicas/patoldgicas especificas, tales como transformaciéon oncogénica,
estos pueden incluir moléculas segundos mensajeros tales como GTP o GDP, calcio; acidos grasos, o acidos
grasos que se metabolizan incorrectamente tales como 13-HODE en céncer de mama (Flaherty, JT et al., Plos
One, Vol. 8, e63076, 2013,; aminoacidos o metabolitos de aminoacidos; los metabolitos en la ruta de la
glucélisis generalmente tienen mayores niveles en células cancerosas o en células normales en enfermedades
metabdlicas; y moléculas asociadas al cancer tales como Ras o proteina Ras mutante, EGFR mutante en el
cancer de pulmén, indolamina-2,3-dioxigenasa (IDO) en muchos tipos de canceres. Los ligandos endégenos
incluyen metabolitos de progesterona en cancer de mama como describe JP Wiebe (Endocrine-Related Cancer
(2006) 13:717-738). Los ligandos endbgenos también incluyen metabolitos con niveles aumentados resultantes
de mutaciones en enzimas metabdlicas clave en cancer de rifién tales como lactato, glutatiéon, quinurenina
como describen Minton, DR y Nanus, DM (Nature Reviews, Urology, Vol. 12, 2005).

La especificidad de la unién de un aptdmero a un ligando puede definirse en términos de las constantes de
disociacién (Kd) comparativas del aptdmero para su ligando en comparacién con la constante de disociacién
del aptamero para moléculas no relacionadas. Por lo tanto, el ligando es una molécula que se une al aptamero
con mayor afinidad que al material no relacionado. Tipicamente, la Kd para el aptamero con respecto a su
ligando sera al menos aproximadamente 10 veces menor que la Kd para el aptdmero con moléculas no
relacionadas. La Kd puede ser al menos aproximadamente 20 veces menor, al menos aproximadamente 50
veces menor, al menos aproximadamente 100 veces menor y al menos aproximadamente 200 veces menor.
Un aptamero tendré tipicamente entre aproximadamente 15 y aproximadamente 200 nucleétidos de longitud.
Méas comlUnmente, un aptdmero tendré entre aproximadamente 30 y aproximadamente 100 nucleétidos de
longitud.

Los aptameros que pueden incorporarse como parte del ribointerruptor y cribarse por métodos de la presente
invencién pueden ser un aptamero de origen natural, o modificaciones del mismo, o aptameros que se disefian
de novo o se criban sintéticamente a través de la evolucidén sistémica de ligandos por enriquecimiento
exponencial (SELEX). Los ejemplos de aptdmeros que se unen a ligandos de molécula pequefia incluyen, pero
no se limitan a teofilina, dopamina, sulforrodamina B y celobiosa-kanamicina A, lividomicina, tobramicina,
neomicina B, viomicina, cloranfenicol, estreptomicina, citocinas, moléculas de superficie celular y metabolitos.
Para una revisién de aptameros que reconocen moléculas pequefias, véase, p. ej., Famulok, Science 9:324-9
(1999) y McKeague, M. y DeRosa, M.C. J. Nuc. Aci. 2012. El aptdmero también puede ser un polinucleétido
complementario.

El aptamero se puede cribar previamente respecto a la unién a un ligando de molécula pequefia particular in
vitro. Tales métodos para disefiar aptameros incluyen, por ejemplo, SELEX. Los métodos para disefiar
aptdmeros que se unen selectivamente a una molécula pequefia usando SELEX se describen en, p. €], las
patentes de EE. UU. N.° 5,475,096, 5,270,163, y Abdullah Ozer, et al. Nuc. Aci. 2014. Las modificaciones del
procedimiento SELEX se describen en las patentes de EE. UU. N.° 5,580,737 y 5,567,588.

Las técnicas de seleccion previas para identificar aptdmeros generalmente implican preparar un gran conjunto
9
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de moléculas de ADN o ARN de la longitud deseada que contienen una regién que estd aleatorizada o
mutagenizada. Por ejemplo, un conjunto de oligonucledtidos para la seleccién de aptameros podria contener
una regién de 20-100 nucledtidos aleatorizados flanqueados por regiones de secuencia definida que son de
aproximadamente 15-25 nucleétidos de longitud y dtiles para la unién de cebadores por PCR. El conjunto de
oligonucleétidos se amplifica usando técnicas de PCR convencionales, u otros medios que permitan la
amplificaciéon de secuencias de acido nucleico seleccionadas. El conjunto de ADN se puede transcribir in vitro
para producir un conjunto de transcritos de ARN cuando se desea un aptamero de ARN. El conjunto de
oligonucleétidos de ARN o ADN se somete a continuacién a una seleccidén basada en su capacidad para unirse
especificamente al ligando deseado. Las técnicas de seleccién incluyen, por ejemplo, cromatografia de
afinidad, aunque se puede usar cualquier protocolo que permita la seleccién de acidos nucleicos basadndose
en su capacidad para unirse especificamente a otra molécula. Las técnicas de seleccion para identificar
aptdmeros que se unen a moléculas pequefias y funcionan dentro de una célula pueden implicar métodos de
cribado basados en células. En el caso de la cromatografia de afinidad, los oligonucleétidos se ponen en
contacto con el ligando diana que se ha inmovilizado sobre un sustrato en una columna o sobre perlas
magnéticas. El oligonucleétido se selecciona preferiblemente para la unién al ligando en presencia de
concentraciones de sal, temperaturas y otras condiciones que imitan condiciones fisiolégicas normales. Los
oligonucleétidos en el conjunto que se unen al ligando son retenidos en la columna o perla, y las secuencias
que no se unen son arrastradas por lavado. Los oligonucleétidos que se unen al ligando después se amplifican
(después de la transcripcién inversa si se utilizaron transcritos de ARN) por PCR (normalmente después de la
elucién). El procedimiento de seleccién se repite en las secuencias seleccionadas un total de aproximadamente
tres a diez rondas iterativas del procedimiento de seleccion. Los oligonucleétidos resultantes después se
amplifican, clonan y secuencian usando procedimientos convencionales para identificar las secuencias de los
oligonucleétidos que son capaces de unirse al ligando objetivo. Una vez que se ha identificado una secuencia
de aptdmero, el aptamero puede optimizarse adicionalmente realizando rondas adicionales de seleccidn
partiendo de un conjunto de oligonucleétidos que comprenden una secuencia de aptamero mutagenizada.

El aptamero o biblioteca de aptdmeros para usar en la presente invencién puede comprender uno o mas
aptémeros identificados en un cribado de aptameros in vitro.

Los aptameros identificados en el cribado de aptameros in vitro pueden tener uno o més nucleétidos
aleatorizados para crear una biblioteca de aptdmeros prospectiva para usar en los métodos de la presente
invencién.

El exén alternativo

El exén alternativo que es parte del casete de polinucleétido de regulacién génica de la presente invencién es
una secuencia de polinucleétido capaz de ser transcrita a un pre-ARNm y, alternativamente, empalmada en el
ARNm del gen diana. El exén alternativo que es parte del casete de regulacion génica de la presente invencién
contiene al menos una secuencia que inhibe la traduccién de manera que cuando el exén alternativo se incluye
en el ARNm del gen diana, se evita o reduce la expresion del gen diana a partir de ese ARNm. Como minimo,
el exén alternativo contiene un codén de parada (TGA, TAA, TAG) que estd en el marco con el gen diana
cuando el exén alternativo se incluye en el ARNm del gen diana mediante empalme. El exén alternativo puede
comprender, ademas de un coddn de parada, otra secuencia que reduce o impide sustancialmente la
traduccién cuando el exén alternativo se incorpora mediante empalme en el ARNm del gen diana que incluye,
p. €., un sitio de unién a microARN, que conduce a la degradacién del ARNm. El exén alternativo puede
comprender una secuencia de unién de miARN que da como resultado la degradacién del ARNm. El exén
alternativo puede codificar una secuencia de polipéptido que reduce la estabilidad de la proteina que contiene
esta secuencia de polipéptido. El exén alternativo puede codificar una secuencia de polipéptido que dirige la
proteina que contiene esta secuencia polipeptidica para su degradacion.

El nivel basal o de fondo de empalme del exén alternativo puede optimizarse alterando secuencias de
potenciador de empalme de exdn (ESE) y secuencias de supresor de empalme de exén (ESS) y/o
introduciendo secuencias ESE 0 ESS en el exdn alternativo. Tales cambios en la secuencia del exén alternativo
se pueden lograr usando métodos conocidos en la técnica, incluyendo, pero no limitadas a, mutagénesis
dirigida al sitio. Alternativamente, los oligonucleétidos de una secuencia deseada (p. €j., que comprenden todo
o parte del exdn alternativo) pueden obtenerse de fuentes comerciales y clonarse en el casete de regulacién
génica. La identificacion de las secuencias ESS y ESE se puede realizar mediante métodos conocidos en la
técnica, incluyendo, por ejemplo, el uso de ESEfinder 3.0 (Cartegni, L. et al. ESEfinder: a web resource to
identify exonic splicing enhancers. Nucleic Acid Research, 2003, 31(13): 3568-3571) y/u otros recursos
disponibles.

El exén alternativo puede ser exégeno al gen diana, aunque puede derivar de una secuencia procedente del
organismo en el que se expresara el gen diana. En una realizacion, el exén alternativo es una secuencia
sintética. El exén alternativo puede ser un exén de origen natural. El exén alternativo puede derivar de la
totalidad o parte de un exén conocido. En este contexto, "derivado” se refiere a la secuencia que contiene el
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exoén alternativo que es sustancialmente homéloga a un exén de origen natural, o una parte del mismo, pero
puede contener varias mutaciones, por ejemplo, para introducir un codén de parada que estarg en el marco
con la secuencia del gen indicador diana, o para introducir o eliminar un potenciador de empalme de exén, y/o
introducir eliminar un supresor de empalme de exdn. En una realizacion, el exén alternativo deriva del exén 2
del gen de dihidrofolato reductasa humano (DHFR), ex6n 5 del tumor de Wilms 1 humano mutante, exén 16
de la proteina quinasa Il delta dependiente de calcio/calmodulina de ratdn, o ex6n 6 de SIRT1.

Secuencias intrénicas 5'y 3'

El exén alternativo esta flanqueado por secuencias intrénicas 5' y 3. Las secuencias intrénicas 5'y 3' que se
pueden usar en el casete de regulaciéon génica pueden ser cualquier secuencia que se pueda empalmar fuera
del gen diana creando ya sea el ARNm del gen diana o el gen diana que comprende el exén alternativo en el
ARNm, dependiendo de la presencia 0 ausencia de un ligando que se une al aptamero. Cada uno de los
intrones 5' y 3' tiene las secuencias necesarias para que se produzca el empalme, es decir, secuencias
donadoras de empalme, aceptoras de empalme y de punto de ramificaciéon. Las secuencias intrénicas 5'y 3'
del casete de regulacién génica pueden derivar de uno o mas intrones de origen natural o una parte de los
mismos. En una realizacién, las secuencias intrénicas 5' y 3' derivan de un intrén 2 de beta-globina humana
truncado (IVS2A). Las secuencias intrénicas 5' y 3' pueden derivar del intrén de ARNm de SV40 (utilizado en
el vector pCMV-LacZ de Clontech), intrén 6 del gen de la triosa fosfato isomerasa (TPI) humana (Nott Ajit, et
al. RNA 2003, 9:6070617) o un intrén del factor IX humano (Sumiko Kurachi et al. J. Bio. Chem. 1995, 270(10),
5276), el intron endégeno del propio gen diana, o cualquier fragmento gendmico o intrones sintéticos (Yi Lai,
et al. Hum Gene Ther. 2006:17(10):1036) que contienen elementos que son suficientes para el empalme
regulado (Thomas A. Cooper, Methods 2005 (37):331).

El exén alternativo y el ribointerruptor de la presente invencidn se pueden disefiar para que estén en un intrén
endbgeno de un gen diana. Es decir, el intrén (o0 secuencia intrénica sustancialmente similar) se encuentra de
forma natural en esa posicién del gen diana. En este caso, la secuencia intrénica inmediatamente secuencia
arriba del exén alternativo se denomina intron &' o secuencia intrénica 5', y la secuencia intrénica
inmediatamente secuencia abajo del exén alternativo se denomina intrén 3' o secuencia intrénica 3'. En este
caso, el intrén endégeno se modifica para contener una secuencia aceptora de empalme y una secuencia
donadora de empalme que flanquean los extremos 5'y 3' del exdn alternativo.

Los sitios donador de empalme y aceptor de empalme en el casete de regulacién génica de la presente
invencién pueden modificarse para fortalecerse o debilitarse. Es decir, los sitios de empalme se pueden
modificar para estar mas cerca del consenso para un donador o aceptor de empalme mediante métodos de
clonacién estandar, mutagénesis dirigida al sitio y similares. Los sitios de empalme que son mas similares al
consenso de empalme tienden a promover el empalme y por lo tanto estan fortalecidos. Los sitios de empalme
que son menos similares al consenso de empalme tienden a impedir el empalme y por lo tanto estan
debilitados. El consenso para el donador de empalme de la clase mas comun de intrones (U2) es AICA G /
G TA/GAGT (donde // indica el limite exén/intrén). El consenso para el aceptor de empalmeesCAG / G
(donde // indica el limite ex6n/intrén). La frecuencia de nucleétidos particulares en los sitios donador y aceptor
de empalme estan descritos en la técnica (véase, p. ej., Zhang, M.Q., Hum Mol Genet. 1988. 7 (5):919-932).
La fuerza de los sitios de empalme 5'y 3' puede ajustarse para modular el empalme del exén alternativo.

Se pueden hacer modificaciones adicionales en los intrones 5' y 3' en el casete de regulacién génica para
modular el empalme que incluyen modificar, eliminar y/o afiadir elementos mejoradores de empalme intrénico
y/o elementos supresores de empalme intrénico y/o modificar la secuencia de sitio de ramificacién.

El intrén 5' se puede modificar para contener un codén de parada que estaréa en el marco con el gen indicador.
Las secuencias intrénicas 5' y 3' también se pueden modificar para eliminar sitios de cortes cripticos, que se
pueden identificar con software disponible publicamente (véase, p. ej., Kapustin, Y. etal. Nucl. Acids Res. 2011.
1-8). Las longitudes de las secuencias intrdnicas 5' y 3' pueden ajustarse con el fin de, por ejemplo, cumplir
con los requisitos de tamafio para construcciones de expresién viral. En una realizacién, las secuencias
intrénicas 5' y 3' tienen independientemente de aproximadamente 50 a aproximadamente 300 nucleétidos de
longitud. En una realizacién, las secuencias intrénicas &'y 3' tienen independientemente de aproximadamente
125 a aproximadamente 240 nucleétidos de longitud.

Genes indicadores

Los métodos de cribado de la presente invencién utilizan un casete de regulacién génica que se usa para

regular la expresion de un gen diana (p. €j., un gen indicador) que se puede expresar en una célula, tejido u

organismo diana. El gen indicador puede ser cualquier gen cuya expresion se puede usar para detectar la

interaccion especifica de un ligando con el aptdmero en el casete de regulacion génica. En una realizacién, el

gen indicador codifica una proteina fluorescente, incluyendo, p. ej., una proteina fluorescente verde (GFP), una

proteina fluorescente cian, una proteina fluorescente amarilla, una proteina fluorescente naranja, una proteina
11
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fluorescente roja o una proteina fluorescente conmutable. En otra realizacién, el gen indicador codifica una
enzima luciferasa que incluye, p. €j., luciferasa de luciérnaga, luciferasa de Renilla, o luciferasa de Gaussia
secretora. En una realizacién, el gen indicador es B-galactosidasa. En una realizacién, el indicador es
peroxidasa de rabano picante (HRP). En una realizacién, el gen indicador se selecciona del grupo que consiste
en una proteina nuclear, transportador, proteina de membrana celular, proteina de citoesqueleto, receptor,
hormona de crecimiento, citocina, molécula de sefializacién, ARN regulador, anticuerpo y proteinas o péptidos
terapéuticos.

Construcciones de expresién

La presente invencién contempla el uso de un vector recombinante para la introduccién en células diana de un
polinucleétido que codifica un gen indicador y que contiene el casete de regulaciéon génica de la presente
invencién. La construccion de ADN recombinante de esta invencién puede incluir elementos de ADN
adicionales que incluyen segmentos de ADN que proporcionan la replicacion del ADN en una célula
hospedante y la expresién del gen diana en esa célula en niveles apropiados. El experto en la técnica aprecia
que las secuencias de control de la expresion (promotores, potenciadores y similares) se seleccionan
basandose en su capacidad para promover la expresidon del gen indicador en la célula diana. "Vector" significa
un plasmido recombinante, cromosoma artificial de levadura (YAC), minicromosoma, minicirculo de ADN o
virus (incluyendo secuencias derivadas de virus) que comprende un polinucleétido que se va a suministrar en
una célula hospedante, ya sea in vitro o in vivo. El vector recombinante puede ser un vector viral o una
combinacién de mlltiples vectores virales. Los vectores virales para la expresiéon mediada por aptdmero de un
gen indicador en una célula diana son conocidos en la técnica e incluyen vectores adenovirales (AV), vectores
de virus adenoasociados (AAV), vectores retrovirales y lentivirales, y vectores de Herpes simple tipo 1 (HSV1).

Métodos para dividir bibliotecas de aptdameros en sub-bibliotecas

Los métodos anteriores pueden comprender ademés dividir bibliotecas grandes de oligonucleétidos en sub-
bibliotecas mas pequefias y enfoques para hacer bibliotecas de plasmidos cribables por ensayo celular de
ribointerruptores sintéticos basados en aptdmeros. El método para dividir una biblioteca de oligonucleétidos en
sub-bibliotecas més pequefias puede comprender las etapas:

(a) proporcionar una biblioteca de oligonucleétidos en donde los oligonucleétidos de la biblioteca comprenden
multiples regiones constantes 5'y 3,

(b) realizar una PCR de dos ciclos utilizando la biblioteca de oligonucleétidos como molde y primeros cebadores
y segundos cebadores que son complementarios de las regiones constantes 5'y 3'

(c) aislar los productos de la PCR de dos ciclos, y

(d) amplificar por PCR un subconjunto de los productos aislados de la PCR de dos ciclos usando cebadores
complementarios de un subconjunto de las regiones constantes 5' y 3' Unicas.

La biblioteca de oligonucleétidos puede ser una biblioteca de aptdmeros aleatorizados que contienen uno o
mas nucledtidos aleatorizados. Las secuencias de aptdmeros estan flanqueadas por una regién constante
izquierda y derecha, que contienen un sitio de restriccion para la clonacién posterior.

El primer o segundo cebador en la PCR de dos ciclos puede comprender un marcador seleccionado del grupo
que consiste en biotina, digoxigenina (DIG), bromodesoxiuridina (BrdU), fluoréforo, un grupo quimico, p. €j.,
grupo tiol, o un grupo quimico, p. ej., azidas utilizadas en la quimica click. Estas moléculas se pueden unir a
los oligonucleétidos, y sus moléculas de interaccién, tales como estreptavidina o formas modificadas de avidina
para biotina, anticuerpos contra DIG o BrdU o fluoréforo, o un segundo grupo tiol para formar disulfuro, grupo
alquino para azidas, se pueden inmovilizar sobre una superficie sélida para facilitar el aislamiento de
oligonucleétidos marcados.

Una vez que una biblioteca de aptameros se divide en sub-bibliotecas de aptameros, los aptameros en una o
mas sub-bibliotecas se introducen en el casete de polinucledtido de regulacién génica para generar una
biblioteca de ribointerruptores y se criban segin la unién de ligando por los métodos proporcionados en el
presente documento.

Métodos para dividir bibliotecas de ribointerruptores en sub-bibliotecas

Los métodos anteriores pueden comprender ademas dividir una biblioteca de ribointerruptores en sub-
bibliotecas. Una biblioteca de ribointerruptores como se usa en el presente documento es una biblioteca de
plasmidos que comprende un casete de polinucleétido de regulacién génica, p. ej.,, como se describe en el
presente documento y en el documento PCT/US2016/016234, que comprende una pluralidad de aptameros
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donde los miembros individuales de la biblioteca comprenden secuencias de aptdmeros que son diferentes de
otros miembros de la biblioteca. En realizaciones, los aptameros en la biblioteca de ribointerruptores
comprenden uno 0 mas nucleétidos aleatorizados. La biblioteca de ribointerruptores plasmidicos puede haber
sido generada a partir de una sub-biblioteca de aptameros creada por los métodos descritos en el presente
documento.

El método para dividir la biblioteca de ribointerruptores en sub-bibliotecas comprende las etapas de:

(a) introducir una biblioteca de aptdmeros en un plasmido que comprende un casete de polinucleétido de
regulacién génica descrito en el presente documento para hacer una biblioteca de ribointerruptores;

(b) introducir la biblioteca de ribointerruptores en bacterias (p. €j., E. coli);

(c) recoger clones bacterianos (por ejemplo, escogiendo colonias bacterianas) y extraer ADN plasmidico para
obtener sub-bibliotecas de plasmidos de ribointerruptores (denominadas en el presente documento sub-
bibliotecas primarias);

(d) opcionalmente, generar sub-bibliotecas secundarias de ribointerruptores a partir de una sub-biblioteca de
plasmidos primaria de ribointerruptores introduciendo una sub-biblioteca primaria en bacterias, recogiendo
clones bacterianos y aislando el ADN plasmidico.

Los métodos para introducir secuencias en plasmidos para generar una biblioteca se conocen en la técnica asi
como lo son los métodos para introducir pldsmidos en bacterias y obtener clones bacterianos. Los clones
bacterianos que contienen un miembro de la biblioteca de ribointerruptores plasmidicos se pueden recolectar
sembrando bacterias y escogiendo colonias individuales. Los plasmidos agrupados de estos clones forman la
sub-biblioteca. El nimero de clones bacterianos recolectados determina el tamafio (nUmero de miembros
Unicos) de la sub-biblioteca de ribointerruptores y se pueden generar mdltiples sub-bibliotecas. Una 0 més sub-
bibliotecas primarias pueden dividirse adicionalmente para crear sub-bibliotecas secundarias para reducir
adicionalmente el tamafio de las sub-bibliotecas. Las sub-bibliotecas se criban usando los métodos descritos
en el presente documento introduciendo una o méas sub-bibliotecas en células eucariotas, exponiendo las
células a un ligando de interés, y midiendo la expresién del gen indicador del casete de polinucleétido de
regulacién génica. El aumento en la expresién del gen indicador en respuesta al ligando indica que uno o0 mas
miembros de la biblioteca comprenden un aptémero que se une al ligando en el contexto del ribointerruptor.
Por lo tanto, el tamafio de la sub-biblioteca que se puede cribar puede determinarse por la sensibilidad del
ensayo para medir la expresién del gen indicador. Una sub-biblioteca puede comprender de aproximadamente
50 a aproximadamente 600 miembros Unicos (aunque algunos miembros pueden repetirse en otras sub-
bibliotecas).

Debe entenderse y esperarse que un experto en la técnica puede variar los principios de la invencién descritos
en el presente documento. Los siguientes ejemplos ilustran adicionalmente la invencion.

Ejemplo 1

Cribado basado en células de mamifero para aptdmero/ligandos usando ribointerruptores reguladores de
genes basados en empalme.

Procedimientos:

Construccién de ribointerruptores: Los ribointerruptores se construyeron como se describe en el documento
PCT/US2016/016234 (en particular, los Ejemplos 3 a 6). Se sintetizé una secuencia de intrén de beta-globina
humana truncada y se inserté en la secuencia codificante de un gen de luciferasa de luciérnaga. Se sintetizé
un exén 2 de DHFR humana mutante y se inserté en el medio de esta secuencia de intrén de beta-globina
truncada usando la estrategia de clonacién de Golden Gate. Se sintetizaron aptameros que incluyen xpt-G/A',
ydhl-G/A?, yxj®, add* gdg6-G/A® como oligonucledtidos ("oligos") con 4 nucleétidos protuberantes en el extremo
5' que son complementarios de dos sitios Bsal diferentes individualmente (IDT), se reasociaron y se ligaron al
vector mDHFR-Luci-aceptor digerido con Bsal.

Transfeccion: 3,5 x 104 células HEK 293 se sembraron en una placa de fondo plano de 96 pocillos el dia antes
de la transfeccion. Se afiadié ADN plasmidico (500 ng) a un tubo o a una placa de fondo en U de 96 pocillos.
Por separado, se afiadié reactivo TransIT-293 (Mirus; 1,4 pyl) a 50 pl de medio Optimem | (Life Technologies),
y se dejé reposar durante 5 minutos a temperatura ambiente (TA). A continuacién, se afiadieron 50 pl de este
reactivo de transfeccidén diluido al ADN, se mezclaron y se incubaron a TA durante 20 min. Finalmente, se
afladieron 7 pl de esta solucién a un pocillo de células en la placa de 96 pocillos.

Ensayo de luciferasa de luciérnaga de células cultivadas: 24 horas después del cambio de medio, las placas
13
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se retiraron de la incubadora, y se equilibraron a TA durante varios minutos en un banco de laboratorio, luego
se aspiraron. Se afiadié tampén de lisis Glo (Promega, 100 pl, TA), y las placas se mantuvieron a TA durante
al menos 5 minutos. A continuacién, se mezclaron los contenidos del pocillo mediante trituraciéon de 50 pl, y se
mezclaron 20 pl de cada muestra con 20 pl de reactivo Bright-Glo (Promega) que se habia diluido al 10% en
tampén de lisis Glo. Se espaciaron 96 pocillos en una placa opaca blanca de 384 pocillos. Después de una
incubacién de 5 min a TA, se midié la luminiscencia usando una méquina Tecan con un tiempo de lectura de
500 ms. La actividad de luciferasa se expresé como unidad relativa de luz media (URL)*S.D,, y la tasa de
induccién se calculé como la actividad de luciferasa obtenida con tratamiento con guanina dividida por la
actividad de luciferasa obtenida sin tratamiento con guanina.

Resultados:

Comenzando con luciferasa como un gen indicador, se cred una plataforma de expresidén génica insertando un
intrén de B-globina humana en el medio de la secuencia codificante de luciferasa de luciérnaga y un exén 2 de
DHFR humana que contiene codén de parada en la parte de intrén. La expresion del gen indicador se controla
asi mediante la inclusién o exclusion del ex6n de mMDHFR que contiene un codén de parada que esta en el
marco con el gen indicador. En este sistema, una estructura de horquilla en el ARNm formada por el sitio de
unién de U1 y una secuencia complementaria insertada bloquea la inclusién del exén de mDHFR, permitiendo
por lo tanto la expresion del gen diana (Figura 1a). Para hacer la formacién de estructura de horquilla regulable,
por lo tanto la expresién del gen diana controlable por moléculas pequefias, los autores de la invencion
injertaron aptdmeros sintéticos (teofilina) o aptdmeros naturales (aptameros xpt-G/A, yxj, ydhl-A/G, add-A/G) o
aptédmeros hibridos gdg6-G/A) a esta plataforma de regulacién génica basada en empalme entre el sitio de
uniéon de U1 y su secuencia complementaria, y se generaron ribointerruptores sintéticos que regulan la
expresidn génica en células de mamifero. Usando su casete de regulacién génica basado en empalme e
insertando diferentes aptdmeros en su construccién de ribointerruptor sintética, demostraron diferentes
respuestas funcionales al ligando en el contexto de células de mamifero. Los ribointerruptores con aptameros
de guanina responden a la guanina asi como a la guanosina como se muestra en la Figura 1b. El ribointerruptor
xpt-guanina, xpt-G17 (descrito en el documento PCT/US2016/016234, véase, p. €j., SEQ ID NO: 15,), produjo
un alto intervalo dinamico de induccién de la expresion del gen indicador en respuesta al ligando con
tratamiento con su ligando natural.

Aunque los ribointerruptores basados en aptameros naturales tienen un alto intervalo dindmico en la regulacién
de la expresién génica en células de mamifero, la naturaleza de los ligandos para esos aptdmeros naturales
limita su aplicabilidad /n vivo. Aprovechando su plataforma de regulacién génica altamente dindmica con
ribointerruptores, primero eligieron una lista de analogos de guanina que tienen diferentes grupos quimicos en
la posicién N2 para ensayar sus actividades en el ribointerruptor xpt-G17. Como se muestra en la Figura 1c, a
una concentracion de 500 pM, varios compuestos de N2 indujeron actividad de la luciferasa en células con la
construccién xpt-G17, siendo la N2-fenoxiacetil-guanina la mas potente (tasa de induccién de 1303) como se
muestra en la Figura 1d. Para expandir la lista de compuestos para usar como ligandos potenciales, se usé la
biblioteca Prestwick (una coleccidén de 1280 farmacos clinicamente aprobados) a 100 pM para cribar ligandos
Optimos para activar aptameros conocidos en el contexto de células de mamifero. Como se muestra en la
Figura 1e a partir de un cribado preliminar, el ribointerruptor de guanina xpt-G17 respondia no solo a la guanina,
sino también a la 8-azaguanina, Nadida, N6-metiladenosina, propionato de testosterona, 5'-monofosfato de
adenosina monohidrato, anfotericina B, tioguanina, tiloxapol, progesterona y acetato de clormadinona como se
muestra en la Figura 1e, asi como a varios otros compuestos listados en la Tabla 1. Es interesante que algunos
de estos compuestos que mostraban actividades en el ribointerruptor xpt-G17 son estructuralmente muy
diferentes de la guanina o guanosina. La biblioteca Prestwick se crib6 ademas con otros 8 ribointerruptores de
purina, y se obtuvo una serie de compuestos que pueden activar los ribointerruptores para inducir la actividad
de la luciferasa (Tabla 1). Estos resultados demuestran el uso importante del sistema de ribointerruptor en el
descubrimiento de ligandos 6ptimos potenciales para aptamero conocido en el entorno celular, resaltando
ademas la importancia de generar aptameros en el contexto de las células dentro de las cuales se requerira
que funcione el ribointerruptor.

Tabla 1.
Ribointerruptor Nombre del compuesto Tasa de induccidn
xpt-G17 8-Azaguanina 131,0
xpt-G17 Azatioprina 6,2
xpt-G17 Cinarizina 3,5
xpt-G17 Maleato de pimetixeno 4,7
xpt-G17 N6-metiladenosina 30,7
xpt-G17 Tioguanosina 21,0
xpt-G17 5'-Monofosfato de adenosina monohidrato 28,4
xpt-G17 Anfotericina B 21,5
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Ribointerruptor

Nombre del compuesto

Tasa de induccién

xpt-G17 Propionato de testosterona 29,0
xpt-G17 Haloprogina 51
xpt-G17 Idebenona 3,3
xpt-G17 Zotepina 4,3
xpt-G17 Progesterona 12,0
xpt-G17 Tenatoprazol 3,2
xpt-G17 Sal de maleato de acetopromazina 4,5
xpt-G17 Etofenamato 7.5
xpt-G17 Mercaptopurina 3,6
xpt-G17 Avermectina B 1 4,0
xpt-G17 Hidrocloruro de promazina 3,7
xpt-G17 Nadida 40,9
xpt-G17 Tartrato de trimeprazina 4,9
xpt-G17 Hidrocloruro de prometazina 53
xpt-G17 Tiloxapol 16,2
xpt-G17 Acetato de clormadinona 10,3
xpt-G17 Pamoato de pirvinio 51
gdg6-A8 8-Azaguanina 305,9
gdg6-A8 Cimetidina 3,0
gdg6-A8 Azatioprina 19,9
gdg6-A8 Hidrocloruro de diperodén 3,0
gdg6-A8 Maleato de pimetixeno 9,2
gdg6-A8 Tioguanosina 201
gdg6-A8 Sal de maleato de acetopromazina 8,6
gdg6-A8 Mercaptopurina 17,2
gdg6-A8 Dihidrocloruro de opipramol 3,1
gdg6-A8 Hidrocloruro de promazina 12,6
gdg6-A8 Sal de maleato de metotrimeprazina 50
gdg6-A8 Dienestrol 4,3
gdg6-A8 Sal de maleato de trimipramina 53
gdg6-A8 Tartrato de trimeprazina 8,7
gdg6-A8 Hidrocloruro de prometazina 4.8
gdg6-A8 Vorinostat 6,4
gdg6-A8 Metiazol 3,8
yXxj-AB 8-Azaguanina 55,6
yXj-AB Azatioprina 6,6
yXj-AB Maleato de pimetixeno 4,9
yXxj-AB Tioguanosina 10,2
yXxj-AB Sal de maleato de acetopromazina 3,1
yXxj-AB Mercaptopurina 10,0
yXj-AB Hidrocloruro de promazina 6,6
yXxj-AB Sulfaquinoxalina sédica 3,4
yXxj-AB Sal de maleato de trimipramina 3,3
yXxj-AB Tartrato de trimeprazina 7,0
yXj-AB Hidrocloruro de prometazina 7,9
yXj-AB Mesilato de pirlindol 3,2
add-A6 8-Azaguanina 221
add-A6 Azatioprina 6,5
add-A6 Maleato de pimetixeno 42
add-A6 Tioguanosina 59
add-A6 Sal de maleato de acetopromazina 3,5
add-A6 Mercaptopurina 15,0
add-A6 Dihidrocloruro de opipramol 4,3
add-A6 Hidrocloruro de promazina 10,5
add-A6 Sulfaquinoxalina sédica 3,3
add-A6 Hidrocloruro de terazosina 3,5
add-A6 Sal de maleato de trimipramina 3,4
add-A6 Tartrato de trimeprazina 4,0
add-A6 Hidrocloruro de prometazina 4,5
add-A6 Citrato de deptropina 3,3
add-A6 Cloruro de alcuronio 4,2
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Ribointerruptor

Nombre del compuesto

Tasa de induccién

ydhl-A6 Hidroclorotiazida 3,3
ydhl-A6 8-Azaguanina 3,7
ydhl-A6 Hidrocloruro de ticlopidina 3,1
ydhl-A6 Sal de citrato de alverina 42
ydhl-A6 Vincamina 3,3
ydhl-A6 Idebenona 3,5
ydhl-A6 Pepstatina A 4,0
ydhl-A6 Modafinilo 3,8
ydhl-A6 Benperidol 3,1
ydhl-A6 Digoxigenina 4,5
ydhl-A6 Digoxigenina 3,3
ydhl-A6 Hidrocloruro de moricizina 10,3
ydhl-A6 Hidrocloruro de pivmecilinam 3,2
ydhl-A6 Hidrocloruro de piperidolato 3,4
ydhl-A6 Oxaprozina 3,4
ydhl-A6 Imidurea 4,3
ydhl-A6 Hidrocloruro de mecamilamina 3,2
xpt-A8 8-Azaguanina 95,1
xpt-A8 Azatioprina 59
xpt-A8 Maleato de pimetixeno 3,3
xpt-A8 Tioguanosina 11,8
xpt-A8 Mercaptopurina 3,4
xpt-A8 Hidrocloruro de promazina 41
xpt-A8 Hidrocloruro de prometazina 54
gdg6-G8 8-Azaguanina 423
gdg6-G8 Azatioprina 16,2
gdg6-G8 Maleato de pimetixeno 51
gdg6-G8 Tioguanosina 15,9
gdg6-G8 Anfotericina B 3,8
gdg6-G8 Sal de maleato de acetopromazina 3,2
gdg6-G8 Mercaptopurina 16,2
gdg6-G8 Hidrocloruro de promazina 6,2
gdg6-G8 Sal de maleato de trimipramina 3,3
gdg6-G8 Tartrato de trimeprazina 6,2
gdg6-G8 Hidrocloruro de prometazina 6,5
gdg6-G8 Sulfato de penbutolol 3,3
gdg6-G8 Vorinostat 10,2
gdg6-G8 Metiazol 3,3
gdg6-G8 Estriol 4,3
add-G6 8-Azaguanina 479
add-G6 Niclosamida 3,0
add-G6 Azatioprina 11,4
add-G6 Linestrenol 3,8
add-G6 Hidrocloruro de R(-)apomorfina hemihidrato 3,4
add-G6 Danazol 3,7
add-G6 Camptotecina (S, +) 57
add-G6 Cinarizina 3,6
add-G6 Maleato de pimetixeno 6,6
add-G6 Dihidrocloruro de flunarizina 47
add-G6 N6-metiladenosina 20,8
add-G6 Tioguanosina 7,9
add-G6 5'-Monofosfato de adenosina monohidrato 9.4
add-G6 Hidrocloruro de bepridilo 4.4
add-G6 Anfotericina B 10,7
add-G6 Propionato de testosterona 8,8
add-G6 Haloprogina 59
add-G6 Idebenona 6,7
add-G6 Sulfosalicilato de meclociclina 3,4
add-G6 Progesterona 6,0
add-G6 Sal de maleato de acetopromazina 50
add-G6 Etofenamato 51
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Ribointerruptor Nombre del compuesto Tasa de induccidn
add-G6 Mercaptopurina 14,3
add-G6 Hidrocloruro de benzamilo 3,0
add-G6 Avermectina B 1 11,8
add-G6 Hidrocloruro de promazina 54
add-G6 Nadida 30,8
add-G6 Sal de maleato de trimipramina 3,4
add-G6 Tartrato de trimeprazina 6,2
add-G6 Simvastatina 6,2
add-G6 Hidrocloruro de prometazina 6,7
add-G6 Hidrocloruro de protriptilina 50
add-G6 Acetato de clormadinona 26,1
add-G6 Acetato de nomegestrol 3,5
add-G6 Pamoato de pirvinio 15,8
add-G6 Nitrato de sertaconazol 6,5
add-G6 Vorinostat 3,6
ydhI-G8 Sulfaguanidina 13,9
ydhI-G8 8-Azaguanina 35,6
ydhl-G8 N6-metiladenosina 10,7
ydhl-G8 Tioguanosina 7.5
ydhl-G8 5'-Monofosfato de adenosina monohidrato 59
ydhI-G8 Anfotericina B 6,5
ydhI-G8 Hidrocloruro de tetracaina 3,6
ydhl-G8 Sal de maleato de acetopromazina 3,9
ydhl-G8 Hidrocloruro de azelastina 3,0
ydhl-G8 Etofenamato 4,8
ydhI-G8 Mercaptopurina 3,6
ydhI-G8 Hidrocloruro de promazina 52
ydhl-G8 Nadida 11,7
ydhl-G8 Tartrato de trimeprazina 50
ydhl-G8 Acetato de clormadinona 10,4
ydhI-G8 Pamoato de pirvinio 55
ydhl-G8 Vorinostat 3,0

Las secuencias para los ribointerruptores usados en el cribado de la biblioteca Prestwick se proporcionan a
continuacién con las secuencias de tallo en letras maylsculas, y las secuencias de aptadmero en letras
minusculas:

xpt-A8 (SEQ ID NO: 1):

GTAATGTataatcgcgtggatatggcacgcaagtttctaccgggcaccgtaaatgtccgattACATTAC add-G6 (SEQ ID NO: 2):
GTAATGTGtataatcctaatgatatggtttgggagttictaccaagagecttaaactcttgactaCACATTAC add-A6 (SEQ ID NO: 3):
GTAATGTGtataatcctaatgatatggtttgggagttictaccaagagecttaaactcttgattaCACATTAC gdg6-A8 (SEQ ID NO: 4):
GTAATGTacagggtagcataatgggctactgacceccgecgggaaacctatttccegattACATTAC gdg6-G8 (SEQ ID NO: 5):
GTAATGTacagggtagcataatgggctactgaccccgecgggaaacctatttcccgactACATTAC

Ydhl-G8 (SEQ ID NO: 6):

GTAATGTataacctcaataatatggtttgagggtgtctaccaggaaccgtaaaatcctgactACATTAC

Ydhl-A6 (SEQ ID NO: 7):

GTAATGTGtataacctcaataatatggtttgagggtgtctaccaggaaccgtaaaatectgattaCACATTAC yxj-A6 (SEQ ID NO: 8):
GTAATGT GtatatgatcagtaatatggtctgattgttictacctagtaaccgtaaaaaactagattaCACATTAC

Ejemplo 2

Disefio y sintesis de biblioteca de aptdmeros.
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Procedimiento

Para generar una biblioteca de aptdmeros, se aleatorizaron nucleétidos en posiciones en el aptdmero que se
identifican a partir de la estructura cristalina®’ como potencialmente implicados en la unién de ligando. Con el
fin de facilitar la construcciéon de aptdmeros en ribointerruptores, la regién de aptamero estaba flanqueada por
regiones constantes con sitios de corte de enzima de restriccién de tipo lls (p. ej., Bsal). Estos oligonucleétidos
Ultramer de 153 pb que contienen la secuencia de aptdmero con bases aleatorizadas se sintetizaron mediante
IDT:

GACTTCGGETCTUATCCAGAGAATGAAAAAAAAATUTTCAGTAGAAGGTAATGTA
TANNNGCGTOGATATGGCACGONNGNNNNONCCGGGCACCOTAAATGTCCGACT
ACATTACGCATCATTCTAAAGAATAACAGTGAAGAGACCAGACEGG (N representa

nucledtidos aleatorios) (SEQ ID NO: 9). Para generar més diversidad de secuencias en la biblioteca de
aptdmeros, se pueden aleatorizar bases en mas posiciones. También se puede usar una secuencia
completamente aleatoria para generar la biblioteca de aptameros.

Resultados

Como se describe en el Ejemplo 1, los autores de la invencién han construido con éxito ribointerruptores
sintéticos que regulan la expresién de genes de mamifero en respuesta al tratamiento con ligando de molécula
pequefia. Uno de los ribointerruptores xpt-G17 contiene el aptdmero de guanina xpt-G en el casete de
expresién génica basado en empalme. Usando luciferasa como un gen indicador, se logré un alto intervalo
dinamico de regulacién génica en respuesta al tratamiento con guanina, con una tasa de induccién de 2000 a
una alta concentracién de guanina. Este intervalo dindmico sin precedentes de actividad de regulacién génica
por las construcciones de empalme alternativo mediadas por aptdmero/ligando proporciona un sistema para
cribar aptameros contra un ligando deseado en células de mamifero, o cribar ligandos que se unen y activan
aptédmeros conocidos.

Se selecciond el xpt-G17 como una plataforma para construir una biblioteca de ribointerruptores de inicio. La
configuracién de la secuencia de oligonucleétidos se disefié para reemplazar el aptamero de guanina xpt-G
original en las siguientes etapas de clonacion. Se aleatorizaron los nucleétidos en el aptdmero de guanina xpt-
G en posiciones que se sabe que son criticas para la unién de guanina basandose en el anélisis de
cristalografia. Inicialmente, se aleatorizaron 10 posiciones, lo que generé una biblioteca de 1.048.576
secuencias de aptamero. Cuando se aleatorizan mas de 10 posiciones, se pueden generar bibliotecas mayores
que 108 secuencias. Aunque aqui se uso6 selectivamente la secuencia de cadena principal de aptamero de
guanina xpt-G para aleatorizar, se puede usar un enfoque similar para generar bibliotecas de aptameros con
otros aptdmeros conocidos, o incluso secuencias completamente aleatorias sin ligandos conocidos. Aunque
aqui se eligié xpt-G17 como plataforma, es importante sefialar que los ribointerruptores con diferentes
aptdmeros, o ribointerruptores basados en mecanismos distintos del empalme también se pueden usar como
plataforma de partida para generar secuencias de aptdmeros aleatorizadas.

Ejemplo 3
Divisién de la biblioteca grande de aptdmeros aleatorizados en sub-bibliotecas mas pequefias de aptameros.
Procedimientos

Oligonucleétidos (oligos): El conjunto de cebadores JF o JR tienen la secuencia de la parte 3' complementaria
de las regiones constantes en los oligos aptdmeros sintetizados y la secuencia de la parte 5' que contiene
secuencias de oligos de 20 meros aleatorias. El conjunto de cebadores F o R es complementario de las
secuencias de oligos de 20 meros aleatorias en los cebadores JF o JR. Todos los cebadores se sintetizan en
IDT. Los cebadores JF se marcaron con biotina en el extremo &' (IDT). Los oligos sintetizados se suspendieron
en agua exenta de DNasa y de RNasa hasta 100 ygM como solucién madre, y se diluyeron a la concentracidn
deseada y se cuantificaron usando una maquina NanoDrop o método OliGreen (ThermoFisher).

Amplificacién por PCR de dos ciclos: Para afiadir el oligo-marcador biotinilado, se realizé amplificaciéon por
PCR de dos ciclos usando el kit de PCR Pfx Platinum siguiendo el protocolo del fabricante en un volumen de
reaccién de 10 yl. Los moldes de oligo se usaron a los niUmeros de copias deseados en la reaccién de PCR (1
a 5 copias por secuencia de oligo en la biblioteca de aptameros). Para el primer ciclo de amplificaciéon, solo se
incluyeron cebadores JR inversos. La amplificacion se llevd a cabo a 94°C durante 2 minutos, después a 94°C
durante 10 segundos, reasociaciéon con un programa de rampa de temperatura decreciente (touchdown) de
66°C a 52°C descendiendo a 0,5°C por minuto. A continuacién, la reaccién de polimerasa se extendié a 68°C
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durante 20 segundos seguido de enfriamiento hasta 4°C. Después se afiadieron 10 pl de mezcla de PCR sin
molde pero que contenia cebadores directos biotinilados (biotina-JF) al tubo de PCR del primer ciclo para el
segundo ciclo de amplificacién usando las mismas etapas de PCR. Los productos de PCR estaban listos para
incubar con perlas de estreptavidina.

Aislamiento de oligonucleétidos biotinilados (oligos): Se preparé tampén de unién y lavado 2x (tampén BW) de
tampén TE 1x (Ambion) con NaCl 2 M. La estreptavidina de Dynabeads M-270 (ThermoFisher) (SA-perlas) se
bloqueé con solucién de ARNt de levadura 20 pM (Ambion) durante 10 minutos a temperatura ambiente, y se
lavé con tampén BW 1x dos veces, y se resuspendié en el mismo volumen de tampén BW 2x que el volumen
inicial de perlas utilizadas. Se afiadieron 50 pl de estas perlas tratadas a los productos de PCR junto con 100
Ml de tampédn BW 2x y 30 pl de agua. Los 200 pl de mezcla de oligos biotinilados y SA-perlas se incubaron a
temperatura ambiente durante 60 minutos, después las perlas se desnaturalizaron a 95°C durante 5 minutos,
se enfriaron inmediatamente sobre hielo y se lavaron una vez con tampén BW 1x, dos veces con agua durante
5 minutos siguiendo el protocolo del fabricante. La solucién de lavado se retiré tanto como fue posible, y las
perlas lavadas estaban listas para la reacciéon de PCR.

PCR especificas de marcador de secuencia de oligo: Se afiadieron perlas con productos de PCR biotinilados
a un total de 50 pl de mezcla de PCR usando el kit de PCR de Platinum Pfx. Los cebadores son una mezcla
del conjunto de cebadores F y R. La PCR se precalent6 a 94°C durante 2 minutos, se sometié a 28 ciclos de
94°C durante 15 segundos, 62°C durante 30 segundos, 68°C durante 20 segundos, y una extensién adicional
a 68°C durante 2 min. El producto de PCR se enfrié a 12°C y estaba listo para la segunda ronda de PCR. Para
la segunda ronda de amplificacién por PCR, se usaron 1 ul del producto de PCR de la primera ronda de PCR
como molde, y se usé un solo par de cebadores F y R para amplificar moldes marcados con las secuencias
complementarias. La reaccién de PCR se precalent6 a 94°C, y se amplific6 con 25 ciclos de 94°C durante 15
segundos, 60°C durante 30 segundos, 68°C durante 20 segundos, y una extensién adicional a 68°C durante 2
minutos.

Resultados

Aunque la seleccién in vitro que usa la evolucién sistemética de ligandos por enriquecimiento exponencial
(SELEX)®? se ha aplicado extensamente para cribar bibliotecas grandes de aptameros normalmente con 103
a 10" secuencias para generar numerosos aptameros contra una amplia variedad de ligandos que incluyen
metabolitos, cofactores de vitaminas, iones metélicos, proteinas e incluso células'®, todavia no se han
desarrollado métodos para cribados basados en células de dichas bibliotecas grandes de aptameros
aleatorizados. Ademas, pocos aptdmeros generados por SELEX han demostrado ser eficaces en un entorno
celular, lo que pone de relieve la importancia de cribar aptdmeros en el entorno celular donde se requerirédn
para funcionar. Con el fin de que los aptdmeros seleccionados funcionen dentro de las células, la unién del
aptédmero especifico a su ligando debe tener una consecuencia funcional, que no puede ensayarse a través de
SELEX, que selecciona aptdmeros basandose Unicamente en la unién del ligando en condiciones in vitro. Un
desafio del desarrollo de cribados basados en células de mamifero para aptdmeros es el bajo intervalo
dinamico regulador de genes de ribointerruptores basados en aptdmeros en respuesta al tratamiento con
ligando. Ademas de esta limitacién fundamental, la eficiencia intrinseca de transduccién génica baja en células
de mamifero impone otra barrera al cribado de bibliotecas mayores que 10° secuencias. Sin embargo, los
autores de la invencién desarrollaron ribointerruptores sintéticos que pueden generar la induccién de hasta
varios miles de veces de la expresién génica tras el tratamiento con ligando. Este alto intervalo dinamico de
regulacién génica proporciona la base de un sistema basado en células para cribar aptdmero/ligandos. Con el
fin de seleccionar aptameros en células eucariotas de bibliotecas de aptameros grandes que tienen alta
diversidad de secuencias, la presente invencién proporciona multiples estrategias y enfoques para partir/dividir
bibliotecas de aptameros grandes en sub-bibliotecas més pequefias que pueden clonarse en casete de
ribointerruptor para generar bibliotecas de plasmidos que se pueden cribar por medio de ensayos basados en
células de mamifero.

La estrategia de dividir bibliotecas grandes de aptameros es afiadir primero un par de secuencias Unicas en
los extremos tanto 5' como 3' de las secuencias de oligos de aptameros aleatorizados sintetizadas (como se
describe en el Ejemplo 2). En la segunda etapa de esta estrategia, las secuencias de aptameros unidas
(etiquetadas/marcadas) con secuencias de oligos Unicas pueden amplificarse usando un solo par de cebadores
complementarios de cada par de marcadores de secuencia, generando asi diferentes sub-bibliotecas de
aptédmeros (Figura 3a). Este procedimiento de dos etapas de marcado y PCR se puede iterar para dividir la
biblioteca a los tamafios deseados.

Para unir pares de secuencias Unicos al molde, los autores de la invencién han desarrollado multiples enfoques
(Figura 3b). Un enfoque es utilizar la PCR para incorporar secuencias Unicas a los moldes (enfoque de PCR).
Otros enfoques incluyen ligar el marcador de secuencia monocatenaria a un molde monocatenario usando la
ARN ligasa T4 y ligar mediante ADN ligasa T4 marcadores de secuencia bicatenaria a moldes bicatenarios que
se generan por amplificacién por PCR de moldes de oligonucledtidos monocatenarios (enfoque de ligado). Los
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autores de la invencién han desarrollado y ensayado un enfoque de PCR de dos ciclos (Figura 3c), y
actualmente estédn en un proceso de ensayar los enfoques de ligado para afiadir marcadores de secuencias
Unicas.

Para usar el enfoque de PCR para unir marcadores de secuencia para generar una biblioteca marcada de
aptédmeros, se disefid un conjunto de cebadores de PCR (JF y JR). Este conjunto de cebadores contiene la
secuencia de marcador en la parte 5' de los cebadores, y en la parte 3' de los cebadores, la secuencia que es
complementaria de la regién constante en los oligos aptameros sintetizados. Con el fin de evitar la
heterogeneidad generada por la PCR' convencional de multiples ciclos usando nimeros de copias altos de
moldes, se desarrollé una PCR de dos ciclos para unir el marcador de secuencia en un extremo del molde en
cada ciclo (Figura 3c). En esta PCR de dos ciclos, el nUmero de copias de los moldes de oligos aleatorizados
se mantuvo minimo para disminuir la posibilidad de que cada molde se uniera con mas de un par de secuencias
de marcadores. Con el fin de aislar y purificar los moldes marcados, se marcaron cebadores JF con moléculas
de biotina, de manera que se pueden usar perlas magnéticas de estreptavidina para separar los moldes
marcados y biotinilados del resto de los componentes de reaccién (Figura 3d). Debido al bajo nimero de copias
de moldes con el que se empez6 el marcado por PCR, los moldes marcados y biotinilados aislados se
amplificaron y expandieron por PCR usando una mezcla de un conjunto de cebadores (cebadores J y F) que
son especificos para las secuencias de marcadores unidas a los moldes, generando la biblioteca de aptameros
que tienen un par Unico de secuencias en los extremos (biblioteca marcada de aptdmeros aleatorizados). Este
producto de PCR sirve entonces como molde para la PCR con un solo par de cebadores J y R para amplificar
cada molde marcado, generando asi las sub-bibliotecas de la biblioteca de aptameros original.

En un estudio piloto donde se usaron 2 cebadores JF marcados con biotina (JF1 y JF2) y 8 cebadores JR
inversos (JR1 a JR8), dio como resultado un total de 16 pares Unicos de marcadores de secuencia. Después
de generar la biblioteca marcada por PCR con moldes con 1, 2,3 0 4,6 copias que representan 63%, 90% o
99% de la biblioteca de aptameros aleatorizados inicial, respectivamente, se usaron diferentes cebadores para
ensayar la estrategia de division. Como se muestra en el panel izquierdo de la Figura 3e, los moldes marcados
se amplificaron mediante cebadores complementarios de la regién constante (cebadores universales) en el
aptédmero, que amplifican todos los moldes en la biblioteca. Cuando se usé un solo par de cebadores (F1y R1)
que son especificos para las secuencias de marcadores afiadidas (panel medio), pero no el par de cebadores
(F3 y R1) que no se incluyeron en el marcado (panel derecho), los moldes marcados se amplificaron en una
cantidad mucho menor en comparacién con el producto amplificado con cebador universal, lo que indica que
solo se amplificd una parte (1/16) de la biblioteca. Por lo tanto, la biblioteca original se dividié en sub-bibliotecas
mas pequefias.

Ejemplo 4
La sensibilidad del ensayo basado en células para el cribado de bibliotecas.
Procedimientos:

Construcciones de ADN: Las construcciones de ADN de plasmido que contenian ribointerruptor xpt-G17 se
diluyeron en la construccién de ADN SR-Mut en relaciones diferente de estas dos construcciones de ADN. Las
construcciones de ADN de plasmidos mixtas de G17 y SR-mut se transfectaron a continuacién a células HEK
293. La transfeccion y el ensayo de luciferasa se realizaron como se describe en el Ejemplo 1.

Resultados:

La sensibilidad del ensayo basado en células para el cribado de bibliotecas determina cuan complejo o cuan
grande puede ser el tamafio de la biblioteca de plasmidos de aptamero-ribointerruptor con el fin de que al
menos 1 acierto positivo sobresalga del resto de la biblioteca en el cribado. El ensayo puede ser para la
actividad de luciferasa, intensidad de fluorescencia de proteina fluorescente o liberacién de hormona de
crecimiento/citocina, dependiendo del gen indicador elegido, y los elementos genéticos pueden suministrarse
ya sea por transfeccién transitoria o por transduccién viral, p. ej. AAV, adenovirus, lentivirus, etc.

Aqui, se eligi6 la transfeccién transitoria para suministrar ADN plasmidico, y se usé luciferasa de luciérnaga
como gen indicador usando la construccion xpt-G17 como vector de control de ribointerruptor positivo, un
ensayo que se ha probado y usado ampliamente durante el desarrollo del ribointerruptor xpt-G17 en células de
mamifero. La construccién SR-mut se usé como vector de control negativo que tiene los mismos elementos
genéticos que la construccion xpt-G17 excepto que no hay secuencia de aptamero de guanina, por lo tanto no
activa la expresién génica en respuesta al tratamiento con guanina. Estas dos construcciones se mezclaron
entre si para imitar una situacién de biblioteca agrupada, aunque la biblioteca de ribointerruptores real es mas
compleja debido a la gran diversidad molecular generada por la aleatorizacién de nucleétidos. Las células
transfectadas con 100% de ADN de construccién de xpt-G17 produjeron una tasa de induccién de 2000 de la
actividad de luciferasa tras el tratamiento con guanina 500 uM en comparacién con las células no tratadas.
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Cuando se diluyé el ADN de la construccién xpt-G17 con ADN de la construccidén SR-mut, las células
transfectadas con el ADN mezclado mostraron una tasa de induccidn inferior de la actividad de luciferasa.
Como se muestra en la Figura 3, la tasa de induccién disminuyé cuando la relacién de construccidén de xpt-
G17 que responde a guanina a la construccion de SR-mut negativa que no responde disminuyé, pero todavia
puede generar una tasa de induccién de 2,3 cuando hay 1 construccion positiva de 2000 moléculas, lo que
indica la probabilidad de recuperar 1 ribointerruptor que responde al ligando de una mezcla de ribointerruptores
que no responden al ligando.

Para ensayos distintos del descrito anteriormente, las sensibilidades del ensayo deben analizarse para
proporcionar orientacién para determinar el tamafio de las agrupaciones de sub-bibliotecas que se van a cribar.

Ejemplo 5

Construccién de una biblioteca de plasmidos de ribointerruptores basados en aptameros agrupados y divisién
de la biblioteca de ribointerruptores mas grande en sub-bibliotecas cribables méas pequefias.

Procedimientos:

Construccién de biblioteca de plasmidos agrupados de ribointerruptores: Se amplificaron por PCR secuencias
de aptameros que contenian oligos Ultramer con bases aleatorizadas (véase el Ejemplo 2 para el disefio y
composiciébn de secuencias) usando el kit Platinum Pfx (Invitrogen) para generar fragmentos de ADN
bicatenario, y el producto de PCR generado se analizd en gel de agarosa al 4%. EI ADN con un tamafio de 153
pb se purificd en gel (Qiagen) y se digirié con enzima Bsal (NEB). El fragmento de ADN digerido con Bsal se
ligé entonces al vector aceptor digerido con Bsal (MmDHFR-Luci-Aceptor) como se describe en el Ejemplo 1 con
una relacion 1:5 de vector a insertar usando una ADN ligasa T4 (Roche). Las células competentes ElectroMAX
DH5a-E se transformaron siguiendo las instrucciones del fabricante (Invitrogen) con el producto de ligado y se
sembraron en placas de agar. Las colonias bacterianas se agruparon y se recogieron, y se extrajo el ADN para
obtener la biblioteca de pldsmidos de ribointerruptores (P1).

Se usé6 un enfoque similar para generar una biblioteca de ribointerruptores plasmidicos mas pequefia (P2) en
la que las bases de nucledtidos en 5 posiciones en el aptdmero se aleatorizaron generando un total de 1024
secuencias de aptamero diferentes (donde N indica una posicién aleatorizada):

GACTTCGGTCTCATCCAGAGAATGAAAMAAAAATCTTCAGTAGAAGGTAATGTA
TANNNGCOTGGATATGGUACGOUNNGTTTCTACCGGUGCACCAGTAAATGTCCGACT
ACATTACGCACCATICTAAAGAATAACAGTGAAGAGACCAGACGE (SEQ TH NO:

1

Transformacién de DHSa quimicamente competente: se usaron 227 pg de ADN plasmidico para transformar
50 pl de células competentes para obtener una relacién 1:10 de ADN plasmidico y células bacterianas. Las
células transformadas se sembraron en placas de agar después de ser incubadas a 37°C sin agitacién durante
30 minutos, y las colonias se agruparon y se recogieron para la extraccion de ADN usando un kit Miniprep de
formato 96 (Qiagen) para obtener sub-bibliotecas de pldsmidos agrupados de ribointerruptores.

Secuenciacién de nueva generaciébn (NGS): Se us6 el ADN plasmidico de las sub-bibliotecas de
ribointerruptores secundarias o terciarias como moldes, y se usaron los siguientes cebadores para generar
amplicones por PCR que contienen las secuencias de aptédmeros aleatorizadas: DHFR_F: 5'-
GACTTCGGTCTCATCCAGAGAATGAAAAAAAAATCTTCAGTAGAAGGTAATG-3' (SEQ ID NO: 11); IVS_R:
5'-CCGTCTGGTCTCTTCACTGTTATTCTTTAGAATGGTGCG-3 (SEQ ID NO: 12). Los productos de PCR se
sometieron a NGS usando la plataforma de extremos emparejados de lllumina MiSeq 2x150 pb para generar
aproximadamente lecturas de 700K para cada muestra y analisis bioinformaticos posteriores para identificacién
de secuencia Unica y célculo de abundancia relativa (Servicio proporcionado por Genewiz). Las secuencias
que mostraron 12, o mas de 12, lecturas de una ronda de secuenciacion se consideran secuencias verdaderas.

Resultados

Para cribar aptdmeros mediante un ensayo basado en células, se generé una biblioteca de plasmidos de
ribointerruptores clonando la biblioteca de aptameros en el vector mDHFR-Luci-Aceptor (Figura 5a). Las
construcciones generadas contienen la misma configuracién de elemento genético que en la construccidn xpt-
G17, siendo la Unica diferencia las secuencias de aptdmero. Se empezd con una biblioteca de aptameros
generada como se describe en el Ejemplo 2, una biblioteca de aptameros aleatorizada que comprende 10°
secuencias Unicas. Para asegurar una representacion superior al 99,9% de la biblioteca de aptameros inicial,
se recogieron de las placas de agar un total de 7,5 x 108 colonias, que es 7,5 veces el nlimero de secuencias
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en la biblioteca de aptameros. El ADN plasmidico extraido de las colonias recogidas forma la biblioteca de
plasmidos (P1) que consiste en 10° ribointerruptores Unicos.

Para dividir bibliotecas de plasmidos en sub-bibliotecas que sean lo suficientemente pequefias para ser
cribadas usando el ensayo basado en células desarrollado, se utilizé una estrategia, como se describe en la
Figura 5b, que implica agrupar nUmeros mas pequefios de colonias bacterianas transformadas y extraer el
ADN para hacer sub-bibliotecas de plasmidos de ribointerruptores. Este procedimiento de dividir bibliotecas de
plasmidos se puede realizar durante varias rondas para obtener el tamafio requerido de las sub-bibliotecas en
las que se puede detectar un solo evento positivo (es decir, unién especifica de aptdmero/ligando que conduce
a la expresién del gen indicador) basado en la sensibilidad del ensayo basado en células desarrollado para
cribar la biblioteca, generando sub-bibliotecas primarias, secundarias o terciarias, respectivamente. El tamafio
de las sub-bibliotecas se calcul6 como n (sub-biblioteca) = m (valor de representacién) * N (tamafio de
biblioteca inicial)/d (valor de divisién). El "valor de divisiéon" representa el nimero total de sub-bibliotecas a
obtener, y puede ser cualquier nimero que se desee. Aqui, se eligié 100 como valor de divisién para la facilidad
de calculo. Para la primera ronda de division, se recogieron 6x10° colonias, que es 6 veces el nimero de
ribointerruptores en la biblioteca de plasmidos inicial para obtener una representacion mayor de 99% (10°).
Para la segunda ronda de division, se eligié una representacién de 1 de la sub-biblioteca primaria. Para la
biblioteca de plasmidos con 108 ribointerruptores se construyé (P1), donde N=10%, m=6, d=100, el tamafio de
cada sub-biblioteca individual es n=6x104. Se recogieron un total de 6x10° colonias bacterianas en 100 tubos
individuales y se extrajo el ADN de cada tubo individual para generar una sub-biblioteca primaria de plasmidos
de ribointerruptores (P1S_001 a P1S_100). Usando la misma estrategia y comenzando con la sub-biblioteca
P1S_001, como un ejemplo, la sub-biblioteca primaria se dividié ademés en 100 sub-bibliotecas secundarias
incluso méas pequefias denominadas P1S_001_001 a P1S_001_100. Por lo tanto, realizando dos rondas de
divisién, se generaron sub-bibliotecas de plasmidos secundarios con 600 ribointerruptores en cada una. Las
sub-bibliotecas de ribointerruptores pueden dividirse adicionalmente por la 32 ronda de procedimientos de
divisién para generar sub-bibliotecas de plasmidos terciarias.

Se us6 el mismo enfoque para dividir la biblioteca de ribointerruptores de plasmidos P2 que contiene 1024
secuencias de aptameros Unicas. Recogiendo 100 porciones de un total de 5000 colonias, se generaron 100
sub-bibliotecas primarias P2S_001 a P2S_100, conteniendo cada sub-biblioteca aproximadamente 50
ribointerruptores.

Para determinar la composicidn y la calidad de las bibliotecas de ribointerruptores generadas anteriormente,
se realizd la secuenciacién de nueva generacion (NGS) en las sub-bibliotecas de pldsmidos secundarias de
ribointerruptores que supuestamente contienen 600 secuencias de ribointerruptores en cada sub-biblioteca. Se
seleccionaron cuatro sub-bibliotecas secundarias al azar, donde dos de las sub-bibliotecas secundarias se
generaron a partir de la sub-biblioteca primaria P1S_003, y las otras dos sub-bibliotecas secundarias se
generaron a partir de las sub-bibliotecas primarias P1S_007 y P1S_048, respectivamente. Como se muestra
en la Figura 5c¢, cada una de las sub-bibliotecas secundarias contiene aproximadamente 500 o 600 secuencias
Unicas, consistente con el nimero de colonias que se recogieron para generar sub-bibliotecas secundarias. Un
analisis adicional de los datos de NGS indica que entre las dos sub-bibliotecas secundarias (P1S_003_004 y
P1S_003_041) que se generaron a partir de la misma sub-biblioteca primaria (P1S_003), 39 secuencias estan
contenidas en ambas bibliotecas (Figura 5d). Cuando se comparan dos sub-bibliotecas secundarias,
P1S_003_004y P1S_007_021, que se derivaron de diferentes sub-bibliotecas primarias, P1S_003 y P1S_007,
solo 3 secuencias son compartidas por ambas sub-bibliotecas (Figura 5e). Estos resultados indican que usando
la estrategia descrita anteriormente, se generaron sub-bibliotecas de ribointerruptores plasmidicos con el
nimero deseado de secuencias Unicas que estan listas para el cribado basado en células de mamifero.

Ejemplo 6
Cribado basado en células de mamifero para nuevos aptdmeros contra ligandos de eleccién.

Como se describe en el Ejemplo 5, se construyeron 100 sub-bibliotecas de plasmidos primarias (P1S_001 a
P1S_100), que comprenden 60 k de ribointerruptores en cada agrupacion, y se generaron 100 sub-bibliotecas
de plasmidos secundarias (P1S_001_001 a P1S_001_100) que consisten en 600 ribointerruptores en cada
una dividiendo adicionalmente la sub-biblioteca primaria P1S_001 usando la misma estrategia. Las bibliotecas
agrupadas se pueden disponer en formato de 96 pocillos para facilitar el cribado de alta productividad. Se
realiz6 un cribado preliminar, usando el ensayo indicador de luciferasa como se describe en el Ejemplo 1, en
las sub-bibliotecas primarias P1S_001 a 006 asi como las sub-bibliotecas de P1S_001, contra guanina, que es
contra la secuencia de aptdmero inicial, como el ligando ensayado. El nivel basal de la actividad de luciferasa
generado por construcciones de sub-bibliotecas primarias o sub-bibliotecas secundarias varié
significativamente del de la construccion xpt-G17 (datos no mostrados), sugiriendo que los cambios en la
secuencia de aptamero al aleatorizar bases en las posiciones seleccionadas tenian impacto en la
inclusién/exclusién del ex6n que contiene codén de parada en diversa extension, afectando por lo tanto a la
expresion de luciferasa basal. Después del tratamiento con guanina, aunque las células transfectadas con la
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sub-biblioteca primaria P1S_005 de 60 k generaron una tasa de induccién de 1,8 de la actividad de luciferasa
en comparacién con las células no tratadas (Figura 6a), no se descubrié una tasa de induccién de més de 2
de la luciferasa cuando se usé guanina como ligando. Sin embargo, 7 de las 100 sub-bibliotecas secundarias
produjeron una tasa de induccién de mas de 2 de la actividad de luciferasa tras el tratamiento con guanina,
generando la sub-biblioteca P1S_001_075 una tasa de induccién de 7,8 (Figura 6b). En el ensayo de
sensibilidad descrito en el Ejemplo 4, se detecté una tasa de induccidén de 6,3 cuando habia 1 ribointerruptor
xpt-G17 entre 500 moléculas que no responden al ligando. Basandose en este ensayo de sensibilidad, el
resultado (tasa de 7,8) de esta seleccion preliminar de la sub-biblioteca P1S_001_075 sugiere que hay o bien
1 ribointerruptor de 600 que es funcionalmente equivalente a xpt-G17, o bien hay varios ribointerruptores mas
débiles de los cuales la suma de la actividad de luciferasa inducida es comparable a la de xpt-G17.

Para demostrar adicionalmente la aplicabilidad del cribado basado en células de mamifero de la presente
invencién para los ribointerruptores que contienen aptameros funcionales y para descubrir nuevos aptameros
con actividad mejorada en respuesta a un ligando deseado, las sub-bibliotecas de la biblioteca P2 de
ribointerruptores plasmidicos se cribaron en un formato de 96 pocillos con NAD+. Las bases de nucledtidos en
las posiciones aleatorizadas en el aptdmero de xpt-guanina se han ligado al ajuste de la actividad de
ribointerruptor y a la denominada caja de ajuste (Stoddard, et al. J Mol Biol. 27 de mayo de 2013;425(10):1596-
611). Por lo tanto, los cambios de nucleétidos en estas posiciones potencialmente generan secuencias que
tienen actividad de ribointerruptor alterada en respuesta al tratamiento con ligando. Debido a la naturaleza de
la guanina y su baja aplicabilidad in vivo, se eligi6 NAD+ como ligando para potenciales nuevos aptameros.
Esta eleccién de ligando se basé en los resultados anteriores del cribado de la biblioteca de compuestos de
Prestwick contra el ribointerruptor xpt-G17 parental, y el descubrimiento de que NAD+ puede regular el
ribointerruptor de guanina, generando una tasa de induccién de aproximadamente 40 a una concentracién de
100 M En un intento de generar secuencias de aptdmeros que tienen actividad de ribointerruptor mejorada
contra NAD+, los autores de la invencién generaron y seleccionaron las sub-bibliotecas de P2 (que tienen
cambios de nucledtidos en las 5 posiciones mencionadas anteriormente en el aptamero) usando luciferasa
como gen indicador. Como se muestra en la Figura 6¢, multiples sub-bibliotecas, aproximadamente 50
ribointerruptores en cada una, produjeron una tasa de induccién de mas de 10 de la expresién de luciferasa en
respuesta al tratamiento de NAD+ 100 pM, generando una de las sub-bibliotecas, P2S_002, una tasa de
induccién de 37, mientras que una sola construccién de ribointerruptor xpt-G17 mostré una tasa de induccion
de 32 en respuesta al tratamiento de NAD+ a la misma concentracién.

Estos resultados de cribado indican que entre los aproximadamente 50 ribointerruptores en las sub-bibliotecas
que produjeron una tasa de induccién de méas de 10 de la expresién de luciferasa, hay ribointerruptores que
pueden producir una tasa de induccién minima de 10, suponiendo que todos los ribointerruptores en la
biblioteca responden al tratamiento de NAD+. En la sub-biblioteca P2S_002 que produjo una tasa de induccién
de 37, que es mayor que la tasa de induccidén generada por G17, hay al menos 1 ribointerruptor que funciona
mucho mejor que G17. Para ensayar adicionalmente esto, se cribaron 96 construcciones individuales derivadas
de la sub-biblioteca P2S_002. Como se muestra en la Figura 6d, aunque mdltiples construcciones perdieron o
produjeron menos induccién que G17, un nimero de construcciones individuales produjeron mayor tasa de
induccién que la construccién G17, lo que indica que los cambios de nucleétidos en la caja de ajuste afectan
notablemente a la actividad de ribointerruptor en respuesta al tratamiento con ligando en células. Usando este
enfoque, se identificaron un nimero de diferentes secuencias de caja de ajuste (como se muestra en la Tabla
2), con las que los ribointerruptores produjeron una mayor tasa de induccién de luciferasa que la construccién
G17 tras el tratamiento con NAD+, produciendo mulltiples secuencias de aptdmeros una tasa de induccién de
mas de 100.

Tabla 2. Ribointerruptores con expresién de gen indicador mejorada en células de mamifero en respuesta al
ligando, NAD+. Las secuencias de la caja de ajuste estan subrayadas.

SEQID Construcciéon Secuencia

NO:

13 G17 ATAATCGCOTGGATATGGCACGCAAGTTTCTACCGGGCACC
GTAAATGTCCGACT

14 n.° 02 ATAACCGCGTGGATATOGCACCCOLGTTTCTACCGGGCAC
COTAAATGTCCGACT

15 n.° 16 ATAGCCGCGTGOATATGGCACCCOQLGTTTCTACCGOGGCAC
CGTAAATGTCCGACT

16 ne17 ATAAGGOGUCGTGGATATGGCACGCTCGTTTCTACCGGGCACC
GTAAATGTCCGACT

17 n.°21 ATAAATGCGTGGATATGGCACGCATGTTTCTACCGGGCACC
GTAAATGTCCGACT
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SEQID Construcciéon Secuencia

NO:

18 n.° 26 ATAAGCGCGTOGGATATGGCACGCGCGTTTCTACCGGGCALC
COTAAATGTCCGACT

19 n.° 29 ATAGTGGCOGTGGATATGGCACGCCAGTTTCTACCGGGCALCC
GTAAATGTCCOGACT

20 n.° 31 ATAAAGGCGTGOATATGGCACGCCGOTTTCTACCGGGCAC
COTAAATGTCCGACT

21 n.°33 ATAGTTGCGTGOATATGGCACGCAAGTTTICTACCGGGCACC
GTAAATGTCCGACT

22 n.° 36 ATAGCGGUCGTOGATATGGCACGCTGGTTTCTACCGGGCACC
GTAAATGTCCGACT

23 n.° 41 ATAATGOUGTGGATATGGCACGCTAGTTTCTACCGGGCACC
GTAAATGTCCGACT

24 n.° 46 ATAATTGCGTGOATATGGCACGCAAGTTTCTACCGGGCACC
GTAAATGYCCGACT

25 n.° 54 ATAATTGCGTGOATATGGCACGCGAGTTTCTACCGGGUALC
GTAAATGYCCGACT

26 n.° 61 ATAATCGCGTGOATATOGCACGCGAGTTTCTACCGEGCALC
GTAAATGTCOGACT

27 n.°69 ATAACTGCGTGOATATGGCACGCLGGTTTCTACCGGGUALC
GTAAATGTCOGACT

Una de las nuevas construcciones, n.° 46, se ensay6 adicionalmente. Como se muestra en la Figura 6e y la
Figura 6f, la nueva construccién n.° 46 respondi6 al tratamiento con NAD+ de una manera dependiente de la
dosis y mostrd una mejora superior en el nivel de expresioén del gen indicador inducida asi como en la tasa de
induccién cuando se compara con la construccién G17. Las nuevas construcciones también tienen una
regulacién génica mejorada en respuesta al tratamiento con guanina (datos no mostrados).

Por lo tanto, la presente invencién proporciona un enfoque donde una biblioteca de ribointerruptores
relativamente grande se puede dividir en una sub-biblioteca de ribointerruptores mas pequefia que se puede
cribar por medio de un ensayo basado en células de mamifero. Ademés, a partir de la biblioteca de
ribointerruptores, se descubrieron nuevas secuencias que tienen actividades de ribointerruptores mejoradas
en células de mamifero.
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REIVINDICACIONES

1. Un método para seleccionar un aptamero que se une a un ligando en células eucariotas que comprende las
etapas de:

(a) proporcionar una biblioteca de aptameros,

(b) introducir los miembros de la biblioteca de aptameros en un casete de polinucleétido para la expresion
mediada por ligando de un gen indicador para crear una biblioteca de ribointerruptores,

(c) introducir la biblioteca de ribointerruptores en células eucariotas, y

(d) poner en contacto las células eucariotas con un ligando, y

(e) medir la expresién del gen indicador,

en donde el casete de polinucleétido comprende un exén empalmado de forma alternativa, flanqueado por un
intrén 5'y un intrén 3', y un ribointerruptor que comprende (i) una regién efectora que comprende un tallo que
incluye la secuencia del sitio de empalme 5' del intrén 3' y una secuencia complementaria de la secuencia del
sitio de empalme &' del intrén 3', y (ii) un aptamero colocado entre la secuencia del sitio de empalme 5' del
intrén 3' y la secuencia complementaria, en donde el ex6n empalmado de forma alternativa comprende un
codén de parada que esta en el marco con el gen indicador cuando el exén empalmado de forma alternativa
esta empalmado en el ARNm del gen indicador.

2. El método de la reivindicaciéon 1, en donde la biblioteca de aptdmeros se divide en una biblioteca de
aptdmeros mas pequefia antes de introducir en los casetes de polinucleétidos, que comprende las etapas:

(a) proporcionar una biblioteca de aptameros aleatorizados en donde los aptdmeros de la biblioteca
comprenden multiples regiones constantes 5'y 3'y uno o mas nucleétidos aleatorizados,

(b) realizar una PCR de dos ciclos utilizando la biblioteca de aptameros aleatorizados como molde y un primer
cebador y segundo cebador que son complementarios de las regiones constantes 5'y 3/,

(c) aislar los productos de la PCR de dos ciclos, y

(d) amplificar por PCR un subconjunto de los productos aislados de la PCR de dos ciclos usando cebadores
complementarios de un subconjunto de las regiones constantes 5'y 3' Unicas.

3. El método segun la reivindicaciéon 1 o0 2, en donde la biblioteca de ribointerruptores se divide en una o mas
sub-bibliotecas de ribointerruptores antes de introducirlas en las células eucariotas, opcionalmente, en donde
la biblioteca de ribointerruptores se subdivide en sub-bibliotecas, que comprende las etapas de:

(a) introducir la biblioteca de ribointerruptores en bacterias;

(b) recoger clones bacterianos y extraer el ADN plasmidico para obtener sub-bibliotecas de plasmidos de
ribointerruptores para generar una o més sub-bibliotecas primarias;

(c) opcionalmente, generar sub-bibliotecas secundarias de ribointerruptores a partir de una sub-biblioteca
primaria de plasmidos de ribointerruptores introduciendo una sub-biblioteca primaria en bacterias, recogiendo
clones bacterianos y aislando el ADN plasmidico.

4. Un método para seleccionar un ligando que se une a un aptamero en una célula eucariota que comprende
las etapas de:

(a) proporcionar una biblioteca de ligandos,

(b) proporcionar un casete de polinucleétido para la expresién mediada por ligando de un gen indicador,

(c) introducir el casete de polinucleétido en la célula eucariota,

(d) poner en contacto grupos individuales de la célula eucariota con miembros de la biblioteca de ligandos, y
(e) medir la expresién del gen indicador,

en donde el casete de polinucleétido comprende un exén empalmado de forma alternativa, flanqueado por un
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intrén 5'y un intrén 3', y un ribointerruptor que comprende (i) una regién efectora que comprende un tallo que
incluye la secuencia del sitio de empalme 5' del intrén 3' y una secuencia complementaria de la secuencia del
sitio de empalme &' del intrén 3', y (ii) un aptdmero colocado entre la secuencia del sitio de empalme 5' del
intrén 3' y la secuencia complementaria, en donde el ex6n empalmado de forma alternativa comprende un
codén de parada que esta en el marco con el gen indicador cuando el exén empalmado de forma alternativa
esta empalmado en el ARNm del gen indicador.

5. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1, 3 0 4, en donde el ligando es

(a) una molécula pequefia; o

(b) una molécula producida por la célula eucariota seleccionada del grupo que consiste en un metabolito, acido
nucleico, vitamina, cofactor, lipido, monosacarido y segundo mensajero.

6. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1, 3 0 4, en donde la célula eucariota se selecciona del
grupo que consiste en una célula de mamifero, una célula de insecto, una célula de planta y una célula de
levadura.

7. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1, 3 0 4, en donde el gen indicador se selecciona del
grupo que consiste en

(a) una proteina fluorescente, luciferasa, f-galactosidasa y peroxidasa de rabano picante; o

(b) una citocina, una molécula de sefializacién, una hormona del crecimiento, un anticuerpo, un ARN regulador,
una proteina terapéutica o un péptido.

8. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1, 3 0 4, en donde los intrones 5'y 3' son

(a) derivados del intrén 2 del gen de B-globina humana;

(b) cada uno independientemente de 50 a 300 nucleétidos de longitud; o

(c) cada uno independientemente de 125 a 240 nucleétidos de longitud.

9. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1, 3 0 4, en donde el tallo de la regién efectora tiene
(a) de 7 a 20 pares de bases de longitud; o

(b) de 8 a 11 pares de bases de longitud.

10. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1, 3 0 4, en donde el exén empalmado de forma
alternativa

(a) deriva del grupo que consiste en el exén 2 del gen de la dihidrofolato reductasa humana (DHFR), el ex6n 5
del tumor de Wilms 1 humano mutante, exdén 16 de la proteina quinasa |l delta dependiente de
calcio/calmodulina de ratén y el ex6n 6 de SIRT1;

(b) es un exén 2 modificado de la DHFR humana;

(c) no deriva de un exén de origen natural; o

(d) comprende uno o mas del grupo que consiste en un potenciador de empalme de exén alterado, un
silenciador de empalme de exén alterado, un potenciador de empalme de exdn afiadido, y un silenciador de

empalme de exdn afiadido.

11. El método de la reivindicacién 1 o reivindicacién 3, en donde la biblioteca de aptdmeros comprende
aptédmeros que tienen uno o mas nucledtidos aleatorizados.

12. El método de la reivindicacién 2 o la reivindicacién 3, en donde el primer o segundo cebador en la PCR de

dos ciclos comprende un marcador seleccionado del grupo que consiste en biotina, digoxigenina (DIG),
bromodesoxiuridina (BrdU), fluoréforo y un grupo quimico utilizado en la quimica click.
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