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Introduccion

I.- INTRODUCCION

I.1.- Origen de la vida en la Tierra. El mundo RNA

Durante el siglo pasado se han conseguido grandes avances en los campos de la
biologia y la bioquimica. Actualmente se producen vacunas y se desarrollan antibidticos
que nos protegen de multiples enfermedades, se manipulan alimentos para mejorar su
calidad, se identifican nuevos genes implicados en el desarrollo de los organismos,... Sin
embargo, el origen de la vida sobre la Tierra sigue siendo una pregunta sin responder.
Desde Aristoteles hasta Darwin el fenomeno de la evolucion de la vida en nuestro planeta
ha sido ampliamente postulado y documentado gracias a la interaccion de la biologia con
otras ciencias, como la paleontologia, la anatomia comparada, la embriologia, la
biogeografia y, mas recientemente, la biologia molecular.

A pesar de los destacados avances llevados a cabo en el campo de la evolucion de las
especies, poco se sabe de la evolucion quimica, es decir, el desarrollo de materia viva a
partir de materia “no viva”. En este proceso se hace necesario, primeramente, la sintesis y
acumulacion de moléculas orgéanicas sencillas. Su generacién espontanea fue propuesta
inicialmente durante los afios 20 por Oparin y Haldane (Oparin, 1924; Haldane, 1929;
Oparin, 1936; Oparin, 1938) y finalmente demostrada en 1952 por Urey y Miller ( Urey,
1952; Miller, 1953), quienes consiguieron simular las condiciones existentes en la Tierra
primitiva. Hace aproximadamente 4500 millones de afios, la Tierra se formdé como
consecuencia de la compactacion de materia mediada por fuerzas gravitacionales (Fig. I.1);
como consecuencia, la temperatura inicialmente baja fue ascendiendo y el calor acumulado
se liberd a través de manantiales térmicos y volcanes. Esto provocé la emanacion de gases
(CO,, CO, N,, Hy y vapor de agua) que conformaron la atmosfera inicial. Cuando la
temperatura disminuyd, el vapor de agua se condensé ocasionando lluvias torrenciales que
dieron lugar a los mares y océanos. Este es el ambiente en el que se inici6 la sintesis de los
monomeros sencillos que finalmente condujeron a la generacion de sistemas vivos.

En este esquema clasicamente admitido queda por identificar la naturaleza de las
primeras moléculas organicas. Existen numerosas hipotesis para ello, pero una de las mas

aceptadas es la que postula la evolucion de la vida basada en el RNA (RNA world). Esta
1
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idea general fue propuesta hace casi 40 anos por Woese, Orgel y Crick (Woese, 1967,
Crick, 1968; Orgel, 1968). En ella se proponia la ubicuidad del RNA como material
genético capaz de replicarse gracias a apareamientos Watson-Crick. El descubrimiento
posterior, a principios de la década de los 80, de la capacidad catalitica del RNA
(ribozimas; Kruger et al., 1982; Guerrier-Takada er al., 1983) conferia al acido
ribonucleico un gran potencial no s6lo como codificador, sino también como responsable
de manifestaciones fenotipicas. En el mundo actual, dominado por el DNA vy las proteinas,
aun se pueden apreciar vestigios de este periodo, el mas evidente de los cuales recae en el

RNA ribosémico que cataliza la formacion del enlace peptidico.

El término “mundo RNA” define un periodo hipotético de la biosfera temprana que
abarca aproximadamente 200 millones de afios (Fig. I.1), en el que la informacién y las
actividades cataliticas necesarias para la vida se encontraban incluidas en el RNA. En este
concepto se incluyen tres aspectos basicos:

1° E1 RNA garantiza la continuidad genética para que la vida pueda evolucionar.

2° Los apareamientos tipo Watson-Crick resultan esenciales para la replicacion y, en
consecuencia, para la evolucion.

3° Las primeras proteinas codificadas genéticamente no ejercieron un papel como

P :
it Rt

catalizadores.

Formacién de Hidrosfera Quimica Mundo Primeras formas  Diversificacién de
la Tierra estable prebiética pre-RNA Mundo RNA de vida la vida
| | I I I I I
4500 4200 4200-4000 4000 3800 3600 3600 - Actualidad Millones de arios

Fig. 1.1.- Historia cronoldgica del desarrollo de la vida sobre la Tierra. En la figura se muestran las

etapas hipotéticas a través de las cuales se originé la vida en la Tierra. Figura tomada de (Joyce, 2002).

El RNA presenta una serie de caracteristicas que lo convierten en una molécula
idénea para ser sometida a un proceso de seleccion natural (es decir, encuadrada en un

sistema darwiniano):
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- Composicion sencilla, unicamente cuatro mondémeros de propiedades fisicas y
quimicas similares.

- Fécil polimerizacion de sus mondmeros convenientemente activados.

- Solubilidad en medio acuoso gracias a su cardcter polianionico.

- Adopta estructuras flexibles que aceptan cambios secuenciales.

- Posibilidad de autorreplicacion debido al establecimiento de uniones especificas

Watson-Crick entre los mondmeros que lo componen.

Si se supone la existencia de nucledtidos en un ambiente prebidtico capaces de
combinarse espontaneamente para formar polimeros, y estos a su vez capaces de replicarse,
entonces se puede concebir que el RNA fuera el iniciador de la vida sobre la Tierra. Sin
embargo, los conocimientos de los que se disponen sobre quimica prebidtica indican que
esto es poco probable (revisado en (Hughes et al., 2004)). Esto lleva a plantear la siguiente
cuestion: ;existid un mundo previo al mundo RNA? Y si es asi, ;como ocurrio la
progresion hacia el RNA, y posteriormente al DNA y las proteinas? En la figura 1.2 se
muestra un esquema que resume las distintas rutas a través de las cuales pudo ocurrir esta
transicion. En cualquiera de los casos se mantiene la hipotesis de que el RNA jugd un

papel fundamental en el desarrollo y origen de los primeros seres vivos sobre la Tierra.

Pre-RNA _ RNA DNA RNA
/ | ) \ / | ) \
Pre-RNA RNA DNA RNA Proteinas
+ +
I+C +C | M (of
\ RNA pre-RNA/ \ RNA  Proteinas /
I c I c

Fig. 1.2.- Esquema representativo de las posibles rutas seguidas para el desarrollo del mundo RNA,
segtin Nielsen (Nielsen, 1993). I = informacion; C = catalisis; M = molécula mediadora auxiliar. Figura

tomada de (Dworkin et al., 2003).

La ruta pre-RNA/RNA fue propuesta por Nielsen en 1993 (Nielsen, 1993) e incluye
la existencia de moléculas compuestas por unidades de aminoetil-glicina a las que quedan
unidas las bases nitrogenadas. La concatenacion de varios de estos mondémeros a través de

enlaces similares al peptidico da lugar a un polimero conocido como PNA (peptide nucleic
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acid) (Fig. 1.3). Esta hipotesis ha sido ampliamente aceptada y se ha visto engrosada por la
incorporacion de nuevos polimeros como potenciales precursores del RNA. Es el caso del
TNA (threose nucleic acid) y de otros analogos de acidos nucleicos en los que la molécula

de d-ribosa es sustituida por glicerol o piranosa (revisado en (Joyce, 2002)).

A

Fig. 1.3.- Posibles precursores del RNA. A) TNA (threose nucleic acid); B) PNA (peptide nucleic acid); C)
Analogos de glicerol; D) Piranosil-RNA. B = base nucleotidica. Figura tomada de (Joyce, 2002).

Una vez generadas las primeras moléculas de RNA, es necesario que el polimero se
pueda propagar y sufrir presion selectiva, para lo cual se hace imprescindible el desarrollo
de una actividad replicasa. El fendémeno de la elongacion y/o replicacion del RNA en la

Tierra primitiva ha sido explicado por varios modelos:

a) Replicacion no enzimatica:

La unién de ribonucleotidos en ausencia de un catalizador puede generar enlaces del
tipo 5°-5’ pirofosfato, 2°-5" fosfodiéster y 3°-5° fosfodiéster, siendo poco probable la
formacion mayoritaria de éste ultimo. La formacién del nuevo polimero no requiere de una

molécula que actiie como molde. Este modelo ha sido descartado.

b) Replicacion enzimatica:

Esta hipotesis es la mas aceptada. El esquema mas simple que permitiria la
propagacion de moléculas de RNA implicaria la existencia de una ribozima con capacidad
replicasa y su secuencia complementaria, que podria actuar como cebador durante la
reaccion de polimerizacion. La ausencia, en los organismos actuales, de ribozimas capaces
de catalizar reacciones de polimerizacion frend inicialmente el desarrollo de este modelo.

4
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Sin embargo, el empleo de métodos de seleccion molecular in vitro (apartado 1.7) ha

permitido la obtencién de ribozimas capaces de catalizar la polimerizacion de nucledtidos.

En la tabla 1.1 se encuentran resumidas sus caracteristicas.

Ribozima Actividad Tipo de Complementariedad Referencia
enlace

RNA ligasas

Clase I Ligacion de un 3-5 (Bartel y
cebador al extremo 5’ fosfodiéster Szostak, 1993;
de la ribozima Ekland et al.,

1995)

Clase II Ligacion de un 2’-5’ (Bartel y
cebador al extremo 5’ fosfodiéster Szostak, 1993;
de la ribozima Ekland et al.,

1995)

Clase III Ligacion de un 2’-5’ (Bartel y
cebador al extremo 5’ fosfodiéster Szostak, 1993;
de la ribozima Ekland et al.,

1995)

L1 Ligacion de un 3’-5 (Robertson y
cebador al extremo 5’ fosfodiéster Ellington,
de la ribozima 1999)

R3/R3C Ligacion de un 3’-5 (Rogers y
cebador al extremo 5’ fosfodiéster Joyce, 2001)
de la ribozima

Clase hc Ligacion de un 3’-5 (Jaeger et al.,
cebador al extremo 5’ fosfodiéster 1999)
de la ribozima

18-2 (Clase hc) Ligacion de dos 3-5 (McGinness y
moléculas de RNA fosfodiéster Joyce, 2002)
Adiciéon de NTPs a un
RNA molde

Aptazima Ligacion de dos 3’-5 (Robertson et
moléculas de RNA en | fosfodiéster al., 2004)
presencia de péptidos

RNA polimerasas

Clase I Elongacion de un 3-5 (Ekland y
cebador en tres fosfodiéster Bartel, 1996;
residuos Johnston et al.,

2001)

RNA replicasas

Clase I Elongacion de un 3-5 (Johnston et
cebador fosfodiéster al., 2001)

Tabla 1.1.- Ribozimas no naturales generadas mediante seleccién molecular ir vitro con actividad RNA

ligasa, RNA polimerasa y RNA replicasa. “Complementariedad” hace referencia al requerimiento de

apareamiento con el complejo cebador-molde por parte del RNA catalitico.
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La principal conclusion que se puede extraer de estos estudios es que el RNA es una
molécula con propiedades fisicas y quimicas Unicas, y por tanto el empleo de enzimas
proteicos como Unicos modelos para la obtencion de ribozimas con actividad replicasa es
restrictivo y no permite extrapolar conclusiones acerca de la naturaleza de una hipotética

RNA polimerasa primitiva.

Ademas del proceso de replicacion cabe suponer la existencia de un metabolismo
mas o0 menos complejo que permitiria la sintesis de ribonucledtidos mediada por moléculas
de RNA y su posterior incorporacion a un RNA sustrato. Los métodos de seleccion
molecular in vitro han permitido obtener ribozimas con actividad nucleétido sintasa (Unrau
y Bartel, 1998) o polinucleétido fosforilasa (Lorsch y Szostak, 1994a; Huang y Yarus,
1997) (apartado 1.7).

Si el desarrollo de una actividad replicasa es el primer paso necesario para la
implantacion de un mundo RNA eficaz, la evolucion hacia la sintesis de proteinas supone
el fin de los organismos compuestos tnicamente por acidos nucleicos. Parece l6gico pensar
que la sintesis de proteinas surgi6 inicialmente como un proceso sencillo en el que la unién
de aminoacidos a moléculas de RNA conferia cierta ventaja selectiva durante el fenémeno
de replicacion (Weiner y Maizels, 1987). En un segundo paso, varias moléculas de RNA
aminoaciladas podrian unirse generando asi los primeros péptidos sintetizados de una
manera totalmente aleatoria. Finalmente, el desarrollo de ribozimas con actividad peptidil
transferasa habria permitido la codificacion de las proteinas y su actividad como
catalizadores de reacciones contenidas en un metabolismo complejo. Esta teoria quedo
claramente reforzada con el descubrimiento de una actividad peptidil transferasa en el
rRNA 50S (Ban et al., 2000), permitiendo asi afirmar que “El ribosoma es una ribozima”

(“The ribosome is a ribozyme”, (Cech, 2000)).

La aparicion del DNA como portador del material genético supone un gran avance
para el desarrollo de genomas complejos, debido a su mayor estabilidad con respecto al
RNA. La sintesis de una molécula de DNA a partir de un molde resulta mas compleja que
para el RNA, ya que el grupo situado en 3’ es menos 4cido. En cualquier caso, aunque se

desconoce si el DNA evolucion6 antes o después que la sintesis de proteinas, parece obvio
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que la compartimentalizacion funcional aporta una serie de ventajas a los organismos que
la poseen.

Finalmente, cabe destacar que esta hipdtesis se encuentra sustentada por las
propiedades bioquimicas del RNA, asi como por su papel funcional en algunas rutas
metabolicas de los organismos actuales. A pesar del limitado nimero de reacciones
catalizadas por las ribozimas existentes, el desarrollo de los métodos de seleccion
molecular in vitro ha ofrecido una vision mucho mas versatil del RNA y ha permitido
identificar moléculas con nuevas e inesperadas propiedades cataliticas que respaldan esta
hipodtesis. No obstante, es necesario realizar nuevos estudios geologicos, bioquimicos y
filogenéticos que permitan confirmar que hace 3800 millones de afios existid vida basada

en el RNA.

El descubrimiento de la actividad catalitica del RNA en 1982 (Kruger et al., 1982;
Guerrier-Takada et al., 1983) permiti6 considerar a esta molécula como algo mas que un
mero intermediario en las funciones celulares e impulso el resurgir de la hipotesis sobre el
mundo RNA. Su mecanismo de accion y su alta especificidad permitié proponer su utilidad
como herramientas de inactivacion génica. A partir de entonces se inicidé una busqueda
ininterrumpida de genes para RNAs no codificantes (ncRNAs: non-coding RNAs, o
también conocidos como fRNAs: functional RNAs), que han sido relacionados con
multiples procesos de regulacion de funciones celulares, entre los que destaca la
modulacion de la expresion génica. Existe un grupo de RNAs no codificantes conocidos
como RNAs antisense naturales, capaces de ejercer una actividad reguladora en ausencia

de factores proteicos.

1.2.- RNAS antisense naturales

Los primeros RNAs antisense naturales fueron descubiertos en 1981 en los
laboratorios del Dr. Tomizawa y del Dr. Nordstrom. En el primero investigaban el
mecanismo de regulacion del numero de copias del plasmido ColE1 (Tomizawa y Itoh,
1981; Tomizawa et al., 1981), mientras que en el segundo los datos se obtuvieron para el

plasmido R1 (Stougaard et al., 1981), ambos de E. coli.
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Los RNAs antisense naturales se pueden definir como moléculas reguladoras de
pequetio tamafio (en general entre 55 y 150 nt), no traducibles, altamente estructuradas y
cuya funcion viene determinada por una union répida y especifica a su diana, mediada por
complementariedad de secuencia (Eguchi y Tomizawa, 1991). Aunque el efecto
mayoritario provocado por RNAs antisense es el de la inhibicion post-transcripcional, se
ha descrito la existencia de sistemas reguladores que provocan la activacion de sus dianas
(Lease y Belfort, 2000; Sledjeski et al., 1996). Esta versatilidad queda también reflejada
por los distintos tipos de sistemas modulados por antisense que se pueden definir: en los
sistemas codificados en cis, tanto el RNA antisense como su diana se encuentran
codificados en el mismo locus, pero son transcritos en direcciones opuestas, por lo que sus
secuencias resultan totalmente complementarias; por el contrario, los sistemas codificados
en frans conservan distintos locus para el antisense y su diana correspondiente, de manera

que la complementariedad entre ambos es s6lo parcial.

La mayoria de los RNAs antisense descritos hasta la fecha se encuentran en
organismos procariotas, en los que regulan procesos relacionados con el control del
numero de plasmidos, la segregacion y la conjugacion (revisado en (Wagner et al., 2002)).
En eucariotas el fendmeno antisense per se es poco frecuente y va generalmente
acompaiiado de la actividad de diversos complejos proteicos; es el caso de los procesos de

edicion, de splicing, o la interferencia.

La determinacion de la estructura secundaria adoptada por un RNA antisense puede
realizarse mediante estudios predictivos con diversos algoritmos matematicos, y
posteriormente confirmarse de manera experimental mediante ensayos de degradacion con
RNasas y agentes quimicos especificos, tanto in vitro como in vivo (Ohman y Wagner,
1989; van Biesen et al., 1993; Asano et al., 1998; Brantl y Wagner, 2000; Lindell et al.,
2002). Estos analisis se han llevado a cabo para un gran nimero de RNAs antisense
diferentes, y se ha comprobado que todos ellos se pliegan para formar uno, dos o hasta tres
dominios estructurales tipo tallo-lazo, importantes para el reconocimiento y posterior
anclaje con el RNA diana. Los lazos presentan entre cinco y siete nt que contienen un
motivo YUNR (Y: pirimidina; U: uracilo; R: purina; N: cualquier nucleoétido), el cual
adopta una estructura denominada giro de la uridina (U-turn; Fig. 1.4), similar a la

adquirida por el lazo del anticodon en los tRNAs (Asano et al., 1998; Franch et al., 1999).
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La principal caracteristica de este motivo es el giro y la retraccion que se produce en el
esqueleto azucar-fosfato en el nucledtido N, que provoca la exposicion al solvente de las
bases situadas en 3’ del mismo. Destaca también la formacion de dos enlaces de hidrogeno,
que implican al nucledtido de uracilo y al de purina. Como consecuencia se produce un
incremento en la capacidad de apareamiento con otros residuos, contribuyendo al
establecimiento de interacciones rapidas y especificas entre el RNA antisense y la diana.
En cuanto al tallo, es necesario que los nucledtidos que componen la region proxima al
lazo se encuentren parcialmente desestabilizados mediante la formacion de burbujas
(bulges, nucledtidos desapareados en una de las hebras) o lazos internos. Finalmente, es
importante la presencia de regiones desapareadas situadas en 5° de la molécula o
espaciadores entre dos estructuras tallo-lazo, ya que favorecen la estabilidad del complejo

inicial y su progresion hacia estructuras mas estables.

Fig. 1.4.-Imagen estereoscopica de la estructura propuesta para el lazo del RNA antisense Sok. Los
nucleétidos invariables del motivo YUNR se muestran en azul, rojo y verde, respectivamente. Las lineas
blancas representan enlaces de hidrégeno. Uno de los enlaces se establece entre el N3 del residuo de uracilo y
el oxigeno del esqueleto azucar-fosfato situado inmediatamente en 3’ del motivo conservado; el otro enlace
se forma por la interaccion entre el N7 del nucleétido de purina y el grupo 2’-OH del residuo de uracilo. La
estructura adquirida se denomina giro de la uridina y permite la exposicion de las bases al medio. Figura

tomada de (Franch et al., 1999).

La alta eficiencia que presentan los RNAs antisense para regular la funcion de sus
RNAs diana esta determinada por dos parametros: la velocidad de interaccion entre ambos
y la concentracion de RNA antisense en el medio intracelular. Diversos estudios han
demostrado que las cinéticas de union no siguen un modelo saturante (Tomizawa, 1986;
Persson et al., 1990a;), a diferencia de lo que ocurre para los represores proteicos; esto
quiere decir que incrementos en la concentracion de RNA antisense conducen a una
potenciacion del efecto inhibidor. El paso limitante en el mecanismo de regulacién queda

restringido a la velocidad a la cual se establece el complejo entre las dos moléculas de
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RNA. Los dominios estructurales tallo-lazo adoptados por los RNAs antisense y sus RNAs
diana favorecen el establecimiento de uniones rapidas, efectivas y especificas a través de
los nucleétidos expuestos en los lazos, debido a la conformacion particular de esos motivos
(giro de la uridina). Una vez ocurrida la union inicial lazo-lazo, se requiere de una
interaccion entre regiones distales que consiguen desestabilizar la doble hélice del tallo y
favorecen la progresion hacia un duaplex completo. Existen dos rutas alternativas a través

de las cuales se puede formar un complejo estable (Fig. L.5):

A

CopA

\ ] Kissing extendido

Kissing complex

v

Hok mRNA

Sok

Fig. 1.5.- Mecanismos de interaccion entre un RNA anfisense y su diana. El RNA diana se muestra en
azul, en verde el RNA antisense. A) Ruta de interaccion en dos pasos propuesta para el RNA antisense CopA

y su diana CopT. B) Ruta de interaccion en un paso para el sistema Hok/Sok.
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- Ruta en dos pasos:

La interaccion inicial se establece entre los nucledtidos de uno o dos lazos del RNA
antisense con sus residuos complementarios en el RNA sense (Fig. 1.5A). El complejo
formado es reversible e inestable, y se denomina kissing complex. Esta estructura
evoluciona por la interaccion entre los residuos que flanquean los lazos hacia un complejo
mas estable, conocido como kissing extendido, constituido por cuatro hélices: dos
intramoleculares y dos intermoleculares, conectadas por regiones de cadena sencilla. Para
su formacion es necesario que existan nucledtidos desapareados en la zona del tallo
préxima al lazo, en forma de burbujas (bulges) o de lazos internos, ya que de otro modo la
torsion que deberia de producirse generaria una tension estructural en la molécula que
impediria la estabilizacion del complejo (Hjalt y Wagner, 1995). Este ahora puede
progresar hacia una estructura compuesta por cinco hélices, tres intermoleculares y dos
intramoleculares. Finalmente las dos moléculas de RNA quedan apareadas formando un
daplex. Aunque esta ruta puede ocurrir en su totalidad, se ha comprobado que el duplex
completo no se forma in vitro, y que la inhibicién puede producirse Gnicamente con la
formacion del kissing extendido (Wagner et al., 1992; Malmgren et al., 1996). Este modelo
ha sido propuesto para los pares sense/antisense RNAI/RNAII del plasmido ColE1
(Tomizawa, 1990) y CopA/CopT del plasmido R1 (Kolb et al., 2000), entre otros.

- Ruta en un paso:

En este caso la unién inicial se establece entre los nucleotidos expuestos en un lazo y
una region de cadena sencilla en la molécula complementaria (Fig. 1.5B). Este complejo
favorece el desplazamiento hacia estructuras mas estables que finalizan con la formacion
rapida de un duplex entre las dos moléculas. Esta via ha sido propuesta para el sistema

hok/sok (Gerdes et al., 1997)y el transposén Tn10 (Ma y Simons, 1990).

1.3.- Ribozimas naturales

Las ribozimas son moléculas de RNA que presentan actividad catalitica. Su
descubrimiento en 1980 (Kruger et al., 1982; Guerrier-Takada et al., 1983) supuso un
cambio en el concepto que se tenia del RNA. A este hallazgo siguieron otros en los que se
identificaron nuevas funciones relacionadas con procesos de splicing, replicacion

gendmica y, mas recientemente, traduccion. A excepcion del rRNA, la catalisis mediada
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por ribozimas consiste en el procesamiento del enlace fosfodiéster de una molécula de
RNA (sustrato). La alta especificidad de la reaccion viene condicionada por el
establecimiento de interacciones tipo Watson-Crick, por tanto una misma molécula de
ribozima es responsable del reconocimiento del sustrato y de su posterior degradacion
especifica.

En su contexto natural, todas las ribozimas con la excepcién de la RNasa P y el
ribosoma catalizan reacciones intramoleculares. Sin embargo, los requerimientos
secuenciales y estructurales minimos para que la catdlisis tenga lugar han sido
identificados y aislados. Esto ha permitido el desarrollo de reacciones sobre sustratos
aportados en trans, lo que implica un comportamiento similar al demostrado por las
enzimas proteicas (es decir no se consumen ni se ven modificadas en el transcurso de la
reaccion; Zaug y Cech, 1986; Uhlenbeck, 1987; Hampel y Tritz, 1989; Branch y
Robertson, 1991).

Aunque una misma molécula de ribozima lleva a cabo las etapas de reconocimiento y
de catdlisis, las secuencias implicadas en cada uno de estos pasos son, por lo general,
diferentes, por lo que es posible modificar los nucle6tidos responsables del reconocimiento
del sustrato para conseguir ribozimas especificas de cualquier RNA que se pretenda
inactivar. Esto otorga a las ribozimas un importante papel como herramientas terapéuticas.
En la actualidad existen un gran numero de estudios en los que se han empleado diversas
ribozimas modificadas para bloquear multiples funciones, tanto de genes virales como

celulares.

[.3.1.- Intrones

El proceso de splicing es un fendmeno esencial para que la expresion génica ocurra
correctamente. Consiste en la escision de fragmentos de RNA que no contienen secuencias
codificantes (intrones) y en la union covalente de las unidades que los flanquean (exones).
Existen dos grupos de intrones capaces de catalizar su propia escision: intrones grupo I e

intrones grupo II, que se diferencian en su estructura y en el mecanismo de splicing.

12



Introduccion

1.3.1.1.- Intrones grupo [

La primera ribozima descrita fue un intrén componente del rRNA grande de
Tetrahymena thermophila (Cech et al., 1981). Los intrones grupo I son abundantes en el
material genético de mitocondrias de hongos y plantas, del cloroplasto, en genes que
codifican para rRNA, en bacteriofagos, en virus que infectan células eucariotas y en
eubacterias. Todos ellos se caracterizan por tener un mecanismo de reaccion dependiente
de guanosina y Mg®" que consta de dos reacciones de trans-esterificacién consecutivas
(Fig. I.6A.). En un primer paso la molécula de guanosina queda unida al centro activo del
intrén, que favorece una orientacion en la que el grupo 3’OH se aproxima al nucleo6tido
situado en 3’ del exon 1. Este hecho permite el ataque nucleofilico del grupo 3’OH al
enlace fosfodiéster que une los residuos 3’ del exon 1 (un nucledtido de uracilo muy
conservado) y 5’ del intron. Como resultado de este primer paso, la guanosina queda unida
al extremo 5’ del intron, mientras que el exén 1 se mantiene unido al intron mediante
interacciones Watson-Crick. En un segundo paso se produce el ataque nucleofilico del
grupo 3’OH del exdn 1 al enlace fosfodiéster que une el intrén con el exén 2 (G-U). El
producto final son los dos exones ligados y el intron con la guanosina en su extremo 5°.
Esta reaccion es reversible, por lo que el intron puede integrarse entre los dos exones
(Woodson y Cech, 1989).

Los intrones grupo I presentan una secuencia poco conservada, pero todos ellos se
caracterizan por tener cuatro motivos altamente conservados denominados P, Q, Ry S, de
manera que P siempre aparea con Q y R con S (Fig. 1.6B). También conservan 10
elementos estructurales (P1-P10) que se mantienen a pesar de la existencia de secuencias
adicionales, por lo que el centro catalitico permanece inalterado en todos los representantes
del grupo. La secuencia del intron que hibrida con el ex6n situado en 5’ se denomina
secuencia guia interna (IGS, internal guide sequence) ( Davies et al., 1982; Michel et al.,
1989; Williamson et al., 1989; Been y Perrotta, 1991). Recientemente se ha conseguido
determinar mediante cristalografia la estructura adquirida por algunos intrones grupo I, y
su relacion con el mecanismo catalitico (Adams et al., 2004; Golden et al., 2005; Guo et
al., 2004; Stahley y Strobel, 2005). También se ha comprobado, mediante el estudio de
formas truncadas, que la ribozima adquiere una conformacidon globular con un interior

relativamente inaccesible al solvente (Cate et al., 1996; Juneau et al., 2001).
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Fig. 1.6.- Mecanismo de reaccion y estructura secundaria de los intrones grupo I. A) Principales
reacciones quimicas durante el proceso de splicing mediado por intrones grupo I. Las lineas solidas
representan el intrén, mientras que los exones se muestran en cajas. Un nucle6tido de guanina aportado
exogenamente se posiciona especificamente para iniciar la reaccion. Figura adaptada de (Cech, 1986). B)
Representacion esquematica de la estructura secundaria de los intrones grupo I. P1-P10 representan los
elementos estructurales conservados. Las secuencias conservadas P, Q, R y S también se indican. Los exones
se representan en cajas verdes y las flechas indican los sitios de splicing. La secuencia guia interna (IGS) se
muestra como una linea roja. La linea discontinua indica la interaccion que constituye el dominio P10. Figura

adaptada de (Cech, 1990).
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El intrén grupo I de T. thermophila ha sido modificado para cortar moléculas de
RNA en trans. Para que la catalisis tenga lugar se necesita que el sustrato presente la
secuencia complementaria del motivo IGS, y que se mantenga el par U-G en el sitio de

corte.

1.3.1.2.- Intrones grupo Il

Los intrones grupo II se encuentran principalmente en mRNAs sintetizados a partir
de genes del cromosoma bacteriano y de mitocondrias y cloroplastos de plantas, hongos y
levaduras (revisado en (Bonen y Vogel, 2001)).

El proceso de catélisis ocurre mediante dos trans-esterificaciones consecutivas (Fig.
I.7A). En el primer paso se produce el ataque nucleofilico del grupo 2°0OH de un
nucleodtido de adenina conservado sobre el sitio de splicing en 5°. La reaccion genera un
intermediario en forma de lazo en el que el extremo 5’ del intrén queda unido
covalentemente a la adenosina que ha participado en la catalisis. En una segunda etapa el
extremo 3°OH libre del exdn liberado ataca al sitio de corte en 3’, quedando finalmente los
dos exones ligados y liberandose el intron en forma de lazo (Podar et al., 1998).

La estructura secundaria de los intrones grupo II, determinada mediante estudios
filogenéticos y mutacionales, consta de seis dominios helicoidales (I-VI) que se disponen
alrededor de un dominio central, aunque se ha descrito que Gnicamente las hélices [ y V
son esenciales para la catélisis (Fig. 1.7B; Jarrell et al., 1988; Koch et al., 1992). Existen
dos regiones de reconocimiento en el dominio I, denominadas EBS 1 y EBS 2 (exon
binding sequence), complementarias a secuencias en el RNA exénico a través de las cuales
se establece la interaccion (IBS 1, IBS 2, intron binding sequence).

Algunas ribozimas del grupo II catalizan la reaccion reversa y quedan insertadas en
regiones del DNA, por lo que se pueden comportar como elementos moviles (Yang et al.,
1996).

Al igual que en el caso del grupo I, los intrones grupo II pueden catalizar reacciones
en trans, para lo cual necesitan de una secuencia de mas de 13 nt implicada en el

reconocimiento del RNA sustrato (Qin y Pyle, 1999).
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A B

7
20

EXON1 4)’{5on2 —> [EX6N1 3,

EXON 1 EXON 2
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Fig. 1.7.- Mecanismo de reaccion y estructura secundaria de los intrones grupo II. A) Principales etapas
en la reaccion de splicing catalizada por los intrones grupo II. El ataque del grupo 2°’OH de un residuo de
adenina del dominio VI inicia la reaccion. En un segundo paso los dos exones quedan ligados por un ataque
del grupo 3’OH del ex6n en 5’ sobre el sitio de splicing en 3°. El intron es liberado en forma de lazo. Figura
adaptada de (Pyle, 1996). B) Esquema representativo de la estructura secundaria adoptada por las ribozimas
de grupo II. Se representan los distintos dominios estructurales, y se indica el residuo de adenina responsable
del inicio de reaccion. Los exones estan representados mediante cajas verdes, y en rojo se destacan las

secuencias de interaccion entre el intron y el exdon en 5°. Figura adaptada de (Carola y Eckstein, 1999).

[.3.2.- RNasa P

La ribonucleasa P es una enzima esencial para la maduracion de los tRNAs, por lo
que se presenta de manera ubicua en todas las células (Altman et al., 1993). Su funcion
consiste en el procesamiento de las moléculas de pre-tRNA en su extremo 5°, para generar
tRNAs biologicamente activos. En todos los casos descritos la RNasa P se constituye como
una ribonucleoproteina (RNP), siendo el componente de RNA esencial para la catalisis. De
hecho, en algunas bacterias se ha demostrado que el RNA es cataliticamente activo in vitro
(Guerrier-Takada et al., 1983) y responsable de la unidon al sustrato, mientras que el
componente proteico colabora en disminuir la fuerza ionica e incrementa la velocidad de
reaccion, ya que facilita la liberacion de los productos de corte (Reich ef al., 1988). Se ha
descrito que durante la catélisis in vitro mediada por el RNA se requieren altas

. + . .y . .y
concentraciones de Mg”", y como consecuencia de la reaccion de trans-esterificacion se
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genera un tRNA maduro con un extremo 5’ fosfato y un segundo producto con un extremo

3°0OH (Fig. 1.8A).

A
é = A -3
¢ Cc
5'-ppp s.p C
RNasa P
B C
51
RNasa P A3
Cc
3 [
51 ——————————
RNasaP — NCCA
RNA diana
31
EGS "
34 EGS minima

51
3)
Fig. L.8.- Reaccion de corte catalizada por la RNasa P. A) Esquema representativo del procesamiento del
tRNA inmaduro catalizado por la RNasa P. El extremo 5° del pre-tRNA es eliminado para generar la
molécula bioloégicamente activa. Se indica el triplete CCA necesario para la catdlisis. B) Minimos
requerimientos estructurales para el corte mediado por la RNasa P de E. coli. C) Representacion de los

requerimientos estructurales minimos del reconocimiento por la RNasa P eucaridtica. Figura adaptada de

(Puerta-Fernandez et al., 2003b).

La subunidad de RNA en bacterias tiene una longitud de 350-410 nt. Su estructura
secundaria ha sido propuesta a partir de numerosos estudios filogenéticos ( Brown et al.,
1996; Haas y Brown, 1998; Brown, 1999;) y estd compuesta por dos dominios en los que
reside el sitio de reconocimiento del sustrato y el centro catalitico. Las moléculas de tRNA
inmaduras son reconocidas por la presencia de un triplete CCA situado en 3’ del brazo
aceptor, por tanto sus requerimientos secuenciales son minimos (McClain et al., 1987,
Forster y Altman, 1990). Esto ha permitido el desarrollo de estrategias terapéuticas basadas
en la ribozima de E. coli. Para ello se disefia una molécula de RNA (EGS, external guide
sequence) complementaria a la regiébn que se quiere procesar, y en cuyo extremo 3’ se

anade un triplete CCA. La estructura de doble cadena que se genera es reconocida por la
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RNasa P bacteriana y procesada (revisado en (Altman, 1995)). En eucariotas, este modelo
es funcional soélo si la estructura adoptada estd compuesta por, al menos, % de la estructura
adoptada por el tRNA. La molécula necesaria para ello se denomino ¥ EGS (Fig. 1.8B)
(Yuan y Altman, 1994). Posteriormente se ha comprobado que el tamafo puede ser
reducido sin alterar demasiado la capacidad de procesamiento, de manera que la EGS
minima requerida quedaria reducida a 30 nt (Fig. [.8C) (Werner et al., 1997). La principal
ventaja de este sistema como potencial estrategia terapéutica radica en que no es necesario
aportar exdgenamente la ribozima ya que ésta se encuentra en el interior celular, donde

presenta su maxima actividad catalitica.

1.3.3.- RNAs cataliticos pequefios

A diferencia de las ribozimas descritas anteriormente, los RNAs cataliticos pequefios
son un grupo de moléculas de tamafno no superior a 154 nt y que se caracterizan por
presentar un mecanismo de reacciéon comun. El proceso se inicia con el ataque nucleofilico
del grupo 2°OH perteneciente al residuo -1 del sustrato sobre el enlace fosfodiéster
adyacente (Fig. 1.9). Esto genera un intermediario de reaccion que presenta un fosfato
pentavalente inestable, lo cual provoca la ruptura del enlace 5’O-P. Finalmente se protona
el oxianién en 5°, liberdndose un producto con un extremo 5’0OH y un segundo producto
cuyo extremo presenta un grupo 2’-3’ fosfato ciclico. Para que se inicie la reaccién es
necesaria la presencia de grupos capaces de aceptar el proton del 2’OH; inicialmente se
atribuyo este papel a diferentes iones metalicos que podrian actuar como acidos de Lewis o
bien hidratados como aceptadores y donadores de protones (Long y Uhlenbeck, 1993;
Pyle, 1993). Sin embargo, recientemente se ha descrito que existen residuos correctamente
posicionados en algunas ribozimas capaces de actuar como acidos y bases (Ferre-D'Amare

et al., 1998; Bevilacqua, 2003; Han y Burke, 2005).

Existen distintos tipos de ribozimas que se clasifican dentro de este grupo:
- Ribozima HDV

- Ribozima VS de Neurospora

- Ribozima Hairpin

- Ribozima Hammerhead
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OH

Fig. 1.9.- Mecanismo de la reaccion de corte catalizada por los RNAs cataliticos pequefios. La reaccion
se inicia con la desprotonacion del grupo 2’OH del nucledtido en posicion -1 del sustrato. Se genera un
oxianion que ataca nucleofilicamente el fosforo adyacente, generandose un estado de transicion en el que
existe un fosfato pentavalente. Este intermediario evoluciona produciéndose la ruptura del enlace 5’0O-P y la
protonacion del oxianion resultante. Los productos de la reaccion presentan extremos 5’OH y 2°-3” fosfato
ciclico. Para las ribozimas HDV, hairpin y hammerhead se ha propuesto que los grupos dadores y aceptores
de protones pertenecen a residuos esenciales del dominio catalitico (Ferre-D'Amare et al., 1998; Bevilacqua,

2003; Han y Burke, 2005). Figura adaptada de (Hammann y Lilley, 2002).

A continuacion se procedera a describir los motivos cataliticos HDV, VS y hairpin.
La ribozima hammerhead, dado que ha sido empleada como modelo en esta Tesis

Doctoral, serd tratada en un capitulo independiente.

1.3.3.1.- Ribozima HDV

La ribozima HDV es un motivo catalitico que ha sido detectado en las hebras
gendmica y anti-gendmica del virus de la Hepatitis 6. Su funciéon consiste en el
procesamiento de los concatémeros que se generan como consecuencia de la replicacion
del genoma viral a través del mecanismo del circulo rodante (Kuo et al., 1988; Sharmeen

et al., 1988).
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Las ribozimas codificadas en ambas hebras presentan similitudes tanto estructurales
como de secuencia. La obtencion de la estructura cristalina ha supuesto un gran avance en
la comprension del mecanismo catalitico, ya que ha permitido caracterizar un residuo de
citosina en posicion 75 de la hebra gendmica que actia como catalizador acido-base
(Ferre-D'Amare et al., 1998). El motivo catalitico minimo capaz de autoprocesarse se
compone de 85 nt, con un residuo en 5’ respecto al sitio de corte. La estructura secundaria
consta de cuatro motivos helicoidales (P1,...P4). La interaccion entre P1 y P2 genera una

estructura pseudoknot en la que queda incluido el sitio de procesamiento (Fig. 1.10).

Gendémica Antigenémica

P1

Sitio de > - G

corte

Fig. 1.10.- Esquema representativo de la estructura secundaria de las ribozimas genémica y anti-
genomica HDV. Las lineas punteadas en 3’ y en 5 representan secuencias no esenciales para el
autoprocesamiento. Las lineas continuas conectan diferentes motivos estructurales. P1-P4, regiones de doble
cadena. Los sitios de corte en cada ribozima se muestran por una flecha. En verde se indican los residuos que
son escindidos de la molécula tras la catalisis. En naranja se destaca un residuo de citosina esencial para la

actividad de la ribozima. Figura adaptada de (Perrotta y Been, 1991).

La ribozima HDV puede ser dividida en dos moléculas para constituir un sistema de
corte en trans. Se ha observado que la eliminacion de la hebra 5° del dominio P1 no impide
la actividad catalitica, y que cuando se aporta como una molécula independiente funciona
como sustrato (Perrotta y Been, 1992). Este hecho, unido a su gran adaptacioén al ambiente

intracelular, la convierten en un candidato ideal como potencial inactivador génico.
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1.3.3.2.- Ribozima VS de Neurospora

En la mitocondria de la cepa Varkud-lc de Neurospora existe un plasmido que
codifica para una enzima con actividad retro-transcriptasa y para un RNA (RNA VS). El
DNA plasmidico se transcribe para generar un RNA que es procesado por un motivo auto-
catalitico codificado en su interior, la ribozima VS. Este mismo motivo es capaz de
catalizar la ligacion de los extremos del RNA, generdndose moléculas de RNA
monomérico y circular de 881 nt (Saville y Collins, 1991; Kennell ef al., 1995).

El motivo catalitico minimo consta de 154 nt, con un nucledtido en 5’ que es
escindido tras el autoprocesamiento y 153 residuos en 3° (Fig. 1.11). La estructura
secundaria se compone de seis dominios y contiene un motivo pseudoknot que se establece
entre los lazos I y V. Posteriormente se ha descrito que reducciones en algunas de las
hélices pueden disminuir el tamafio de la ribozima hasta 121-126 nt sin que se afecte la

actividad catalitica (Rastogi y Collins, 1998).
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Fig. I.11.- Secuencia y estructura de la ribozima VS. Se representan los seis dominios estructurales (I-VI)
y se destacan en gris los nucleotidos implicados en el establecimiento de una estructura pseudoknot (indicado
por una linea discontinua). La numeracion corresponde al RNA VS de longitud completa. Figura adaptada de

(Beattie et al., 1995).

De manera similar a la descrita en los casos anteriores, esta ribozima puede ser
subdividida en dos moléculas independientes para generar sistemas cataliticos en trans. El
dominio P1 se convierte en el sustrato, mientras que la ribozima es aportada como una

molécula de 144 nt de longitud (Guo y Collins, 1995). El reconocimiento del sustrato no
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parece implicar el establecimiento de interacciones estables, sino la presencia de dominios
estructurales tipo tallo-lazo, por lo que se ha propuesto que esta ribozima podria ser un

buen inactivador de RNAs altamente estructurados (Guo y Collins, 1995).

1.3.3.3.- Ribozima hairpin

El primer motivo tipo hairpin se describi6 en la hebra de polaridad negativa del RNA
satélite del virus que causa las manchas en anillo en las plantas de tabaco ([-]sTRSV,
tobacco ringspot virus; Feldstein et al., 1989; Hampel y Tritz, 1989). La funcion de este
dominio es la de procesar los productos multiméricos que son generados como
consecuencia de la replicacion del RNA satélite por el mecanismo del circulo rodante
(Prody et al., 1986). Los mondmeros resultantes son circularizados ya que este motivo
también presenta actividad ligasa (Buzayan et al., 1986a; Buzayan et al., 1986¢).

Los requerimientos secuenciales minimos para la catélisis han sido definidos
mediante estudios filogenéticos y mutacionales. El motivo catalitico més utilizado es el
descrito por Hampel y Tritz (Hampel et al., 1990), en el que una ribozima que consta de 50
nt es capaz de procesar en trans una molécula de sustrato de 14 nt (Fig. .12A).

La estructura secundaria del complejo ribozima-sustrato se establecid mediante
estudios de seleccion in vitro y analisis mutacionales (Berzal-Herranz et al., 1992; Berzal-
Herranz et al., 1993; Anderson et al., 1994) a partir de los cuales se definieron dos
dominios en el motivo catalitico minimo. El dominio A est4d constituido por dos hélices
intermoleculares (I y II) que se establecen entre la molécula de ribozima y el sustrato,
separadas por un lazo (lazo A). El dominio B se compone de dos hélices intramoleculares
(3 y 4) que quedan separadas por el lazo B. Se ha observado que una vez ha ocurrido la
interaccion entre la ribozima y el sustrato, estos dos dominios deben de plegarse de manera
que los lazos internos queden préximos. Este fendmeno, conocido como docking, es
esencial para que la catalisis tenga lugar (Earnshaw et al., 1997; Walter et al., 1998).

La resolucion, en 2001, de la estructura cristalina de un complejo formado por la
ribozima hairpin y un inhibidor permitié concluir que el sitio activo se encontraba incluido
en un bolsillo, y que la actividad catalitica no dependia de la presencia de iones metalicos,
como ya se habia propuesto previamente (Nesbitt et al., 1997; Rupert y Ferre-D'Amare,

2001).
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Fig. 1.12.- Ribozima tipo hairpin. A) Estructura secundaria del complejo ribozima-sustrato derivado del [-
]sTRSV. Los nucledtidos que componen la ribozima se muestran en mayuscula y numerados del 1 al 50, los
que componen el sustrato se destacan en minuscula y numerados a partir del sitio de corte (G+1). B)
Requerimientos de secuencia para el complejo ribozima-sustrato. N = cualquier nucledtido; Y =C 6 U; R =
A6G;B=C,GoU; V=A,C06G; H=A, C 6 U. Los nucledtidos importantes para la actividad catalitica
estan destacados en negrita. Las secuencias de la region J2/1 que son optimamente procesadas por la
ribozima hairpin se muestran en la caja “a”. A y B representan los dos dominios definidos del complejo
ribozima-sustrato, y J1/2-J4/3 regiones de cadena sencilla. H1-H4, regiones de doble cadena. La flecha indica

el sitio de corte.

Los nucleodtidos importantes para la catalisis se encuentran principalmente en las
regiones de cadena sencilla que separan las hélices 1 y 2 (J1/2) y 3y 4 (J3/4 y J4/3; Fig.
[.12B). Por tanto, siempre y cuando se mantenga la estructura helicoidal, el resto de
posiciones pueden ser modificadas para dirigir la ribozima frente a cualquier RNA que se
pretenda inactivar. Esta circunstancia, unida a su pequefio tamafio, la convierten en un
excelente candidato como agente terapéutico. La region de cadena sencilla que contiene el
sitio de corte en el RNA sustrato (J2/1) presenta importantes requerimientos de secuencia.
Se ha descrito que la presencia de un residuo de guanina en posicion +1 es esencial para
mantener la actividad catalitica (Chowrira et al., 1991), aunque es posible cambiar esta
posicion si se compensa con una mutacion en el nucleotido Cys (Pinard ef al., 1999). Estos
resultados sugieren la existencia de una interaccion entre ambos residuos cuando se

encuentran proximos tras el proceso de docking. Aunque no ha sido posible establecer un
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consenso general para la region J2/1, existe un estudio completo de todas las posibles
combinaciones de secuencia manteniendo el nucledtido de guanina en posicion +1 (Perez-
Ruiz et al., 1999). En la figura [.12B se muestran las secuencias que son mejor procesadas
por la ribozima hairpin.

La optimizacion del motivo catalitico para conseguir inhibidores méas potentes se ha
conseguido mediante modificaciones estructurales y de secuencia. Asi, se ha descrito que
el cambio en la posicion 39 de un nucledtido de uracilo por otro de citosina mejora
significativamente la actividad (Berzal-Herranz et al., 1992; Joseph y Burke, 1993).
También se observa este efecto cuando se estabiliza la hélice 4 (Sargueil et al., 1995;

Barroso-delJesus et al., 1999).

1.4.- Ribozima hammerhead

[.4.1.- Origen y funcion

El motivo catalitico tipo hammerhead fue descrito inicialmente en 1986 cuando se
estudiaba la capacidad de autoprocesamiento en ciertos RNAs patdgenos de plantas
(Buzayan et al., 1986b; Hutchins et al., 1986; Prody et al., 1986). Estos RNAs de tipo
viroidal aparecian como una tUnica hebra circularizada, con un tamafio no superior a los
400 nt. Algunos de ellos presentaban un motivo estructural comun que se denomind
hammerhead y que fue definido mediante ensayos de delecion (Buzayan et al., 1986b;
Forster y Symons, 1987a; Forster y Symons, 1987b). Posteriormente se han caracterizado
nuevos motivos cataliticos con esta estructura en otros RNAs virales y viroidales, asi como

en animales (tabla [.2).

24



Introduccion

RNA Organismo Polaridad Referencia
ASBV(d (viroide del manchado 4 (Hutchins ef al., 1986)
solar del aguacate)

Viroides PLMVVd (viroide del mosaico ‘. (Hernandez y Flores,
latente del melocotonero) ’ 1992)
CChMVd (viroide del moteado . (Navarro y Flores,
clorético del crisantemo) ’ 1997)
sLTSV (satélite del virus del . (Forster y Symons,
rayado transitorio de la alfalfa) ’ 1987a)
sBYDV (satélite del virus del
enanismo amarillento de los +, - (Miller y Silver, 1991)
cereales)
(Buzayan et al., 1986b;
sTRSV (satélite del virus de las N Forster y Symons,
manchas anulares del tabaco) 1987a; Forster y
o Symons, 1987b)
Plantas RNAs satelite sChYMoV (satélite del virus del N
de tipo viroidal | moteado amarillo de la achicoria)
sSNMoV (satélite del virus del N
moteado de Solanum nodiflorum)
sSCMoV (saté%ite del viru§ del N (Symons, 1992;
moteado del trébol subterraneo) Symons, 1997)
sVTMoV (satélite del virus del ’
moteado del tabaco +
aterciopelado)
sRYMoV (satélite del virus del
. +
moteado amarillento del arroz)
RNA circular  Cerezo +, - (Di Serio et al., 1997)
Elemento
. Clavel +, - (Hernandez et al., 1992)
retroviral
Dolichopoda ssp. + (Rojas et al., 2000)

. Familia II de triton + (Epstein y Gall, 1987)
Transcritos de Sma en Schistosoma mansoni + (Ferbeyre et al., 1998)
DNA satelite  Theileria parva + (Ferbeyre et al., 2000)

Familia R de raton + (Ferbeyre et al., 2000)
Animal Familia Kpn-13 de humano - (Ferbeyre et al., 2000)

fnimates mRNA del gen que codifica para
NADPH-citocromo P450 oxido- +
reductasa
mRNAs mRNA del gen que codifica para N (Ferbeyre et al., 2000)

DAP-1

mRNA del gen que codifica para n

neuroleucina

Tabla 1.2.- Algunos RNAs naturales que contienen motivos tipo hammerhead. Polaridad hace referencia

a la polaridad de la hebra de RNA que contiene el motivo.

En su forma natural, los motivos cataliticos tipo hammerhead participan en el proceso
de replicacion del RNA que los contiene. Los estudios realizados inicialmente llevaron a

proponer que los viroides se replican mediante el mecanismo del circulo rodante (Fig. 1.13)
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(Hutchins et al., 1986; Branch y Robertson, 1984; Daros et al., 1994). En este modelo, la
hebra infectiva (a la que se le asigna arbitrariamente la polaridad (+)) es reconocida como
molde por una RNA polimerasa dependiente de RNA. Esto inicia la sintesis de sucesivas
rondas de transcripcion que generan una molécula compuesta por multiples unidades
monoméricas de polaridad (-). Posteriormente el multimero es procesado por el motivo
autocatalitico, dando lugar a los mondmeros lineales que son posteriormente ligados
mediante una RNA ligasa. Estas especies son reconocidas a su vez por una RNA
polimerasa, repitiéndose el ciclo de manera simétrica para generar las unidades de

polaridad (+).

— % 50H 4—» -

5'OH 4 ?

A
A

Fig. 1.13.- Replicacion del RNA circular por el mecanismo del circulo rodante en su modalidad
simétrica cuando las dos hebras presentan motivos autocataliticos. Las flechas indican los sitios de

procesamiento por el motivo catalitico. Figura adaptada de (Flores ef al., 1999).

1.4.2.- Estructura secundaria y requerimientos de secuencia

El modelo de estructura secundaria propuesto para la ribozima hammerhead se
obtuvo a partir de estudios filogenéticos, termodinamicos, de mutagénesis y de NMR

(revisado en (Thomson et al., 1997)).
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Fig. I.14.- Secuencia y estructura secundaria de la ribozima tipo hammerhead derivada del
sTRSV. A) Representacion de los dominios estructurales que conforman una ribozima que cataliza el
procesamiento intramolecular. Los nucledtidos que constituyen el centro catalitico se muestran en negrita. El
sitio de corte esta indicado por una flecha. B) Representacion de una ribozima hammerhead que cataliza el
procesamiento en trans de una molécula de sustrato, generada por la apertura de los lazos I y III mostrados en
A). Se muestra el dominio minimo necesario para la actividad. Los nucledtidos que componen la molécula de
sustrato se representan en minuscula, y en negrita aquellos que se localizan en el centro catalitico. El sitio de

corte se indica por una flecha. El sistema de numeracion es el acordado en (Hertel ef al., 1992).

Consta de tres elementos helicoidales (I, II y III) conectados por una region de
cadena sencilla en la que se encuentran los residuos esenciales para la actividad, y que se
ha denominado centro o bolsillo catalitico (Fig. .14A). En la naturaleza, las tres hélices se
encuentran cerradas por lazos. La eliminacion de los residuos que cierran las hélices 1 y III
permite dividir la molécula en dos unidades distintas: una que conserva la actividad
catalitica y que contiene la mayor parte de los nucledtidos esenciales, y otra que actlia
como sustrato (Uhlenbeck, 1987; Haseloff y Gerlach, 1988). Esta ribozima es la mas
utilizada, aunque también se ha descrito la posibilidad de apertura de los lazos II y III; este
sistema resultaria menos ventajoso ya que gran parte de los nucledtidos esenciales para la
catalisis quedarian situados en la molécula de sustrato (Jeffries y Symons, 1989). Para
facilitar la comparacion de los datos obtenidos por distintos grupos se ided un sistema de
numeracion que permite abarcar todas las posibles modificaciones que puede sufrir el
motivo catalitico (Hertel ef al., 1992), y que se muestra en la figura 1.14B. La secuencia
consenso de la ribozima hammerhead fue determinada mediante estudios filogenéticos de

motivos cataliticos similares.
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El centro catalitico es el lugar de la ribozima que menor nimero de mutaciones tolera
(Fig. 1.15). Unicamente la posicion 7 es susceptible de ser modificada, e incluso en ese
caso la actividad catalitica se ve afectada (U>G>A>C; Ruffner ef al., 1990).

La hélice I no parece presentar ningiin requerimiento, aunque se ha observado que la
secuencia que se encuentra adyacente al bolsillo catalitico podria influir en la estructura
global adquirida por la ribozima (Amiri y Hagerman, 1996).

La hélice II contiene dos residuos conservados, 10.1 y 11.1. Estos nucledtidos
aparean y se sitian contiguos al centro catalitico; el par Gjo;-C; 1 es el mas frecuente en la
naturaleza, y también el mas activo in vitro. También resulta importante la longitud de la
hélice: las ribozimas con una hélice II inferior a dos pb son considerablemente menos
activas que aquellas que presentan dominios de una mayor longitud (Tuschl y Eckstein,
1993). El lazo que cierra esta hélice no requiere de ningun nucledtido particular, aunque
generalmente se emplean ribozimas con un lazo II constituido por cuatro nucledtidos
(Birikh et al., 1997). En un intento por minimizar el tamafio de la ribozima, se han descrito
moléculas en las que el dominio II en su totalidad quedaba reemplazado por un espaciador
con secuencia palindromica. Esto permite la asociacion de dos ribozimas a nivel de sus

espaciadores, formandose un dominio II comun para ambas (Kuwabara et al., 1996).

3’ 5 Fig. L.15.- Requerimientos de secuencia de la
‘“—nnnnnnhhnnnnnn-—

ribozima hammerhead. Se muestran los

— NNNN NCN ANNNNNN Ny nucleotidos esenciales para la actividad catalitica de

5 HI U A Hm

las ribozimas hammerhead que procesan sustratos en

Ga u A
GA GV trans. Los nucleodtidos que representan la ribozima se
R N muestran en mayuscula, mientras que los del sustrato
HIl NN":"NN se indican en mintscula. N = cualquier nucle6tido; Y
L‘: ':' =CoU;R=A0G;H=A,C 6 U. HI-HII = hélice
N I-hélice I1I.

En cuanto a la hélice III, s6lo existen dos posiciones sensibles a ciertas
modificaciones; se trata de los residuos que componen el sitio de corte. En la naturaleza, el
sitio de procesamiento mas frecuente es el triplete GUC, aunque también se ha detectado

corte en 3’ del triplete GUA y AUA (Miller y Silver, 1991; Birikh et al., 1997). Para
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comprobar si eran posibles otras sustituciones en el sitio de corte, se llevaron a cabo
estudios de mutagénesis que permitieron concluir que el triplete NUH era el mas
activamente procesado por la ribozima hammerhead (N, cualquier nucleétido; H, A, C 6 U)
(Ruffner et al., 1990; Zoumadakis y Tabler, 1995). Posteriormente este consenso fue
modificado, ya que se comprobd que el nucledtido de uracilo podia ser sustituido por A o
C siempre y cuando se mantuviera el par de bases 15.1-16.1. Es decir, tripletes del tipo
NHH también podian ser eficientemente procesados por la ribozima hammerhead (Kore et
al., 1998). El hecho de que no se acepten nucledtidos de guanina en dos posiciones del
triplete de corte puede ser debido a que la existencia de un par G-C bloquee a la ribozima y

la mantenga en una conformacion inactiva (Simorre ef al., 1998).

Estos datos han sido confirmados mediante la realizaciéon de métodos de seleccion in
vitro en los que se intentaba optimizar el dominio catalitico y obtener nuevas dianas de
corte (revisado en (Eckstein et al., 2001)). La conclusion principal que se pudo obtener de
estos estudios es que el centro catalitico de la ribozima hammerhead es el 6ptimo para el
procesamiento del triplete NHH, posiblemente porque cambios en los nucleodtidos
esenciales alteran la estructura tridimensional del complejo ribozima-sustrato e impiden la

adquisicion de una conformacion catalitica activa.

1.4.3.- Estructura terciaria

La ribozima hammerhead es el primer RNA catalitico del que se consiguio la
estructura cristalina. Los resultados fueron aportados por dos laboratorios de manera
independiente (Pley ef al., 1994; Scott et al., 1995) y las conclusiones resultaron similares,
a pesar de haber utilizado complejos moleculares distintos. Esto refuerza la validez de los
datos y sugiere que la estructura cristalizada es muy proxima a la real.

En estos estudios se describe la formacion de una estructura en forma de Y, con las
hélices II y III alineadas y la hélice I situada en el mismo cuadrante que la hélice IT (Fig.
I.16). Esta estructura coincide con la determinada a partir de andlisis por FRET
(fluorescence resonance energy transfer; Tuschl et al., 1994), movilidad comparativa en
gel (Bassi et al., 1995) o birrefringencia eléctrica (Amiri y Hagerman, 1994). Se pueden

definir dos dominios estructurales. El dominio I lo componen los nucleétidos C;UsGsAs.
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En esta regién se forma una estructura similar al giro de la uridina, lo cual provoca un
cambio en la orientacion de las bases nucleotidicas que permite su alineamiento y favorece
una mayor proximidad al residuo C;; que se procesa (Fig. 1.16). El dominio 2 esta
constituido por los nucleétidos Gi2A13A14, que establecen una serie de interacciones no
canodnicas con el motivo U;GgAg; esto provoca una extension de la hélice 1T que favorece el
alineamiento coaxial con la hélice III. Recientemente se ha comprobado mediante ensayos
de cross-linking que los nucledtidos Gg y Gj» pueden modificar su posicion del estado
inactivo para quedar apilados sobre el sitio de procesamiento (nucledtido C,7),
favoreciendo una conformacion activa. Esta proximidad contribuiria al procesamiento del
sustrato a través de un mecanismo tipo acido base general (Han y Burke, 2005; Heckman

et al., 2005).

Hélice NI§—

..... C
N L -
N\ Hélice | Dominio Il y |

Dominio |

Hélice Il |-

Fig. 1.16.- Estructura tridimensional de la ribozima hammerhead. A) Representacion de la estructura
terciaria propuesta para la ribozima hammerhead en forma de Y, con las hélices II y III alineadas
coaxialmente y la hélice I constituyendo el brazo de la Y. Se muestran los residuos que componen el centro
catalitico y el sitio de corte se indica por una flecha. Figura tomada de (Doudna y Cech, 2002). B) Estructura
cristalina de la ribozima hammerhead. Se sefialan los dominios 1 y 2. El dominio 1 comprende el motivo
denominado giro de la uridina, que incluye el nucledtido C;; en el sitio de corte. El dominio 2 se forma por el
alineamiento de las hélices II y III. En azul se destacan los nucle6tidos de guanina, en verde los de adenina,

en morado los de citosina y en naranja los de uracilo. Figura tomada de (Hammann y Lilley, 2002).

. . . . +
Se ha comprobado que la ribozima hammerhead requiere la presencia de Mg>" y
otros iones metalicos para adoptar una conformacién activa (Fig. 1.17). En su ausencia la
r . . . o ey 2+
molécula se encuentra extendida en un estado inactivo. La adicion de Mg~ desencadena

una ordenacion estructural en la ribozima que ocurre en dos etapas: en un primer paso se
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produce la alineacion de las hélices II y III, lo cual se corresponde con la formaciéon del
dominio 2 que se observa en la estructura cristalina; en un segundo paso la hélice I
modifica su posicion relativa y pasa a situarse en el mismo cuadrante de la hélice II, hecho
que determina la formacion de la estructura del giro de la uridina (Gast et al., 1994; Bassi
et al., 1995; Bassi et al., 1997; Murray et al., 2002). Estos requerimientos por iones
metalicos llevaron a estudiar extensamente sus sitios de union en la ribozima hammerhead
(Pley et al., 1994; Scott et al., 1995; Scott et al., 1996). Se detectaron varios lugares de
interaccion en los segmentos helicoidales y tres situados en el centro catalitico. Dos de
ellos se localizan en los nucledtidos Ag y Gy 1, por lo que se relacionaron con la formacion
del dominio 2 durante el plegamiento. El tercero se sittia en el residuo Gs, lo que sugeria su
implicacion en la formacion del dominio 1y el giro de la uridina. También se encontraron
iones metalicos proximos al enlace fosfodiéster que es procesado (Scott et al., 1995; Scott
et al., 1996), aunque no parecen jugar un papel determinante en el mecanismo catalitico

(Han y Burke, 2005).

HIl

HI
c HI

Mg 1 HI Mg? R

HI —>» Dominio2]" —»p Dominio 2 %
HI Y
HIl Hil

Dominio 1

Fig. 1.17.- Plegamiento de la ribozima hammerhead dependiente de Mg**. Representacion esquematica
del proceso de plegamiento en dos pasos. En una primera etapa se forma el dominio 2 mediante alineamiento
de las hélices II y III. Este intermediario es inactivo. La conformacion activa se alcanza con la formacion del
dominio 1 y el establecimiento de una estructura denominada giro de la uridina. Los nucle6tidos que forman
el dominio 2 se muestran en verde, los que forman el dominio 1 en naranja. Figura tomada de (Hammann y

Lilley, 2002).

Recientemente se ha observado que las secuencias proximas al motivo catalitico
minimo presentes en las ribozimas naturales favorecen la estabilizacion de una
conformacién activa mediante el establecimiento de interacciones terciarias (De la Pena et
al., 2003; Penedo et al., 2004; Saksmerprome et al., 2004). Esto disminuye la
concentracion de iones divalentes necesaria para la adquisicién de una conformacion activa

y permite la catalisis en un ambiente intracelular.
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L.5.- Terapia con RNA

El descubrimiento de las ribozimas hace 25 afios gener6 grandes expectativas debido
a su posible utilizacion como inactivadores génicos. Sin embargo, aun hoy siguen
existiendo una serie de factores a optimizar si se pretende explotar terapéuticamente las
ribozimas y, en general, cualquier molécula de RNA (Rossi, 1995; Denman, 1999;
Barroso-delJesus y Berzal-Herranz, 2001a). Entre ellos cabria destacar:

- Aporte del RNA inhibidor al interior celular: la penetracion de moléculas de acidos
nucleicos en el interior celular es un proceso que requiere sistemas de transporte adecuados
que permitan la internalizacion de las moléculas y su liberacion de las vesiculas
endosomicas en las que quedan recluidas. Entre los sistemas mas empleados destaca la
utilizacion de vehiculos lipidicos conocidos como liposomas.

- Colocalizacion de la molécula inhibidora con el RNA que se pretende inactivar: la
efectividad de un RNA inhibidor depende de su posicionamiento en el mismo
compartimiento celular que la diana a inactivar. La colocalizaciéon se puede promover
mediante el uso de promotores especificos (Kato et al., 2001).

- Cantidad de inhibidor activo en el interior celular: es preciso que exista una
cantidad suficiente de moléculas activas que permitan la inactivacion de todas las
moléculas de sustrato.

- Estabilidad intracelular del RNA inhibidor: la abundancia de ribonucleasas en el
interior celular hace que la vida intracelular de un RNA exogeno sea muy corta. Este
aspecto puede ser mejorado mediante la sintesis quimica de los inhibidores a los que se les
incorporan nucleotidos modificados en posiciones concretas, que incrementan la
resistencia a la degradacion (Pieken et al., 1991; Heidenreich et al., 1993; Heidenreich et
al., 1994; Jarvis et al., 1996; Bramlage et al., 2000; Tallet-Lopez et al., 2003).

- Variabilidad genética del RNA diana: el empleo de ribozimas como agentes
antivirales presenta una gran limitacion, y es la elevada tasa de variabilidad que los virus (y
principalmente los virus RNA) presentan. La solucion consiste en el estudio e
identificacion de regiones conservadas en el genoma viral y su utilizacion como posibles
dianas de ribozimas (Yamada et al., 1996). Otra aproximacion alternativa es el uso de

cassettes que contienen ribozimas con diferentes especificidades (Ohkawa et al., 1993).

32



Introduccion

- Actividad del inhibidor: los inhibidores deben de ser optimizados para conseguir las
moléculas mas eficientes. La mejora se puede producir a nivel de secuencia o de estructura.

- Acceso y union a la region diana: la eleccion de los sitios diana en un RNA que se
pretende inactivar es una cuestion fundamental ya que esté relacionada directamente con la
capacidad de procesamiento de dicho RNA. El alto grado de estructuracion que presentan
las moléculas de RNA dificulta en muchos casos el acceso del inhibidor al sitio diana, y es
responsable del éxito o del fracaso de un experimento de terapia. Por ello se hace necesario
el estudio de la estructura de los RNAs que se van a inactivar y el desarrollo de inhibidores

capaces de acceder a sus sitios diana.

Durante los ultimos afios, la terapia con ribozimas y antisense ha pasado de generar
una gran expectacion a ser considerada como una forma poco efectiva para el tratamiento
de enfermedades. El descubrimiento de los mecanismos de interferencia (RNA1i) y su gran
potencial en el campo de la medicina ha relegado el uso de estas moléculas a un sector
olvidado de la terapia con RNA y DNA. No obstante, es importante destacar la gran
contribucion que el estudio de estas moléculas ha supuesto para el desarrollo de sistemas
de introduccién al interior celular y los grandes avances experimentados en la sintesis
quimica de RNA. Estos trabajos han allanado el camino a la utilizacion de nuevas

herramientas mas potentes.

[.5.1.- Ribozimas

Los motivos cataliticos de RNA mas empleados como agentes terapéuticos son las
ribozimas hairpin y hammerhead, debido a su pequefio tamafio y a sus minimos
requerimientos de secuencia con respecto al sustrato (Marschall et al., 1994). Existen un
amplio nimero de trabajos en los que se han utilizado ribozimas hairpin y hammerhead
para la inactivacion selectiva de RNAs relacionados con procesos tumorales, enfermedades
genéticas dominantes e infecciones virales. En la mayoria de los casos, las ribozimas son
modificadas quimicamente durante su sintesis para conferir una mayor estabilidad y

resistencia a la degradacion por RNasas (Fig. I.18).
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Fig. 1.18.- Representacion de la estructura de distintos oligonucledtidos sintéticos. A)
Fosforotioato; B) 2’-O-metil fosforotioato; C) 2’-O-aminopropil fosfodiéster; D) LNA/BNA (locked/bridged
nucleic acids); E) Fosforoamidita; F) Morfolino; G) PNA (peptide nucleic acid); H) HNA (hexitol nucleic
acid). Figura tomada de (Zhang ef al., 2005b).

Algunos de los estudios llevados a cabo han demostrado la efectividad de la terapia

con ribozimas y han permitido el desarrollo de diversos ensayos clinicos (tabla 1.3).

A pesar del éxito obtenido en algunos casos, no cabe duda de que siguen siendo
numerosos los ejemplos en los que la terapia con ribozimas no es efectiva, por lo que es
preciso re-disefiar estos motivos para conseguir mejorar su actividad intracelular. Las
nuevas moléculas presentan dominios adicionales que potencian diversas caracteristicas
del motivo catalitico. Por ejemplo, se han desarrollado ribozimas capaces regulables por la
presencia de un ligando externo (ribozimas alostéricas, 1.6.2.1.5). También se han disefiado
nuevos inhibidores que portan dominios que favorecen su union al RNA sustrato (RNAs
antisense cataliticos; Puerta-Fernandez et al., 2002; Puerta-Fernandez et al., 2003a) o con
capacidad para secuestrar proteinas (Sargueil et al., 1995; Warashina et al., 2001; Barroso-

del Jesus et al., 2005).
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RNA diana Nombre Compaiiia Patologia Fase
comercial
mRNA VEGF-R Angiozyme™ Ribozyme Pharmaceuticals | Tumores solidos 11
. LY466700 . ) .
RNA gendémico de HCV ™ Ribozyme Pharmaceuticals = Hepatitis C 11
(Heptazyme ™)
) ™ ) ) Cancer de mama y
mRNA EGF-R tipo 2 Herzyme Ribozyme Pharmaceuticals ) I
de ovario
mRNA del antigeno
) ™ Patologias de la
nuclear de células en VitrenASE Immusol ) I
) ) retina
proliferacion
RNA gendmico de HIV Ribozyme Pharmaceuticals | Linfoma I

Tabla L.3.- Ensayos clinicos desarrollados para terapia con ribozimas. Tabla tomada de (Zhang et al.,

2005b).

1.5.2.- Antisense

Los oligonucleotidos antisense constan, por lo general, de 18-25 residuos
complementarios a una region de un mRNA diana. Pueden ser introducidos directamente
en el paciente mediante inyeccion o a través de la formulacion farmacéutica de distintos
compuestos que transportan la droga al interior celular. Una vez alli, la unién del
oligonucledtido a su sitio diana impide la sintesis de la proteina a través de diversos
mecanismos (revisado en (Crooke, 1999)). Entre ellos destacan la inhibicion de la
transcripcion por unidn a secuencias promotoras, inhibicion de la maduracion del mRNA,
inhibicion de la union del ribosoma por interaccion con el codén de inicio de traduccion o,
en el caso de moléculas de DNA, degradacion especifica del RNA diana por activacion de

la RNasa H celular (Crooke, 1998).

En la actualidad, la terapia con antisense es fuente de numerosos estudios y existen
multiples ensayos clinicos con oligonucleotidos antisense de DNA y de RNA que estan
dando grandes resultados (tabla 1.4). Algunos de estos ensayos han generado serias
expectativas, y de hecho en la pasada década de aprobo el empleo de dos drogas antisense.

Se conocen como Vitravene™ (Crooke, 2004) y Formivirsen (Roehr, 1998); ambas estan
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dirigidas frente al citomegalovirus (CMV) causante de retinitis, aunque la primera se

emplea especificamente en pacientes infectados con HIV.

mRNA diana Nombre Compaiiia Enfermedad Fase
BCL-2 G3139 Genta/Aventis Melanoma, MM, CLL, 111
NSCLC

Ha-Ras ISIS 2503 ISIS Tumores s6lidos I

PKC-a ISIS 3521 (Affinitak)  ISIS/Eli Lilly NSCLC, tumores s6lidos 1T

c-RAF ISIS 5132 ISIS Tumores sélidos Interrumpida

PKC PKC412 Novartis Tumores so6lidos, infecciones 11

del ojo

PKA-R1l a GEM 231 Hybridon Tumores s6lidos I-1I

Ribonucleétido  GTI 2040, GTI2501  Lorus Tumores so6lidos I-1I

reductasa

c-RAF LErafAON Neopharm Tumores s6lidos I-11

c-MYC Oncomyc-NG AVI Céncer I-1T
BioPharma

c-MYC AVI 4126 AVI Céancer, patologias del rifion -1
BioPharma

Clusterina 0GX-011 OncoGenex Céncer de prostata I

TGF-p2 Vacuna contra el NovaRx NSCLC I

cancer

Citocromo P450 AVI4557 AVI Efectos adversos de algunas  I-II
BioPharma drogas

c-MYB LR/INX-3001 Gewirth et al. CML I-1I

DNA MG-98 MethylGene Tumores solidos I-1T

metiltransferasa

HIV-1 HGTV-43 Enzo Biochem  HIV I

HIV gag GEM-92 Hybridon HIV I

HIV env VRX496 VIRxSYS HIV I

c-MYC Resten-NG AVI CAD, patologias de rifion, I-1I
BioPharma cancer

HCV ISIS 14803 ISIS HCV II

ICAM-1 ISIS 2302 ISIS Enfermedad de Crohn, 1I-1I1

(Alicaforsen) psoriasis
Adenosina A1IR  EPI-2010 EpiGenesis Asma I
TNF- a ISIS 104838 ISIS Artritis, enfermedad de 11

Crohn, psoriasis

Tabla 1.4.- Ensayos clinicos llevados a cabo con oligonucleétidos antisense. MM, mieloma multiple; CLL,
leucemia linfatica cronica; CML, leucemia mieldgena cronica; CAD, enfermedad de las arterias coronarias.

NSCLC, cancer de pulmoén invasivo. Tabla adaptada de (Zhang ef al., 2005b).

Un requisito esencial que deben de presentar los oligonucledtidos antisense para ser
utilizados como agentes terapéuticos es el de ser estables. En la figura 1.18 se muestra un
esquema representativo de algunas de las modificaciones quimicas que se han ensayado en
oligonucleotidos antisense (y ribozimas). La primera generacion incluia aquellas moléculas

en las que se sustituian los 4tomos de oxigeno de los enlaces fosfato por azufre
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(fosforotioatos), grupos metilo (metil fosfonatos) o aminas (fosforoamiditas). De todos
ellos, el grupo de los fosforotioatos es el que ha sido mas ampliamente utilizado debido a
que confiere una gran resistencia al ataque por nucleasas y a su capacidad para inducir de
manera especifica la actividad RNasa H. Sus principales problemas son el de disminuir la
afinidad y la especificidad por la secuencia diana (revisado en (Zhang et al., 2005b)). Una
segunda generacion de antisense la constituyen oligonucleotidos que han sufrido
sustituciones en la posicion 2’; destacan la incorporacion de grupos metilo, metoxietilo,
amino y flior (Manoharan, 1999). La tercera generacion es mas diversa que las anteriores
y contiene oligonucleétidos zwitterionicos (es decir, presentan grupos con cargas positivas
y negativas), LNA (locked nucleic acids)/BNA (bridged nucleic acids) (Morita et al.,
2002), PNA (peptide nucleic acids) (Elayadi y Corey, 2001), morfolino (Summerton,
1999) y HNA (hexitol nucleic acids) (Declercq et al., 2002).

[.5.3.- Aptameros

Debido a su especificidad y a su gran capacidad de union, asi como a su versatilidad
para capturar moléculas de muy distinta naturaleza, los aptameros se han constituido como
potenciales agentes terapéuticos (Gold et al., 1995). Entre las principales ventajas cabe
destacar su compleja estructura tridimensional, que les confiere alta especificidad y
selectividad. Su pequeio tamafo, no superior a 15 kDa (25-40 nucledtidos), les aporta una
mayor permeabilidad con respecto a otras moléculas utilizadas en aproximaciones
terapéuticas, como son los anticuerpos, lo cual les permite introducirse en el interior

celular mas facilmente.

A excepcion del disefio, el empleo de aptameros en terapia presenta las mismas
limitaciones que la aproximacion con oligonucledtidos antisense; es necesaria la obtencion
de moléculas estables, para lo cual se han introducido las mismas modificaciones quimicas
que en el disefio de antisense. Por otro lado, aunque su pequeio tamafio es ventajoso,
también es responsable de su baja proporcion en sangre, ya que son rapidamente filtrados
por el rifion. Esto se puede solucionar mediante la conjugacion del aptamero con moléculas
de mayor tamafio, como PEG (Tucker et al., 1999; Watson et al., 2000) o liposomas
(Willis et al., 1998).
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1.6.- Seleccion molecular in vitro

[.6.1.- Concepto

La generacion de moléculas con nuevas funciones es un proceso tradicionalmente
asociado a la naturaleza. Los acidos nucleicos contienen una informacién o genotipo que
puede amplificarse y diversificarse para crear multiples variantes. La nueva molécula que
se sintetiza a partir de esa informacion aporta una serie de caracteristicas novedosas
(fenotipo) que pueden ser ventajosas para el organismo y, en consecuencia, seleccionadas
por la naturaleza. Durante muchos afios, la simulacion de este fendémeno en el laboratorio
parecio algo inalcanzable. Los avances llevados a cabo en el campo de la biologia
molecular han permitido disponer de todas las herramientas necesarias para imitar en el
laboratorio, de una manera rapida, los procesos de evolucion que requieren miles de afios
en la naturaleza. En 1990, tres grupos describieron, por primera vez y de manera
independiente, el disefio y desarrollo de un proceso de seleccion molecular in vitro (Green
et al., 1990; Robertson y Joyce, 1990; Tuerk y Gold, 1990). Previamente a estos trabajos,
en 1967 el Dr. Spiegelman y col. observaron una serie de cambios en el RNA genomico
del bacteriofago QP que ocurrian durante el proceso de replicacion (Mills et al., 1967).
Tras varias rondas de amplificacion, la poblacion mayoritaria de RNA genomico constaba
de moléculas truncadas en las que se habian eliminado las secuencias innecesarias, y que

se replicaban, por tanto, mas rapidamente que el resto.

En los ultimos 15 afios ha quedado demostrado el gran potencial que estos sistemas
tienen para la obtencion de moléculas con actividades o fenotipos diversos: obtencion de
aptameros capaces de unirse a diferentes moléculas o compuestos (revisado por (Sun ef al.,
2000)), nuevas actividades cataliticas en los acidos nucleicos, DNA y RNA (revisado en
(Wilson y Szostak, 1999; Nieuwlandt, 2000)), ..., ademas de actuar como un medio que ha
permitido profundizar en el conocimiento que se tenia sobre la catalisis mediada RNA
(Green et al., 1990; Chowrira et al., 1991; Berzal-Herranz et al., 1992; Berzal-Herranz et
al., 1993; Burke y Berzal-Herranz, 1993; Joseph et al., 1993; Nakamaye y Eckstein, 1994;
Thomson et al., 1996; Tang y Breaker, 1997; Vaish et al., 1997; Siwkowski et al., 1998;

Vaish et al., 1998; Salehi-Ashtiani y Szostak, 2001). Asimismo, en un futuro, su utilizacion
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de manera mas generalizada podria venir acompafiada de avances en los campos de la

biotecnologia y biomedicina.

De manera general, un proceso de selecciéon molecular in vitro viene determinado por
tres aspectos fundamentales que son fijados por el investigador: variabilidad en la
poblacion inicial, seleccion de variantes con caracteristicas fenotipicas ventajosas y
amplificacion de dichas variantes. Una poblacion de moléculas heterogénea es sometida a
una presion selectiva que depende del fenotipo concreto que se desee obtener (Fig. 1.19).
Las moléculas inactivas se descartan, o bien son analizadas; las activas se recuperan y
amplifican, generando una nueva poblacion cuya heterogeneidad se encuentra disminuida
con respecto a la situacion inicial. Este proceso puede repetirse sucesivamente con el fin de

enriquecer la poblacion en moléculas positivas para el fenotipo buscado.

Poblacién de Transcripcion
moléculas de RNA ™
o S R— .
Actividad seleccionable : Ciclo de A
:------------------ vSeIeccién
é Hteerrenens » .......... o
v Poblacién de
Moléculas inactivas  Moléculas activas moléculas
eeteen de DNA
; E Transcripcion
Descartar = reversa
v v Amplificacion
<DNA cDNA
. Amplificacion
‘A

Clonacién y andlisis

Fig. 1.19.- Seleccion in vitro de moléculas de RNA a partir de una poblacion de variantes. Las moléculas
de RNA activas para el fenotipo buscado son separadas de las inactivas, para ser posteriormente amplificadas

y transcritas. Figura adaptada de (Burke y Berzal-Herranz, 1993).

1° Poblacion inicial:

La variabilidad se establece durante la sintesis del dcido nucleico. Las modificaciones
introducidas pueden ser totalmente aleatorias, es decir, los cuatro monomeros se
incorporan a la misma frecuencia; o bien fijadas, cada monomero se incluye a una
frecuencia dictada por el investigador, por lo que la variacion de secuencia es limitada. La

eleccion de un sistema u otro depende de los objetivos concretos del experimento. Por otro
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lado, aunque el nimero de posibles variantes con las que iniciar el proceso es tedricamente
ilimitado (Gnicamente dependiente del tamafio de la poblacion y de las frecuencias de
variacion en cada posicion), existen limitaciones experimentales, por lo que en ciertas
ocasiones, y dependiendo del fenotipo que se pretenda rescatar, se puede optar por utilizar
moléculas con pocas modificaciones.

Finalmente, en el disefio de la poblacion es necesaria la incorporacién de secuencias
invariables que se sittian flanqueando la region aleatoria. Estas secuencias actian como

lugares de hibridacion de cebadores durante los pasos de amplificacion.

2° Seleccion in vitro de moléculas con un fenotipo especifico:

El aspecto fundamental del que depende el éxito de un método de seleccion es la
capacidad para recuperar aquellas moléculas que presentan las caracteristicas deseadas.
Existen fundamentalmente dos maneras de distinguir las moléculas activas de las inactivas:

- Seleccion por auto-modificacion: la modificacion puede suponer una diferencia en
tamafio. Es la opcion elegida cuando se seleccionan nuevos 4cidos nucleicos con capacidad
de autoprocesamiento (Green et al., 1990; Chowrira et al., 1991; Beaudry y Joyce, 1992;
Berzal-Herranz et al., 1992; Berzal-Herranz et al., 1993; Joseph et al., 1993; Joseph y
Burke, 1993; Breaker y Joyce, 1994; Conaty et al., 1999; Atsumi et al., 2001; Barroso-
dellesus y Berzal-Herranz, 2001b; Piganeau ef al., 2001), o con actividad ligasa (Bartel y
Szostak, 1993; Harada y Orgel, 1993; Cuenoud y Szostak, 1995; Ekland y Bartel, 1995;
Robertson y Ellington, 2000). Con este método se pueden discriminar las moléculas activas
de las inactivas mediante separacion por tamano. Otra aproximacion es el caso de
obtencion de moléculas con capacidad de autofosforilacién (Lorsch y Szostak, 1994a) o
acilacion (Jadhav y Yarus, 2002). En estos sistemas la poblacion inicial es inmovilizada a
un soporte solido mediante afinidad con un ligando concreto (otro acido nucleico
parcialmente complementario, uniones biotina-estreptavidina,...) que se encuentra unido a
la matriz. La elucién de las moléculas activas se consigue mediante la adicion de una
molécula especifica y selectiva del grupo que ha sido incorporado durante la catélisis. Otra
alternativa es la elucion derivada tnicamente de la accion catalitica, es decir, s6lo las
variantes activas son capaces de escapar de la columna.

- Seleccion por afinidad: este método incluye la union a ligandos especificos. Es el
caso de la seleccion de aptameros. Las moléculas acomplejadas pueden ser rescatadas

mediante cromatografia por afinidad con el ligando en cuestion. Esta aproximacion ha
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permitido la obtencion de moléculas de DNA y RNA capaces de interaccionar con
multiples y variados ligandos (Famulok y Szostak, 1992; Sassanfar y Szostak, 1993;
Lorsch y Szostak, 1994b; Lato ef al., 1995; Duconge y Toulme, 1999; Nishikawa et al.,
2004).

3° Amplificacion de las moléculas seleccionadas:

Las variantes activas que se han rescatado se encuentran en una baja proporcion, por
lo que es dificil proceder a su analisis. Para solucionar este problema se lleva a cabo un
proceso de amplificacion con el que se consigue enriquecer la poblacion en moléculas
activas para el fenotipo deseado. En el caso de utilizar DNA, se necesitan dos
oligonucleo6tidos que actien como cebadores mediante hibridacion con las regiones
invariables de la poblacion. Cuando se trata de RNA, se requiere inicialmente un ODN
complementario del extremo 3°, que permite la sintesis de cDNA. Existen dos métodos

alternativos para la amplificacion in vitro de RNA (Fig. 1.20):

- Método basado en la reaccion de PCR (Fig. 1.20A): se disefia un ODN que hibrida
con una secuencia situada en 3’ del RNA. Este ODN funciona como cebador y permite la
sintesis de la molécula de cDNA. A continuacion se afiade un segundo ODN,
complementario de una secuencia constante en el extremo 3’ de la poblacion de cDNA, y
que porta en 5’ la secuencia para el promotor de la RNA polimerasa del fago T7. Ambos
cebadores inician la reaccion de PCR, que tiene como resultado la generacion de moléculas
de DNA portadoras en su extremo 5° de una secuencia promotora. La amplificacion se

completa con la transcripcion in vitro de la nueva poblacion.

- Método isotérmico (Fig. 1.20B): este sistema no requiere de la desnaturalizacion del
molde, por lo que permite que todos los pasos transcurran a 37°C (Guatelli et al., 1990). La
reaccion se inicia por la hibridacion de un ODN cebador al extremo 3’ de las moléculas de
RNA, que genera moléculas de cDNA. A continuacion se produce la degradacion del RNA
molde con RNasa H, y se sintetiza la segunda hebra de DNA por adiciéon de un segundo
ODN que contiene la secuencia promotora de la enzima RNA polimerasa del fago T7. El

proceso finaliza con la sintesis de nuevas moléculas de RNA.
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Fig. 1.20.- Amplificacion selectiva de RNA in vitro. A) Método basado en la reaccion de PCR. Durante la
reaccion de amplificacion se incorpora la secuencia del promotor de T7. B) Replicacion isotérmica. Después

de la sintesis de cDNA, el RNA es degradado. La amplificacion del cDNA se realiza a 37°C.

1.6.2.- Aplicaciones

Las técnicas de seleccion molecular in vitro han sido ampliamente utilizadas para la
identificacion de nuevas propiedades y actividades cataliticas en los 4cidos nucleicos. A
continuacion se procedera a resumir algunos de los trabajos desarrollados para seleccionar
moléculas de RNA, y que han contribuido al avance de estos sistemas. Para mayor
informacion, existe una base de datos que agrupa todos aquellos aptameros y ribozimas
que se han descrito y obtenido mediante técnicas de seleccion molecular in vitro (Lee et
al., 2004). Esta base estd disponible a través de la direccion web http://aptamer.

icmb.utexas.edu/.
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1.6.2.1.- Seleccion in vitro de ribozimas

Las técnicas de seleccion in vitro han sido empleadas con éxito para comprender los
mecanismos de reaccidon de las ribozimas naturales, asi como para identificar nuevas

ribozimas con diversas actividades cataliticas.

1.6.2.1.1.- Intrones grupo 1

En 1990 se describid por primera vez el empleo de un sistema de selecciéon molecular
in vitro para analizar los elementos estructurales implicados en la catalisis mediada por el
intron grupo I presente en el rRNA 26S de Tetrahymena thermophila (Green et al., 1990).
Se introdujeron variaciones en nueve posiciones del centro catalitico cuyos requerimientos
estructurales y secuenciales eran poco conocidos. Las secuencias utilizadas como exones
eran constantes y se emplearon como lugares de hibridacion para los ODN cebadores. Uno
de los dos “exones” era aportado en trans, por lo que Unicamente se amplificaban aquellas
variantes capaces de catalizar la ligacion entre ambas secuencias.

Ese mismo afio, y de manera paralela, se describié un método de seleccion similar
basado en la misma ribozima, con el que se identificaron ribozimas mds activas frente a
sustratos de DNA (Robertson y Joyce, 1990). Posteriormente se introdujeron una serie de
variaciones sobre el método original, que incluian la generaciéon de las variantes a
seleccionar por dos sistemas: en primer lugar se construyd una poblaciéon de RNA que
contenia 140 posiciones parcialmente variables; durante los pasos de amplificacion, esta
variacion era incrementada debido al empleo de condiciones que favorecian la
introduccion de mutaciones (Beaudry y Joyce, 1992).

También se ha descrito la seleccion de intrones grupo I dependientes de iones
metélicos distintos de Mg>". En concreto, se han aislado ribozimas capaces de catalizar la
union de dos secuencias en presencia de Ca>" utilizando un sistema de seleccion in vitro

analogo al descrito anteriormente (Lehman y Joyce, 1993).

43



Introduccion

1.6.2.1.2.- Ribozima hairpin

El desarrollo de los sistemas de seleccion in vitro se vio fuertemente impulsado por
su aplicacion para el estudio de la ribozima hairpin.

En un primer trabajo, desarrollado por Burke y col. en 1992 (Berzal-Herranz et al.,
1992) se disefio una novedosa estrategia que permitia la seleccion de ribozimas tipo hairpin
activas para el corte y la ligacion. El método (Fig. 1.21) fue aplicado al estudio de dos
regiones diferentes: los residuos componentes de la region J4/3 y las posiciones que rodean
al sitio de procesamiento (J2/1) (Fig. 1.12). La poblacion de RNA constaba de un dominio
catalitico tipo hairpin derivado de [-]sTRSV, en cuyo extremo 3’ se adiciond la secuencia
del sustrato de 14 nt; ambos dominios quedaban unidos por un espaciador compuesto por
cinco residuos de citosina. La construccion quedaba flanqueada por dos secuencias
constantes, P1 y P2, que actuaban como lugares de anclaje de ODN cebadores. En un
primer paso de seleccion se producia el corte en cis en aquellas variantes que presentaban
un motivo catalitico activo, lo que ocasionaba la liberaciéon de la secuencia P2. Las
moléculas procesadas eran identificadas en base a su tamafio mediante electroforesis en
geles de poliacrilamida. A continuacion se introdujo un segundo paso de seleccion para
recuperar variantes con capacidad ligasa; para ello se afiadio en exceso una molécula mixta
RNA-DNA que reconstruia el fragmento procesado y, a su vez, incorporaba una nueva
secuencia, P3, que permitia la amplificacion selectiva de aquellos representantes que
habian catalizado tanto la reaccién de autocorte como la de ligacion. Esta estrategia
resultaba innovadora en dos aspectos fundamentales: por un lado, se trataba del primer
sistema de seleccion para el estudio de RNAs cataliticos de pequefio tamafio; por otro, el
disefio en dos pasos permitia obtener moléculas que combinasen las dos actividades.

Esta aproximacion supuso un gran avance en el desarrollo de sistemas de seleccion in
vitro, y permitio su utilizacion para la determinacion de diversas caracteristicas funcionales
y estructurales de la ribozima hairpin y, posteriormente, de otros RNAs cataliticos. Por
ejemplo, permiti6 definir los requerimientos secuenciales y estructurales del complejo
ribozima-sustrato en la region J2/1 (Chowrira et al., 1991) y demostrar la esencialidad del
residuo de guanosina en posicion +1. También se determind la importancia de los
nucleotidos situados en las regiones J1/2, J3/4 y J4/3 (Berzal-Herranz et al., 1992; Berzal-
Herranz et al., 1993; Sargueil et al., 2000; Sargueil et al., 2003).
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Fig. 1.21.- Método de seleccion molecular in vitro para el estudio de la ribozima tipo hairpin. P1-P3,
sitios de union de cebadores. Con una cruz se marcan las posiciones mutagenizadas en la ribozima o en el

sustrato. La flecha indica el sitio de corte y ligacion. Figura adaptada de (Berzal-Herranz et al., 1992).

Como ya se ha comentado anteriormente, la inactivacion de un RNA por ribozimas
en el interior celular depende de multiples factores; el acceso del motivo catalitico a su
sitio diana es uno de ellos. La eleccion de este sitio, asi como el disefio de la ribozima,
puede llevarse a cabo mediante ensayos de prueba y error, lo cual suele requerir mucho
tiempo y no siempre aporta buenos resultados. Una alternativa es el empleo de métodos de
seleccion molecular in vitro que permitan identificar, no sélo los sitios mas eficientemente

procesados, sino las ribozimas que lo llevan a cabo.
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En 1998, Burke y col. (Yu et al., 1998) disefiaron un sistema con el que identificar
sitios de corte para ribozimas tipo hairpin en sustratos de RNA altamente estructurados.
Como modelo del estudio se escogi6 el RNA subgendmico 26S del virus Sindbis. La
secuencia del RNA fue retrotranscrita y amplificada en cuatro fragmentos independientes,
que posteriormente fueron transcritos. El disefio de la poblacién de ribozimas incluia diez
posiciones mutagenizadas en las hélices [ y I y en la region J1/2 (Fig. 1.12). La reaccion de
corte se llevo a cabo mediante la incubacion independiente de los cuatro RNAs sustrato en
un exceso de 2500 veces con respecto a la poblacion de ribozimas. La determinacion de los
lugares de corte se realizO mediante una reaccion de extension de cebador sobre los
sustratos procesados y posterior secuenciacion. Con este sistema se identificaron 15 sitios
que eran activamente procesados por la ribozima hairpin.

La principal limitacion de esta estrategia es que unicamente se identificaban los sitios
procesados, mientras que la secuencia de las hélices de la ribozima responsable de dicho
procesamiento debia de ser inferida por complementariedad. Este problema quedo
solucionado en la estrategia propuesta posteriormente por Barroso-dellesus y Berzal-
Herranz, quienes describieron una nueva aproximacion que permitia la seleccion e
identificacion de las dianas mas eficientemente procesadas en un RNA largo y de las
ribozimas que llevaban a cabo dicho procesamiento (Barroso-delJesus y Berzal-Herranz,
2001b). Para ello, y a diferencia del anterior, en este método se emple6 una estrategia de
seleccion que implicaba la catélisis en cis. La poblacion constaba de una secuencia para un
RNA diana largo (mRNA del gen LacZ) a la que se le unio en el extremo 3’ la mitad 5’ de
la ribozima hairpin con las hélices I y II totalmente mutagenizadas. Para evitar el
autoprocesamiento durante la reacciéon de transcripcion, se disefid un motivo hairpin
incompleto. El corte se iniciaba por la adicion de la mitad 3’ de la ribozima, que restauraba
las hélices III y IV. Las moléculas autoprocesadas se recuperaron mediante purificacion
por electroforesis en geles de poliacrilamida. Este proceso podia repetirse sucesivas veces
mediante amplificacion del dominio ribozimico y posterior ligacion a la secuencia
codificante del RNA sustrato. La identificacion de los sitios de corte se realizd mediante
circularizacion del RNA y posterior amplificaciéon y clonaje. Con esta estrategia se
consiguieron identificar dos sitios diana en el sustrato empleado como modelo; las

ribozimas seleccionadas mostraron capacidad inhibitoria en el medio intracelular.
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1.6.2.1.3.- Ribozima hammerhead

Los trabajos llevados a cabo con la ribozima hairpin mediante técnicas de seleccion
in vitro permitieron establecer las bases para la extension de estos métodos al estudio con
otros RNAs cataliticos pequefios. En el caso de la ribozima hammerhead se han enfocado
en diversos aspectos de la catalisis, aunque también se han descrito estrategias en las que
las hélices son mutagenizadas para identificar sitios de procesamiento en RNAs celulares
(Lieber y Strauss, 1995). Las estrategias empleadas han sido basicamente dos (Fig. 1.22;
revisado en (Eckstein et al., 2001)):

- Seleccion en cis:

Esta técnica se basa en la construccion de una molécula de dsSDNA que contiene la
secuencia para el promotor de la RNA polimerasa del fago T7 en su extremo 5°, el sitio de
corte para la ribozima y la secuencia que codifica para el motivo hammerhead con varias
posiciones variables (en funcidon de la region ribozimica en estudio; Fig. 1.22A). La
transcripcion de esta molécula en presencia de nucledtidos marcados radiactivamente da
lugar a productos de RNA que pueden ser auto-procesados y reconocidos por electroforesis
en gel. Seguidamente se procede a la sintesis de cDNA y a la reconstruccion de la
molécula completa mediante el empleo de ODN cebadores. El principal problema de esta
aproximacion es que durante la reaccion de transcripcion se producen condiciones dptimas
para que la catalisis tenga lugar, por lo que es dificil distinguir los productos incompletos
de transcripcion de los resultantes del procesamiento. En estos casos se hace necesario el
desarrollo de multiples rondas de seleccion para eliminar falsos positivos, asi como el
empleo de cebadores especificos de las moléculas activas para el proceso de amplificacion.

Uno de los primeros trabajos fue realizado por Nakamaye y Eckstein (Nakamaye y
Eckstein, 1994), e implicaba la selecciéon de ribozimas capaces de procesar el triplete
AUA. Los resultados mostraron que las moléculas obtenidas presentaban los mismos
residuos en el centro catalitico que las ribozimas naturales.

De manera similar, Long y Uhlenbeck (Long y Uhlenbeck, 1994) trataron de obtener
motivos cataliticos con la hélice II delecionada. Las variantes que se seleccionaron

presentaban una actividad catalitica 10 veces menor que la de la ribozima natural.
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Fig. 1.22.- Métodos de seleccion in vitro para la ribozima hammerhead. Esquema general de seleccion
para mutantes de la ribozima hammerhead en el centro catalitico. A) estrategia de seleccion en cis. Figura
adaptada de (Eckstein et al., 2001). B) Estrategia de seleccion en trans. N, cualquier nucledtido; H, A, C 6 U;

N’, H’, nucleétidos complementarios a N y H, respectivamente.
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- Seleccion en trans:

Este sistema ha sido empelado por varios autores para la obtencion de ribozimas
hammerhead més activas o con menores requerimientos de Mg”" (Fig. 1.22B; Ishizaka et
al., 1995; Conaty et al., 1999). En este caso, la ribozima puede presentar algunas
posiciones variables y una de las hélices extendida para permitir la hibridacion con un
oligonucleotido cebador. El sustrato es afiadido en trans y procesado por aquellas variantes
activas bajo las condiciones empleadas en el estudio. Las ribozimas capaces de catalizar el
corte son recogidas unidas a uno de los productos de reaccion. Este sistema aporta una
ventaja con respecto al anterior, y es que ribozima y sustrato son transcritos de manera
independiente, por lo que se evita su confusion con productos de transcripcion
incompletos.

Con el modelo de seleccion en trans propuesto por Ishizaka et al. (Ishizaka et al.,
1995), se pretendian seleccionar moléculas de RNA capaces de procesar un RNA sustrato
que se encontraba inmovilizado a un soporte sélido. La poblacion a seleccionar constaba
de una region variable de 14 nt flanqueada por regiones de secuencia constante a través de
las cuales se establecia la interaccion con el RNA sustrato; también funcionaban como
lugares de hibridacion para los ODN cebadores. Las variantes que se obtuvieron, en su
mayoria, presentaban el centro catalitico de la ribozima hammerhead.

En un estudio posterior se disefid un sistema similar que premitia la obtencién de
nuevas ribozimas hammerhead capaces de catalizar el procesamiento de un RNA sustrato
en condiciones de baja concentracion de Mg*", similares a las existentes en un ambiente
intracelular (Conaty et al., 1999). Para ello se emple6 una minizima, es decir, una ribozima
hammerhead en la que la hélice II queda limitada a un unico par de bases. El resto de
posiciones fueron mutadas. Todas las variantes seleccionadas mantenian el centro
catalitico de la ribozima hammerhead natural, mientras que las principales modificaciones
se encontraban en el lazo que cierra la hélice II; las moléculas més activas presentaban los
motivos UUUU, UUAA y UCCA. Estas ribozimas son de gran interés para el desarrollo de

estudios en el interior celular.

También se ha abordado el desarrollo de estrategias de seleccion in vitro para
identificar sitios Optimos de corte en RNAs diana (Pan ef al., 2003). Estos trabajos se han
llevado a cabo basados en los estudios pioneros de seleccion in vitro descritos

anteriormente para la ribozima hairpin. Una poblacién de ribozimas hammerhead con las
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hélices I y III mutagenizadas eran incubadas con el RNA sustrato (mRNA E6/E7 del
papilomavirus). Las ribozimas activas, unidas a su producto 3’ de corte, se amplificaron
selectivamente y se sometieron a nuevas rondas de seleccion. Asimismo, el marcaje con
2P en el extremo 5° de los productos de corte permitio la identificacion de los lugares de
procesamiento. Las ribozimas seleccionadas mostraron actividad inhibitoria en ensayos ex

Vivo.

1.6.2.1.4.- RNasa P

La RNasa P también ha sido objeto de estudio mediante estas técnicas. Su empleo
como agente terapéutico depende de la presencia de dominios estructurales en el RNA
sustrato capaces de ser reconocidos por la ribozima. Esto se facilita mediante el empleo de
secuencias guia externas (EGS) que hibridan con el sitio diana y permiten la adquisicion de
una estructura que imita a la adoptada por el sustrato natural. El disefio de estas secuencias
se puede abordar de manera racional, o bien mediante estrategias de seleccion in vitro.
Yuan y Altman (Yuan y Altman, 1994) emplearon un RNA sustrato quimérico que
contenia la estructura del tRNA para el aminodcido tirosina fusionado en 5’ a la secuencia
diana del RNA que se pretendia inactivar. Ademas se introdujeron nueve posibles
variaciones en las zonas esenciales de reconocimiento. Las variantes procesadas fueron
identificadas por su menor tamaio mediante electroforesis en geles de poliacrilamida. Una
estrategia similar fue utilizada por Liu y Altman (Liu y Altman, 1994) para identificar
nuevos sustratos de la ribozima. Los resultados obtenidos mostraron que las moléculas
identificadas mediante seleccion in vitro diferian de los sustratos naturales conocidos para

la RNasa P, lo cual sugeria la existencia de otros sustratos distintos del tRNA.

1.6.2.1.5.- Nuevas actividades cataliticas identificadas mediante seleccion in vitro

Los métodos de seleccion in vitro han permitido la obtencidon de ribozimas capaces
de catalizar multiples reacciones quimicas. A continuacién se mencionaran algunos de los
hallazgos mas destacados. En la tabla 1.5 se presenta un resumen de las diferentes
actividades cataliticas mostradas por moléculas de RNA obtenidas a partir de estrategias de
seleccion molecular in vitro.

Se ha descrito la identificacion de nuevas moléculas de RNA, con estructuras

distintas de las adquiridas por las ribozimas naturales, capaces de autoprocesarse en
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presencia de distintos iones divalentes, como Pb>" 0 Mg”" (Pan y Uhlenbeck, 1992a; Pan y
Uhlenbeck, 1992b; Williams et al., 1995). Asimismo, se han aislado moléculas con
diversas actividades RNA ligasa (5° — 3°, 5> —» 2’ y 5 — 5’; Bartel y Szostak, 1993;
Ekland et al., 1995; Ekland y Bartel, 1996) y polinucleétido kinasa (Lorsch y Szostak,
1994a).

Las estrategias de seleccion molecular in vitro también se han destinado a la
obtenciéon de ribozimas capaces de catalizar reacciones sobre enlaces distintos del
esqueleto fosfodiéster. Un ejemplo son las reacciones de transferencia de grupos: se ha
descrito la identificacion de moléculas de RNA que transfieren aminoacidos o péptidos
previamente activados a uno de los extremos de su molécula (Illangasekare et al., 1995;
Lohse y Szostak, 1996; Zhang y Cech, 1997; Baskerville y Bartel, 2002). En estos casos,
la ribozima unida al aminodcido era recuperada mediante cromatografia por afinidad o
HPLC. Otro claro ejemplo son las reacciones de alquilacion (Wilson y Szostak, 1995;
Wecker et al., 1996) y de acilacion (Suga et al., 1998; Jadhav y Yarus, 2002), que implican

la formacion de enlaces C-N/C-S y C-C, respectivamente.

Actividad Ribozima Referencia Nota
) Purin nucleétido sintasa | (Lau et al., 2004)
Sintasa
Acil-CoA sintasa (Jadhav y Yarus, 2002)
(Zhang y Cech, 1997; Ligacion de péptidos a
Peptidil transferasa Baskerville y Bartel, 2002; RNA
Sun et al., 2002)
Aminoacil transferasa (Lohse y Szostak, 1996)
Transferasa
Acil transferasa (Suga et al., 1998)
S-Alquil transferasa (Wecker et al., 1996) Formacion de enlaces C-S
. (Lohse y Szostak, 1996;
Acetil transferasa
Jenne y Famulok, 1998)
Metalasa Porfirin-metalasa (Kawazoe et al., 2001)
Kinasa Polinucleotido kinasa (Lorsch y Szostak, 1994a)

Diels-Alderasa

Ribozima Diels-Alder

(Tarasow et al., 1997,
Seelig y Jaschke, 1999;)

Formacion de  enlaces

covalentes C-C

Tabla 1.5.- Ribozimas no naturales generadas mediante técnicas de seleccién molecular in vitro. Las

reacciones de ligacion y polimerizacion han sido tratadas con mas detalle en la tabla I.1.
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También se han identificado ribozimas capaces de llevar a cabo reacciones de
polimerizacion de nucleoétidos con un 97% de fidelidad, aunque baja procesividad (Ekland
y Bartel, 1996; Johnston et al., 2001).

La importancia de estos hallazgos radica en que permiten conocer la gran versatilidad

catalitica del RNA y aportar nuevas pruebas a la hipdtesis del mundo RNA.

Una de las mas recientes estrategias de seleccion in vitro ha consistido en la
generacion de ribozimas alostéricas (Robertson y Ellington, 1999; Komatsu et al., 2002;
Ferguson et al., 2004). Se trata de moléculas de RNA regulables por la presencia o
ausencia de un factor externo, llamado efector, capaz de unirse a un dominio en la
ribozima (sitio de unién alostérico) a través del cual ejerce su modulacion. Las técnicas de
seleccion in vitro para identificar catalizadores alostéricos se llevan a cabo, de manera
general, mediante la union de un dominio de RNA mutagenizado a un dominio ribozimico,
de tal manera que la presencia del primero impide la actividad catalitica. El método es
dependiente de la existencia de un cambio conformacional del dominio alostérico en
presencia del ligando; como consecuencia del cambio estructural, el dominio ribozimico se
vuelve activo. Una de las ventajas de la seleccion alostérica es que permite el estudio de las
interacciones del RNA con moléculas pequenas. Entre algunos de los efectores descritos
destacan oligonucleotidos (Porta y Lizardi, 1995; Komatsu et al., 2002), proteinas
(Robertson y Ellington, 2001) o ATP (Tang y Breaker, 1997).

1.6.2.2.- Seleccion in vitro de aptameros de RNA

El término SELEX (systematic evolution of ligands by exponential enrichment) hace
referencia a una técnica de seleccion molecular in vitro que permite la obtencion de
oligonucle6tidos capaces de unirse especificamente a un ligando (tabla 1.6) de naturaleza
variada: iones (Ciesiolka y Yarus, 1996), moléculas pequefias (Ellington y Szostak, 1990),
péptidos (Nieuwlandt et al., 1995), proteinas (Tuerk y Gold, 1990), organulos celulares
(Ringquist et al., 1995), virus (Pan et al., 1995) e incluso células completas (Motris ef al.,
1998). Este sistema se describid inicialmente en 1990 por dos grupos de manera

independiente (Ellington y Szostak, 1990; Tuerk y Gold, 1990).
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Ligando

Referencia

Nucleétidos y nucleobases
ATP/adenosina

Guanosina

Guanina/xantina
7-metil-GTP

Teofilina

Aminoacidos

Arginina

Valina

Triptofano

Cofactores

Cianocobalamina

NAD

Antibioticos

Neomicina (aminoglicosido)
Lividomicina (aminoglicdsido)
Kanamicina (aminoglicdsido)
Estreptomicina (aminociclitol)
Viomicina (péptido basico)
Cloramfenicol

Otros

Dopamina

Péptidos

Proteina prionica

Proteinas virales

RNA

Tones divalentes

(Sassanfar y Szostak, 1993)
(Connell y Yarus, 1994)
(Kiga et al., 1998)

(Haller y Sarnow, 1997)
(Jenison et al., 1994)

(Geiger et al., 1996)
(Majerfeld y Yarus, 1994)
(Famulok y Szostak, 1992)

(Lorsch y Szostak, 1994b)
(Lauhon y Szostak, 1995)

(Wallis et al., 1995)

(Lato et al., 1995)

(Lato et al., 1995)

(Wallace y Schroeder, 1998)
(Wallis et al., 1997)

(Burke et al., 1997)

(Mannironi et al., 1997)
(Nieuwlandt et al., 1995)
(Rhie et al., 2003)
(Nishikawa et al., 2004)
(Duconge y Toulme, 1999)
(Hofmann et al., 1997)

Tabla 1.6.- Algunos de los ligandos frente a los que se han seleccionado aptameros. Tabla adaptada de

(Wilson y Szostak, 1999).

El proceso de seleccion molecular in vitro para obtener aptadmeros es similar en todos

los casos, independientemente de la especificidad de ligando (Fig. [.23). En primer lugar se
sintetiza una poblacion de moléculas de DNA o RNA con un niimero determinado de
posiciones variables. La estructura basica de la poblacion consta de una region central de
secuencia aleatoria flanqueada por secuencias invariables que permiten la hibridacion con

ODN cebadores para el paso de amplificacion. Cada una de las variantes adopta estructuras
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diferentes que son responsables de la especificidad de union. Una vez construida la
poblacion, ésta es incubada en presencia del ligando. En este punto existen dos
posibilidades: o bien el ligando se encuentra inmovilizado a un soporte sélido, o bien
presenta algiin dominio o estructura que permite su captura de forma selectiva. Las

moléculas capaces de unirse al ligando pueden ser rescatadas unidas al ligando, y

posteriormente amplificadas para ser integradas en nuevas rondas de seleccion.

Incubacién con el ligando

® =
® 9

Eliminacién de las
moléculas no unidas

Transcripcién

0 X
o

Retrotranscripcién
y amplificacién R

i o oo T 2

moléculas unidas

Fig. 1.23.- Esquema general de un método de seleccién in vitro para la identificacién de aptameros de

RNA frente a un ligando especifico.

I.7.- Biologia de HCV

La infeccidn por el virus de la hepatitis C (HCV) es un problema sanitario mundial,
ya que se estima que aproximadamente el 3% de la poblacion estd afectada (170 millones
de personas, segun datos de la OMS). Este gran numero de infectados provoca una gran
variabilidad en la epidemiologia del virus, en funcion del area geografica y a lo largo del
tiempo. Aproximadamente, el 30% de los pacientes desarrolla cirrosis y carcinoma

hepatocelular, asi como otras patologias extrahepaticas (revisado en (Thomson y Finch,

2005)).
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El HCV se clasifica en el género Hepacivirus de la familia Flaviviridae, en la que se
incluyen flavivirus clasicos (virus de la fiebre amarilla), pestivirus (BVDV, virus de la
diarrea bovina) y los virus GB. El género incluye a su vez tres categorias: genotipos,
subtipos y aislados (Simmonds et al., 1993). Incluso en un individuo infectado se puede
detectar la existencia de una poblacion viral heterogénea, lo que se conoce con el término
de cuasiespecie (Martell et al., 1992). Ello es debido a la alta tasa de replicacion del
genoma, y a que la polimerasa viral (RdRp, RNA polimerasa dependiente de RNA) carece
de actividad correctora de errores.

En el suero de pacientes, los viriones se pueden detectar en forma libre o bien
acomplejados a LDL o inmunoglobulinas (Thomssen ef al., 1993). Aunque aun no han
podido ser visualizados por microscopia electronica, por analogia con otros virus se piensa
que su forma es icosaédrica, y el tamafio se estima en 55-65 nm de didmetro (Kaito et al.,
1994). La envoltura es de naturaleza lipidica, en la cual quedan incluidas glicoproteinas
virales que favorecen la internalizacion. El material genético es una hebra de RNA de
cadena sencilla y polaridad positiva que queda encapsidada por un complejo proteico
formado por multiples copias de la proteina de la capsida (C). Su visualizacion por
microscopio electrénico ha permitido comprobar que presentan una morfologia icosaédrica
(Ishida et al., 2001).

A pesar de haber sido identificado hace 16 afios (Choo ef al., 1989), el conocimiento
que se tiene del ciclo viral es parcial debido a la ausencia de sistemas efectivos para su
cultivo en células y animales. Recientemente se han producido grandes avances en los
sistemas replicon y en la produccion de pseudoparticulas (Bartosch et al., 2003; Hsu et al.,
2003), lo cual supone un elemento clave para estudiar las distintas funciones virales y

desarrollar nuevos farmacos.

[.7.1.- Organizacion genética

El genoma de HCV es una molécula de RNA lineal de 9600 nt que codifica para una
poliproteina de 3011 aminoacidos (Fig. 1.24; Choo et al., 1989; Kato et al., 1990;
Takamizawa et al., 1991). Esta secuencia se encuentra flanqueada por dos regiones no
traducibles (UTR, untranslated region) en los extremos 5’ y 3’, cuya funcién resulta

esencial para la traducciéon de la poliproteina viral y la replicacion del genoma
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(Tsukiyama-Kohara et al., 1992; Wang et al., 1993; Friebe et al., 2001; Friebe y
Bartenschlager, 2002).

5'UTR CRE 3'UTR

R j%

Formacién del

Proteasa complejo de
replicacién
. B RdRp
Glicoproteinas de
la envuelta Proteasa/helicasa Replicacién
Capsida Maduracién viral Resistencia a IFN
| Cofactor de NS3
—_— | |
<)
| C I E1 I E2 IE| NS2 | NS3 E-I NS4B I NS5A I NS5B
1 192 384 747 810 1027 1658 1712 1973 2421 301
Funcién
desconocida

Fig. 1.24.- Organizacion genética de HCV y poliproteina viral. En la parte superior de la figura se muestra
un esquema del genoma de HCV, donde se indican las regiones 5’ y 3’ no traducibles (UTR, untranslated
region) asi como el elemento CRE (cis-response element). La traduccion dependiente de IRES da lugar a una
poliproteina de 3011 aminodcidos que es procesada para generar las proteinas estructurales y no
estructurales. Se muestra la funcion desempeiiada por cada proteina y sus correspondientes coordenadas

aminoacidicas.

Recientemente se ha descrito la existencia de un elemento regulador independiente
(CRE, cis-response element) situado en el extremo 3’ de la secuencia codificante, cuya
presencia es esencial para la replicacion (You et al., 2004; Friebe et al., 2005). La
poliproteina precursora es procesada co-traduccionalmente y post-traduccionalmente por
proteasas virales y celulares, para generar las proteinas estructurales y no estructurales.
Entre las primeras se incluyen la proteina de la céapsida, C, y las glicoproteinas de la

envuelta, E1 y E2. Las proteinas no estructurales incluyen la auto-proteasa NS2-NS3 y la
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serin proteasa NS3, NS3 helicasa/ATPasa, NS4A, NS4B, NS5A y NS5B (RdRp, RNA
polimerasa dependiente de RNA).

Debido a que en la presente memoria se describen nuevos inhibidores dirigidos frente
a la region 5’UTR, a continuacion se procedera a describir sus propiedades y la funcién

que desempeifia en el ciclo viral como lugar de inicio de la sintesis de proteinas.

[.7.2.- Region 5S’UTR de HCV

La region 5’UTR consta de 341 nt y es una de las més conservadas del genoma de
HCV; se estima en un 85% la identidad de secuencia entre los diferentes aislados (Bukh et
al., 1992; Smith et al., 1995). En esta regién se encuentran secuencias esenciales para el
inicio de replicacion viral (Friebe et al., 2001) y también contiene un dominio IRES
(internal ribosome entry site) responsable del inicio de traduccion de la poliproteina del
virus de una manera independiente de cap (Tsukiyama-Kohara et al., 1992; Wang et al.,
1993). Este dominio se extiende hasta el nt 370 aproximadamente, por lo que se incluye
parcialmente en la secuencia codificante (Reynolds et al., 1995; Honda et al., 1996b; Lu y
Wimmer, 1996;). Estas dos funciones esenciales para el ciclo del virus explican el alto
grado de conservacion de la region 5’UTR.

La estructura secundaria de esta region fue propuesta inicialmente por Brown et al.
en 1992 (Brown et al., 1992), y desde entonces ha sufrido diversas modificaciones en base
a numerosos estudios estructurales y funcionales (Fig. 1.25). En la actualidad se describe la
existencia de cuatro dominios diferenciados, definidos por la formacion de estructuras tipo

tallo-lazo:

El dominio I es el que presenta menor grado de conservacion. No es esencial para la
funcion IRES aunque parece tener un efecto modulador (Simoes y Sarnow, 1991;
Rijnbrand et al., 1995; Reynolds et al., 1996; Wang et al., 2000); en cambio si se ha

demostrado su implicacion en la replicacion (Friebe et al., 2001).
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Fig.- 1.25.- Estructura secundaria de la region 5’UTR de HCV. Los dominios implicados en la interaccion

con elF3 y la subunidad ribosomal 40S se encuentran recuadrados en verde y naranja, respectivamente. El

codén de inicio de la traduccion se destaca en rojo.
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Los dominios I y II se encuentran unidos por una region tedricamente de cadena
sencilla que ha sido implicada en interacciones a larga distancia con nucleétidos situados
en torno a la posicion 430 del genoma viral (Honda et al., 1999b; Kim et al., 2003).
Recientemente se han localizado con exactitud los residuos participantes en dicha
interaccion, que ha quedado localizada por la union entre las posiciones Cy7-Uss y Gasp-
Gy3s (Beguiristain et al., 2005). El establecimiento de esta unién crea un dominio
estructural en forma de bucle que afecta positivamente a la eficiencia de traduccién por

parte del IRES (Honda et al., 1999b).

El dominio II consta de tres segmentos helicoidales interrumpidos varios por lazos
internos y elementos estructurales terciarios (Honda ez al., 1999a; Lyons et al., 2001). En
el lazo apical y en un lazo interno existen secuencias muy conservadasque podrian
participar en interacciones a larga distancia con otras regiones del RNA viral (Lafuente et
al., 2002) o en uniones con proteinas esenciales para la traduccion. En estudios llevados a
cabo por Spahn et al. se observd que el dominio II interacciona con el sitio E de la

subunidad ribosomal 40S e induce una estabilizacion del complejo (Spahn et al., 2001).

El dominio III es el lugar a través del cual el IRES se asocia a la subunidad 40S y a
elF3 (Kieft et al., 2001; Lytle et al., 2002; Otto et al., 2002); también esta implicado en la
interaccion eficiente con otros dominios estructurales de la regiéon 5’UTR (Lafuente et al.,
2002). Comprende varios subdominios: el subdominio Illabc consta de tres elementos
estructurales tipo tallo-lazo que participan en la formacién de un motivo four-way junction,
esencial para la union de la subunidad 40S y elF3 (Kieft ez al., 2001).

El subdominio IIId se estructura en un tallo, interrumpido por un lazo interno, y
cerrado por un lazo de seis nucledtidos. Se pliega adoptando una conformacidon conocida
como giro de la uridina, o U-turn, que implica la exposicion de las bases nucleotidicas para
favorecer la interaccion con proteinas u otras secuencias de RNA (Jubin et al., 2000;
Klinck et al., 2000; Lukavsky et al., 2000; Lafuente et al., 2002). De hecho, se ha
comprobado que este dominio actlia como lugar principal de union con la subunidad 40S a
través del motivo conservado UUGGGU situado en el lazo (Kieft et al., 1999; Kieft et al.,
2001; Kolupaeva et al., 2000).
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El subdominio Ille presenta una estructura helicoidal cerrada por un lazo cuya
secuencia, GAUA se encuentra altamente conservada y parece actuar como un lugar de
contacto con la subunidad 40S (Lukavsky et al., 2000). De hecho, cualquier mutacion en
estos residuos disminuye drasticamente la eficiencia de la traduccion dependiente de IRES

(Lukavsky et al., 2000).

Una de las principales caracteristicas del dominio III es la formacion de una
estructura pseudoknot que implica al subdominio IIIf y a los nucleotidos 325-330 (Wang et
al., 1995). Este motivo tiene un alto grado de conservacion (Honda et al., 1996b) y es uno
de los lugares que interaccionan directamente con la subunidad 40S (Kieft et al., 2001;

Lytle et al., 2002).

El dominio IV adopta una estructura helicoidal cerrada por un lazo que contiene el
codon de inicio de la traduccion, situado en la posicion 342. Este motivo estructural no
aparece conservado en otros IRES virales (Honda ef al., 1996b) aunque si se mantiene
entre los distintos aislados de HCV, por lo que se ha propuesto que su presencia no es
esencial para el inicio de traduccion. Honda et al. (Honda et al., 1996a) describieron que
un incremento en la estabilidad del motivo helicoidal conducia a una pérdida de la
eficiencia traduccional. Estos resultados permitieron proponer una hipotesis en la que el
posicionamiento del sitio P del ribosoma en el codon de inicio estaba dirigido por el

dominio IV y el motivo pseudoknot situado en 5°.

Tal y como se ha mencionado, las interacciones a larga distancia son frecuentes entre
distintos dominios del IRES. Esta situacion parece estar favorecida por la adquisicion de
un plegamiento dependiente de la concentracion de iones Mg®" (Kieft et al., 1999), de

manera similar a la descrita para otros IRES virales (Ramos y Martinez-Salas, 1999).

La estructura tridimensional del dominio IRES fue visualizada mediante microscopia
electrénica en el ano 2001 por el grupo del Dr. Holzenburg (Beales ef al., 2001). En estos
estudios se mostraba que, en un ambiente celular, la conformacion adquirida distaba de ser
globular, como en un principio se habia supuesto. Los dominios II, III y IV aparecian
anclados en la base a un nucleo estructural, compuesto por el motivo pseudoknot, mientras

que el resto del dominio aparecia claramente extendido y expuesto al medio (Fig. 1.26).
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Fig. 1.26.- Imagen obtenida mediante microscopia electréonica de la

region IRES. Imagen tomada de (Beales et al., 2001).

El interés suscitado por el dominio IRES, debido a la importancia de la funcién que
desempefia y a su potencial como diana terapéutica, ha propiciado numerosos estudios
bioquimicos y estructurales que han permitido proponer un modelo para el inicio de

traduccion (Fig. 1.27; Lytle et al., 2002; Ji et al., 2004).

sum - 860 QelFs .‘-I.’
;, @@@I ;. @@@I I

Complejo binario

elF2 + tRNA
Qos
Inicio d(?
traduccién

Complejo ternario

elF3  elF2

Fig. 1.27.- Modelo para el inicio de la traducciéon dependiente de IRES.

El proceso se iniciaria con la formacién del complejo binario, compuesto por la unién
de eIF3 y la subunidad 40S a la region 5’UTR. A continuacion se incorporaria elF2 junto

con la molécula de tRNA y GTP, para constituir el complejo 48S. En este momento se
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produciria una reorganizacioén en el RNA IRES, de manera que el dominio II, inicialmente
protegido por la subunidad 40S, quedaria expuesto y el codon de inicio de traduccion se
situaria en el sitio P, proximo al tRNA. Finalmente se liberarian los factores de inicio elF2
y elF3, y la subunidad mayor del ribosoma 60S se incorporaria para formar el complejo

80S, con el que se iniciaria la sintesis de la poliproteina viral.

[.7.3.- Estrategias terapéuticas

El tratamiento actual para combatir la infeccion cronica por HCV se basa en la
terapia combinada de PEG-IFN-a (polietilenglicol-interferon o) y ribavirina. Esta
aproximacion conlleva numerosos efectos secundarios y es poco efectiva en pacientes
infectados por el genotipo 1 (principalmente en Europa, Norte América y Asia; (Simmonds
et al., 1993)). Por ello es necesario el desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas con las
que tratar al 60% de infectados que no responden a los protocolos convencionales. En la
tabla 1.7 se muestran recogidas las terapias en desarrollo para el tratamiento de la Hepatitis
C (tabla obtenida en la
www.hivandhepatitis.com/hep c/news/2005/ad/070105 a.html).

direccidon web

Tipo de farmaco Nombre Empresa productora Ensayos clinicos
Interferén

Interferdn-o fusionado a albtimina | Albuferon Human Genome Sciences | Fase II
Interferon-o purificado Multiferon Viragen Fase II

PEG- aCon 1 Peg-alfacon InterMune Fase I
Interferon-Q Interferon-Q Biomedicines Fase I

Interferon de medusa Interferon de medusa = Flamel Technologies Fase II
Interferon-p1A Rebif Ares Serono Fase II1
Interferén-o oral Interferén-o oral Amarillo Biosciences Fase |

Tabla L.7.- Tratamientos para la hepatitis C.
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Tipo de farmaco Nombre Empresa productora Ensayos clinicos
Alternativos a Ribavirina

Amidina Viramidina Valeant Pharmaceuticals Fase III
Inhibidores de IMPDH Merimepodib (VX-497) Vertex Pharmaceuticals Fase II
Acido micofendlico Acido micofenélico Roche Pharmaceuticals Fase I
Antiviral Amantidina Endo Labs Fase 111
Inmunomoduladores

Activacion de células T Thymosin a-1 (Zadaxin) Sci-Clone Fase I1I
Activacion de células Ty  Dihidrocloruro de Maxim Pharmaceuticals Fase II
células NK histamina (Ceplene)

Vacuna (proteina viral E1) | Vacuna El Innogenetics Fase II
Vacuna IC-41 Intercell Fase I1
Vacuna HCV-MF59 Chiron Fase I
ODN especifico de TLR9 | Actilon Coley Fase I/11
Inhibidores de enzimas virales

Inhibidor de NS3 BILN-2061 Boehringer Ingelheim Fase 11
Inhibidor de NS3 Sch-6 Schering-Plough Fase I
Inhibidor de NS3 VX-950 Vertex Pharmaceuticals Fase II
Inhibidor de NS5B Valopicitabine (NM-283)  Idenix Pharmaceuticals Fase /I
Inhibidor de NS5B JDK-003 Akros Pharmaceuticals Fase |
Inhibidor de NS5B HCV-896 ViriPharma Fase I
Otros

Anticuerpo anti-CD-20 Rituximab Genentech Fase /I
Anticuerpo XLT-6865 XLT Fase I/I1
Pro-droga de Isatoribina ANA-971 Anadys Fase I
Pro-droga de Isatoribina ANA-245 Anadys Fase I/I1
Anti-fosfolipido Tarvacina Peregrine Fase I

Tabla L.7.- (continuacion) Tratamientos para la hepatitis C. Se muestran algunas de las nuevas

aproximaciones terapéuticas que estan siendo ensayadas clinicamente. IMPDH.- inosin monofosfato

deshidrogenada. Tabla tomada de www.hivandhepatitis.com/hep c/news/2005/ad/070105 a.html.

Una alternativa a los inhibidores convencionales es el desarrollo de acidos nucleicos

capaces de bloquear procesos esenciales en el ciclo viral, como la traducciéon y la

replicacion.
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1.7.3.1.- Ribozimas

Existen numerosos ejemplos en los que se describe el uso de ribozimas para la
inactivacion de HCV. Una de las dianas mas utilizadas es la region 5’UTR, debido
principalmente a su alto grado de conservacion y a la relevancia de las funciones que
desempefia. En 1996, Lieber et al. (Lieber et al., 1996) disefiaron ribozimas tipo
hammerhead frente a diferentes posiciones del dominio IRES; los inhibidores fueron
introducidos en vectores adenovirales y ensayados en hepatocitos de pacientes infectados,
y se observo una caida parcial en los niveles del RNA viral sintetizado. Ese mismo afio se
describieron ribozimas hammerhead capaces de bloquear la traduccion dependiente de
IRES hasta un 50% en cultivos celulares transfectados establemente con los inhibidores
(Sakamoto et al., 1996).

Posteriormente se ha optado preferentemente por el empleo de ribozimas modificadas
durante su sintesis con diversos grupos quimicos. El grupo del Dr. Blatt describié una
ribozima hammerhead modificada con capacidad para procesar el genoma de HCV en la
posicion 195 (Macejak et al., 2000). Esta molécula era capaz de inhibir la replicacion de
quimeras del tipo poliovirus-HCV en un 80%, y sus efectos se veian potenciados cuando el
tratamiento se realizaba en combinacion con IFN-a (Macejak et al., 2001). Este inhibidor
se denomind Heptazyme™ vy fue ensayado clinicamente durante algin tiempo, pero
finalmente su empleo fue desestimado. Otros ensayos llevados a cabo con ribozimas tipo
hairpin (Welch et al., 1996), dirigidas frente a la region 5’UTR o frente a la secuencia
codificante de la proteina de la cépsida, han mostrado la capacidad de estos inhibidores
para reducir el nivel de particulas retrovirales hasta un 94%. Finalmente, cabe destacar la
importancia que determinados dominios estructurales pueden tener como posibles dianas
de ribozimas. Recientemente se ha descrito la existencia de motivos similares al tRNA en
el genoma de HCV, que son activamente procesados por la RNasa P (Nadal et al., 2002),
lo cual los convierte en excelentes candidatos como posible blanco de accion de nuevos

inhibidores basados en la RNasa P.
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1.7.3.2.- Antisense

En el caso de HCV, los oligonucleotidos antisense han supuesto una aproximacion
alternativa al uso de ribozimas. Principalmente se han dirigido frente al dominio IRES
(Wakita y Wands, 1994; Alt et al., 1995; Hanecak et al., 1996; Wu 'y Wu, 1998; Alt et al.,
1999; Brown-Driver et al., 1999; Wakita et al., 1999; Zhang et al., 1999; McCaffrey et al.,
2003; Tallet-Lopez et al., 2003; Soler et al., 2004), aunque también se han empelado como
dianas la secuencia codificante para la proteina de la capsida (Alt et al., 1997; Wu y Wu,
1998; Brown-Driver et al., 1999; Meyer et al., 2005) y para la proteasa NS3 (Heintges et
al., 2001; Amin et al., 2005). En todos los casos, los oligonucle6tidos utilizados, tanto de
DNA como de RNA, han sido modificados quimicamente para incrementar su estabilidad
en el interior celular. Una de las moléculas que mas expectativas ha despertado ha sido
ISIS 14803, un ODN antisense modificado quimicamente con grupos tioato y que es
complementario a los nucleotidos 345-365 del genoma viral (Fig. 1.18; McCaftrey et al.,
2003). Los estudios preliminares en cultivos celulares y en modelos de ratobn mostraron
una gran capacidad de inhibicion de la traduccion y replicacion viral (McCaffrey et al.,
2003). Actualmente se desarrolla la fase I de los ensayos clinicos; aunque la disminucion
de los niveles de RNA viral en sangre parecen transitorios, hasta el momento no se ha

detectado la aparicion de variantes del virus resistentes al tratamiento (Soler et al., 2004).

1.7.3.3.- Aptameros

Una de las estrategias que ha tenido mayor aceptacion en los Ultimos afos ha
consistido en el disefio y seleccion de aptdmeros de RNA dirigidos principalmente frente a
la proteina NS3, con el fin de inactivar tanto su funcion proteasa como helicasa (Kumar et
al., 1997; Urvil et al., 1997; Fukuda et al., 2000; Nishikawa et al., 2003; Fukuda et al.,
2004; Hwang et al., 2004a; Nishikawa et al., 2004; Umehara et al., 2005;), todas ellas
desarrolladas en el grupo del Dr. Nishikawa. En todos los casos los aptameros
seleccionados eran capaces de unirse eficientemente a sus dominios diana en la proteina
NS3 y bloquear su actividad in vitro. En 2003 se procedi6é a la caracterizacion de la
actividad intracelular (Nishikawa et al., 2003) de algunas de las moléculas obtenidas

previamente por Fukuda et al. (Fukuda et al., 2000). Para ello los inhibidores se clonaron
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en un vector bajo un promotor citoplasmatico fuerte; a la construccion se le incorporé el
dominio catalitico de la ribozima HDV, lo cual permitia la creacién de un sistema con
multiples copias de aptdmero en tandem, que una vez transcritas eran procesadas por la
ribozima para generar unidades monoméricas. La actividad inhibidora de la funcion
proteasa de NS3 se determiné en células HeLa, donde se observaron valores de inhibicion
proximos al 100% en las condiciones empleadas.

También se ha descrito el desarrollo de aptdmeros de DNA y RNA dirigidos frente a
la proteina NS5B (Biroccio et al., 2002; Bellecave et al., 2003; Vo et al., 2003). En todos
los casos se detectd que la adquisicion de motivos estructurales tipo tallo-lazo era
responsable de la union a la proteina y posterior inhibicién de su actividad enzimatica.
Aunque no se ha evaluado su actividad en un modelo celular, en sistemas in vitro se
comprobd que algunas de las moléculas seleccionadas eran capaces de bloquear la reaccion
de polimerizacion.

Una diana alternativa a NS3 y NS5B ha sido la region 5’UTR (Aldaz-Carroll et al.,
2002; Kikuchi et al., 2003; Da Rocha Gomes et al., 2004; Kikuchi et al., 2005). Los
métodos de seleccion molecular in vitro desarrollados han utilizado los dominios aislados
del IRES (II, III y IV) como sustrato para identificar aptameros. Los motivos consenso
seleccionados, asi como su lugar de interaccion en el RNA viral, se muestran en la tabla

LI.8.

Secuencia consenso Secuencia diana Dominio sustrato Referencia
5> ACCCA % U,65GGGU 49 111d (Kikuchi et al., 2005)
5> UAUGGCU 3° AgiGCCAUGg, 1I (Kikuchi et al., 2003)
5 AUGGCU 3’ AgGCCAUgg 11 (Da Rocha Gomes et al., 2004)
5> AUCAUGG 3’ C340CAUGAG;46 v (Aldaz-Carroll et al., 2002)

Tabla L.8.- Secuencias consenso de RNAs aptameros obtenidos mediante seleccion in vitro frente a

distintos dominios de la region 5S’UTR.

En algunos casos, la interaccion entre ambas moléculas se producia a través de
secuencias en el aptamero complementarias a lazos apicales del dominio sustrato, dando
lugar a la formacion del denominado kissing complex (apartado 1.2). Este tipo de uniones
se producen de manera rapida y efectiva, por lo que en muchas ocasiones son suficientes

para la regulacion de los procesos en los que se encuentran implicadas. En el caso de uno
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de los aptameros obtenidos frente al dominio II1d, se observé una caida en los niveles de
traduccion dependiente del IRES de HCV en un 50%.

En el grupo del Dr. Toulmé los aptdmeros identificados establecian su interaccion
con el dominio diana a través de residuos que aparecen expuestos en lazos internos; este
tipo de uniones se conocen como interacciones ALIL (apical loop-internal loop
interactions; Aldaz-Carroll ef al., 2002; Da Rocha Gomes et al., 2004). Al igual que ocurre
en la formacion del kissing complex, las interacciones ALIL se producen de manera eficaz
y son utilizadas para la regulacion de procesos bioldgicos en sistemas naturales (revisado
en (Brunel et al., 2002)).

De manera alternativa al uso de aptameros, se pueden introducir en las células
infectadas pequefias moléculas de DNA o RNA que funcionan como decoys o sefiuelos,
mimetizando los sustratos naturales de proteinas esenciales para el ciclo viral. Esta
aproximacion fue empleada inicialmente con los RNAs TAR y RRE de HIV-1, capaces de
secuestrar las proteinas Tat y Rev (Sullenger et al., 1990; Lee et al., 1992;); las células que
presentaban los RNAs decoys eran resistentes a la infeccion. En el caso de HCV, un
estudio publicado recientemente por Zhang et al. (Zhang et al., 2005a) demuestra que la
sobreproduccion de los dominios estructurales del elemento CRE en un sistema replicon
conduce a la inhibicion de la replicacion. También se ha comprobado que diversos
dominios aislados (dominio III, subdominio Ille-f) de la region 5’UTR pueden capturar
proteinas implicadas en el inicio de traduccion, como la subunidad ribosomal 40S, y
bloquear asi la replicacion viral (Ray y Das, 2004).

Actualmente se estd ensayando en pacientes un nuevo farmaco, denominado
Actilon™ (Coley); se trata de un oligonucleétido de DNA modificado quimicamente y rico
en dinucleotidos GC, capaz de potenciar la activacion de células dendriticas y células T por
unioén al receptor TLR9. En cinco de los seis pacientes tratados se consiguié reducir la

carga viral en un 90% (www.coleypharma.com/coley/actilon).

Alternativamente, se han realizado numerosos trabajos enfocados al disefio de
siRNAs, dirigidos principalmente frente a las secuencias codificantes de las proteinas E2,
NS3, NS5A y NS5B (Kapadia et al., 2003; Sen et al., 2003; Wilson ef al., 2003; Yokota et
al., 2003; Takigawa et al., 2004; Wu y Nandamuri, 2004; Korf et al., 2005; Prabhu et al.,
2005; Wilson y Richardson, 2005;) y la region IRES (Randall et al., 2003; Kronke ef al.,
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2004; Korf et al., 2005). En estos estudios se eligen y disefian multiples siRNAs que
posteriormente son ensayados en modelos de replicones subgendémicos. Debido a la
posibilidad de generacion de variantes virales resistentes al tratamiento, generalmente se

utilizan mezclas de distintos inhibidores para conseguir un efecto potenciado.

Finalmente, es importante destacar que nuevas moléculas como PNAs y LNAs han
demostrado un gran potencial inhibidor de la traduccion dependiente de IRES (Nulf y

Corey, 2004).
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0O.- OBJETIVOS:

Durante los ultimos afios se ha hecho evidente la escasez de terapias efectivas frente
a un gran nimero de enfermedades virales debido a la gran capacidad mutagénica que
presentan los virus y que les permite evolucionar como variantes resistentes a los
tratamientos en uso. Por ello se hace necesario el desarrollo de terapias alternativas que
permitan combatir de una manera eficiente a estos patdgenos, y en su caso, que sean
insensibles a la adquisicion de resistencia por parte del agente viral. Las ribozimas se
constituyen como buenos candidatos para ser empleadas como herramientas terapéuticas,
debido a su alta especificidad en el procesamiento del RNA sustrato y a su baja toxicidad.
El objetivo prioritario del trabajo realizado fue el desarrollo de nuevos inhibidores
optimizados basados en ribozimas. Como RNA modelo frente al cual dirigir estas
moléculas se escogi6 la region IRES del virus causante de la hepatitis tipo C (HCV). Para

ello se plantearon los siguientes objetivos concretos:
1.- Disefio de un método de seleccion molecular in vitro para identificar nuevos
RNAs inhibidores optimizados que permitan resolver algunas de las carencias presentadas

por las ribozimas convencionales.

2.- Aplicacion del método para la seleccion de RNAs inhibidores dirigidos frente a la

region IRES de HCV.

3.- Caracterizacion bioquimica de las moléculas seleccionadas y andlisis del efecto

inhibidor.
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M.- MATERIALES Y METODOS

M.1.- Materiales

M.1.1.- Productos quimicos

En general se utilizaron reactivos de las casas Sigma (Saint Louis, USA), Fluka
(Seelze, Alemania), Roche (Mannheim, Alemania), Amersham Pharmacia Biotech
(Uppsala, Suecia), Panreac (Barcelona, Espana), Serva (Heidelberg, Alemania) y Amresco

(Solon, USA).

M.1.2.- Enzimas de restriccion y modificadoras de DNA y de RNA

Las enzimas utilizadas como herramientas moleculares se obtuvieron de las firmas
New England Biolabs (NEB, Ipswich, USA), Amersham Biosciences (Uppsala, Suecia),
Roche (Mannheim, Alemania) y MBI Fermentas (Vilnius, Lituania), salvo excepciones
que se indican en su caso. Las enzimas para la manipulacion de RNA se obtuvieron

principalmente de Ambion (Austin, USA).

M.1.3.- Isotopos radiactivos

El marcaje radiactivo de RNA se ha llevado a cabo con el isotopo **P en forma de [a-
2PJUTP o [y-*P]JATP, con actividades especificas entre 3000 y 5000 Ci/mmol. Para
marcar radiactivamente las proteinas se ha empleado como isétopo *°S, aportado en forma
de [L]- **S-cisteina y [L]- 3°S-metionina (80:20) con una actividad especifica de 1000
Ci/mmol.

En todos los casos, los isotopos fueron suministrados por Amersham Biosciences

(Uppsala, Suecia).
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M.1.4.- Peliculas autorradiograficas

Las peliculas autorradiograficas fueron de las casas Kodak (X-OMAT AR 5) y
AGFA (Curix RP2).

M.1.5.- Medios de cultivo

- Medio LB liquido: Bactotriptona 10 g/l, extracto de levadura 5 g/l, NaCl 5 g/I, pH=7.
- Medio LB-agar: Medio LB liquido y agar al 15%.
- Medio de congelacion para células procariotas. Medio LB con glicerol a una

concentracion final del 25%.

M.1.6.- Tampones

Tampon de electroforesis Tris-Acetato (TAE) 1X
Tris-acetato......0.04 M
EDTA.............. 0.001 M

Tampon de electroforesis Tris-Borato (TBE) 1X
Tris-borato....... 0.045 M
EDTA.............. 0.001 M

Tampon de electroforesis para geles de poliacrilamida en condiciones no
desnaturalizantes (1X)
Tris-acetato..........c.cevvenennen 50 mM

Acetato de magnesio................ 10 mM
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Tampon de electroforesis para geles de poliacrilamida en presencia de SDS (L) 1X
Tris Base................... 035M

SDS..o 0.1%

pH=8.8

Tampon de electroforesis para geles de poliacrilamida en presencia de SDS (M) 1X
Tris Base.......cccooeveinnnt. 0.15M

SDS..o 0.1%

pH=6.8

Tampon de electroforesis para geles de poliacrilamida en presencia de SDS (Running

buffer) 1X

Tris Base.........coooeoeenien. 0.025 M
Glicina..........c.ooooeeiiii. 0.192 M
SDS.. 0.1% (p/v)
pH~ 8.5

Tampon no desnaturalizante para carga en geles de agarosa
Glicerol........ccoeeeevnennen. 50 % (v/v) en agua
Xilencianol.................... 0.4 % (p/v) en agua
Azul de bromofenol....... 0.4 % (p/v) en agua

Tampon no desnaturalizante para carga en geles de poliacrilamida

Glicerol........cccoveeveennenns 30 % (v/v) en agua
TMN 5Xoiiiiiiiiiiiieees 20 % (v/v) en agua
tRNAo 4 % (p/v) en agua
Xilencianol..................... 0.4 % (p/v) en agua

Azul de bromofenol....... 0.4 % (p/v) en agua
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Tampon desnaturalizante para carga en geles de poliacrilamida

Formamida desionizada.......... 94% (v/v)
Xilencianol...........cccccueeeee. 0.025 % (p/v)
Azul de bromofenol............ 0.025% (p/v)
EDTA...ooiieieeeeeeeeeeene 17 mM

Tampon desnaturalizante para carga en geles de poliacrilamida en presencia de SDS

(1x)

Tris-HCL, pH6.8.................. 10 mM
SDS.. e, 2% (p/v)
EDTA....cco 2 mM
Glicerol..........cooviiiiiin.n 5% (p/v)
B-mercaptoetanol.................. 1% (v/v)
Azul de bromofenol............. 0.1 mg/ml

Tampon de elucion de acidos nucleicos a partir de geles de poliacrilamida
NH4AC....oooiiieene 0.5M

SDS...oiiieeee, 0.1 % (p/v)

EDTA (pH = 8.0).......... 1 mM

Tampon de union biotina-estreptavidina

NazPOsu.ooeeeeeeeeaee, 20 mM
NaCluuooeeeeeeeeeeeeeeeeee 150 mM
pH=7.5

Tampon TMN 1X

Tris-acetatO.....cceeeeeeeeeeeeeeeeeeneen. 0.02M
Acetato de magnesio................. 0.01 M
Cloruro SOdiCO...ceeeeeeeeeeeeeeeeeeann. 0.1 M
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Tampon para la degradacion con RNasa T1 en condiciones desnaturalizantes (2X)

Citrato sédico,pH=4.5........... 20 mM
EDTA.. .o 1 mM
Urea.......oooviiiiiiiiiiiiiiiiinn, ™
Azul de bromofenol............... 1% (p/v)
Xilencianol.................ool. 1% (p/v)

Solucion para la hidroélisis alcalina de RNA (10X)

Carbonato s0diCO.........veenn..... 0.1 M
Bicarbonato s6dico.................. 0.1 M
pH=9.5

Tampon de corte de la ribozima hammerhead

Tris-HCI (pH 7.5)........50 mM

M.1.7.- Construcciones de DNA

M.1.7.1.- pBSHH363

Procede de pBSSK (Stratagen. La Jolla. USA), al cual se le ha integrado la secuencia
que codifica para la ribozima hammerhead HH363. Esta ribozima fue descrita por Lieber et
al. en 1996 (Lieber et al., 1996), la cual a su vez deriva del motivo presente en el
[+]sTRSV. La secuencia que codifica para HH363 se obtuvo mediante hibridacion y
extension de dos ODN complementarios: 5’HH363 (5° — TAT GGT ACC TTC TTT CTG
ATG AGT CCG TGA G —3°) y 3’ HH363 (5 — ATA GGA TCC AAA CCT TTC GTC
CTC ACG GAC TC — 3°), seglin se describe en M.2.5.2. El producto de extension fue
digerido con los enzimas Kpnl y BamHI (M.2.13.1.1), y posteriormente ligado en el
plasmido pBSSK, previamente digerido de la misma manera para obtener la construccion
pBSHH363 (M.2.14).

Una vez digerida con la enzima de restriccion BamH]1, esta construccion actuaba

como molde para la sintesis de la ribozima HH363.
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M.1.7.2.- pUS’HCV-691

Deriva de pUC19 y contiene la secuencia del genoma de HCV-1b desde la posicion
+1 hasta la 691. En 5’ se ha incorporado la secuencia promotora para la RNA polimerasa
del fago T7. Esta secuencia fue sintetizada como dos fragmentos independientes, que
posteriormente fueron ligados y clonados en pUC19 (Yanisch-Perron et al., 1985).

Para la construccion del fragmento 5 (posiciones +1 a 255) se utilizo el plasmido
pGHCV-280, derivado de pGEM®-3Zf(-) (Yanisch-Perron et al., 1985) y que contiene la
secuencia gendmica de HCV hasta el nucledtido 280, obtenida a partir del RNA viral de
pacientes infectados con el genotipo 1b. Se disefiaron dos ODN cebadores: el primero de

ellos, 5’T7pHCV (5 — TAT GAA TTC TAA TAC GAC TCA CTA TAG CCA GCC CCC

TGA — 3’) hibrida en el extremo 5’ del genoma y permite la incorporacion de la secuencia
para el promotor de la enzima RNA polimerasa del fago T7 (subrayada) y de un sitio de
restriccion para EcoR1 (en cursiva); el segundo se denomind HCVas255 (5° — TAT GCT
AGC AGT CTT GCG GGG GCA - 3’) y aparea en la posicion 255 del genoma viral,
donde existe un sitio de corte para el enzima Ndel (en cursiva). La reaccion de
amplificacion se llevo a cabo segun se describe en el apartado M.2.5.3, utilizando como
molde el plasmido pGHCV-280. El producto de PCR fue seguidamente purificado por gel
de agarosa y digerido con Ndel (M.2.13.1.1).

El segundo fragmento (posiciones 256 a 691) se obtuvo igualmente por amplificacion
utilizando como DNA molde el plasmido pN(1-4728), cedido por el Dr. J. Gomez. Para la
reaccion de PCR se disefiaron dos ODN cebadores: uno denominado 5’HCV-249, que
hibrida en la posicion 249, donde se encuentra el sitio de restriccion para Ndel (en cursiva;
5" = TAT GCT AGC CGA GTA GTG TTG GGT - 3°); el segundo, 5’HCV-691B, hibrida
en la posicion 691 del genoma de HCV e incorpora un sitio de restriccion para BamHI (5’
— TTG GAT CCA CCC AAA TTG CGC GAC CTA C -3°). Este ODN fue descrito
originalmente por Inchauspe et al. (Inchauspe et al., 1991); en esta memoria se ha utilizado
la misma secuencia a la que se le ha incorporado un sitio de restriccion BamHI necesario
para el proceso clonacién. Tras la reaccidon de amplificacion (M.2.5.3) se digiri6 el DNA
con Ndel (M.2.13.1.1).

Ambos fragmentos fueron ligados a través de sus extremos Ndel (M.2.14) y

posteriormente reamplificados con los cebadores 5’T7pHCV y 5’HCV-691 (M.2.5.3). El
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producto resultante se digirio con los enzimas de restriccion EcoR1 y BamH1 (M.2.13.1.1)
y se clond en el vector pUC19, previamente digerido de igual forma.

Esta construccion fue digerida con la enzima de restriccion BamH1 y seguidamente
utilizada para la sintesis del RNA sustrato S’HCV-691, que se ha empleado durante el
segundo paso del proceso de seleccion molecular in vitro y para la caracterizacion cinética

de la actividad catalitica de diversas ribozimas.

M.1.7.3.- pUS’HCV-691gg

Proviene del plasmido pUC19 y contiene la secuencia que funciona como promotor
para la enzima RNA polimerasa del fago T7, asi como el genoma de HCV hasta la
posicion 691 con dos mutaciones puntuales en las posiciones Uz5,—G3s2 ¥ C363—G3e3. Se
construyd a partir de dos fragmentos independientes:

El fragmento 5° (HCV-335, contiene las posiciones +1 a 335 del genoma viral més la
secuencia para el promotor de la RNA polimerasa del fago T7 en 5°) se obtuvo mediante
digestion del plasmido pUS’HCV-691 con los enzimas de restriccion EcoR1 (en 57) y
Apal.l (en 3°).

El fragmento 3°, el cual debe contener las posiciones 362 y 363 mutadas, presenta los
residuos 336 a 691 del genoma de HCV (HCV336-691). Se obtuvo mediante PCR tal y
como se detalla en el apartado M.2.5.3, utilizando como DNA molde la construccion
pUS’HCV-691 y dos ODN cebadores. El cebador en 5’ se denomina 5°363gg (5 — GAC
CGT GCA CCA TGA GCA CGA ATC CTA AAC CGG AAA GAA - 3’); permite la
incorporacion de las mutaciones y del sitio de restriccion para ApalLl (en cursiva) que se
encuentra en el nucleédtido 335 de HCV. El cebador en 3° fue 5S’HCV-691B, descrito
anteriormente. El producto de amplificacion fue purificado (M.2.8.2.2) y digerido a
continuacion con la enzima ApalLl (M.2.13.1.1).

Ambos fragmentos (HCV-335 y HCV336-691) se ligaron y posteriormente se
reamplificaron con los ODN cebadores 5’T7pHCV y 5’HCV-691B (ambos descritos en el
apartado M.1.7.2). El DNA resultante se digiri6 con EcoR1 y BamH]1 y se clond en el
vector pUC19 (Yanisch-Perron ef al., 1985), previamente digerido de manera similar

(M.2.13.1.1).
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Este plasmido se utilizdé como molde (previa digestion con BamH1) para la sintesis
del RNA sustrato 5’HCV-691gg, empleado para caracterizar cinéticamente la capacidad de

asociacion de distintos dominios cataliticos.

M.1.7.4.- pU5S’"HCV-356

Deriva del plasmido pUC19, al cual se le ha incorporado la secuencia reconocida por
la enzima T7 RNA polimerasa del fago T7 y los primeros 356 nt del genoma de HCV.

La construccion pUS’HCV-691 fue utilizada como molde para la amplificacion del
fragmento HCV 1-356 (M.2.5.3). Se utilizaron dos oligonucleo6tidos cebadores: 5’T7pHCV
(M.1.7.2) y priHCV356 (5 — ATA AAG CTT AGG ATT CGT GCT CAT - 3°), el cual
incorpora un sitio para la enzima de restriccion Hindlll (en cursiva). El producto de PCR
fue digerido con las enzimas EcoR1 y Hindlll (M.2.13.1.1), y clonado en el plasmido
pUCI19 (Yanisch-Perron ef al., 1985) igualmente digerido.

Esta construccion se utilizd como molde, tras su digestion con el enzima de
restriccion Hindlll, para la sintesis del RNA 5’HCV-356, utilizado en el primer paso del
proceso de seleccion molecular in vitro y en ensayos de proteccion a la degradacion por

RNasas.

M.1.7.5.- pGT-P,

Una fraccion de las moléculas rescatadas durante los diferentes ciclos de seleccion
(P;...Pg) fue clonada en el vector pPGEM®-T Easy (Promega, Madison, USA) siguiendo las
instrucciones del fabricante, para generar las construcciones pGT-P, (pGT-P;,...pGT-Py).
Brevemente, el producto de PCR generado fue subdividido en varias fracciones. Una de
ellas se destino al clonaje en el vector pPGEM®-T Easy vector. Las condiciones de ligacion

se indican en el apartado M.2.14.
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M.1.8.- Cepas bacterianas

La cepa bacteriana empleada pertenece a la especie E. coli.
DH5aF' (Raleigh et al., 1989; Woodcock et al., 1989) F'lendAl hsdR17(r-my ') supE44
thi-1 recAl gyrA (Nal') relAl A(LaclZYA-argF)U169 deoR (¢80dlacA(lacZ)M15)

M.1.9.- Marcadores de masa molecular

M. 1.9.1.- Para DNA

- DNA del plasmido pUC19 digerido con Mspl. Fragmentos (longitud en pb): 509, 404,
331,242,190, 147, 110, 111, 67, 46.

- DNA del fago Lambda gt11 (c1857, ind1, Sam7) digerido con Styl. Fragmentos (longitud
en pb): 7743, 6223, 3472, 269, 1882, 1489, 925, 421, 74.

- DNA del plasmido pUC18 digerido con Sau3Al. Fragmentos (longitud en pb): 943, 585,
341,258, 153, 105, 78, 46, 36, 18, 12, 8.

M.1.9.2.- Para RNA

Como marcadores de masa molecular se utilizaron las mismas moléculas de RNA de
longitud y secuencia conocidas, obtenidas por transcripcion in vitro a partir de plasmidos
digeridos con distintas enzimas de restriccion. Estos RNAs fueron marcados
radiactivamente en su extremo 5’ y posteriormente digeridos con RNasa T1 en condiciones
desnaturalizantes (M.2.13.2.2). También se emple6 la hidrdlisis alcalina de dichas

moléculas, tal y como se describe en el apartado M.2.13.2.5.
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M.1.10.- Programas informaticos

A continuacion se relacionan los programas informaticos mas comtinmente utilizados
durante el desarrollo de la presente Tesis Doctoral:
- Microsoftword: Versiones 98, 2000 y 2003. Microsoft Inc.
- Powerpoint: Versiones 98, 2000 y 2003. Microsoft Inc.
- Sigmaplot: version 8.0 : SPSS Inc.
- Internet Explorer: Microsof Inc.
- Adobe Photoshop: version 8.0. Adobe Systems Inc.
- SeqEd: Perkin Elmer Corp.
- DNASIS Max: MiraiBio
- Oligo 4.03 Computer Software: National Biosciences Inc., USA
- Imagequant: Molecular Dynamics. 1Q Solutions
- M-Fold. RNA Folding.

- Endnoteplus. Niles Software Inc.
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M.2.- Métodos

M.2.1.- Cultivo de células procariotas

Las cepas de E. coli utilizadas a lo largo del estudio se cultivaron en medio liquido
(LB) a partir, en cada caso, de un clon aislado crecido en medio sélido (LB-agar),
asegurando de esta manera poblaciones homogéneas. Los medios fueron suplementados
con ampicilina, X-gal y/o IPTG, en caso necesario. Los cultivos se incubaron a 37°C.

El crecimiento en medio liquido se llevo a cabo en agitacion hasta saturacion, para la
extraccion de DNA plasmidico, o bien hasta una fase de crecimiento exponencial para la

preparacion de células competentes o la congelacion del cultivo.

M.2.2.- Crioconservacion de células procariotas

Las bacterias se crecieron en medio LB liquido durante toda la noche. Los cultivos
saturados fueron diluidos 1:1000 en medio fresco e incubados de nuevo hasta alcanzar la
fase de crecimiento exponencial (D.O.¢p0 aprox 0.4-0.6). Las células se diluyeron con
glicerol a una concentracion final del 25%, se repartieron en tubos de 1.5 ml y se

congelaron directamente a — 80°C. Las bacterias se conservaron a esta temperatura.

M.2.3.- Transformacion de E.coli con DNA plasmidico

M.2.3.1.- Preparacion de células competentes

Las células fueron preparadas para su transformacion quimica con CaCl, (Lederberg
y Cohen, 1974) (Hanahan y Meselson, 1983). El CaCl, permeabiliza las paredes celulares,
de manera que las moléculas de DNA circulantes pueden penetrar al interior de las células.
Células pertenecientes a la cepa DHS5a de E. coli fueron crecidas hasta una D.O.0

de 0.4-0.6. Se recogieron por centrifugacion en frio durante 7 min a 6000 xg. Se
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resuspendieron en 0.5 volimenes de CaCl, 50 mM frio y se incubaron en hielo 30 min.
Tras este periodo se recogieron de nuevo por centrifugacion como se ha descrito y se
resuspendieron finalmente con CaCl, 50 mM frio en 1/20 del volumen original. Las células

asi preparadas fueron conservadas en hielo y utilizadas en un periodo maximo de 36 h.

M.2.3.2.- Transformacion

Para la transformacion de las bacterias competentes preparadas con CaCl, se utilizd
el método de choque térmico (Lederberg y Cohen, 1974; Hanahan y Meselson, 1983).

Se mezclaron 200 pl de células competentes con 10-100 ng de DNA y se
mantuvieron 30 min en hielo. La entrada del DNA adherido a la superficie celular se
facilita mediante un incremento en la temperatura hasta alcanzar los 42°C durante 90 s. Las
células se recuperaron 5 min en hielo. Seguidamente, se anadi6 1 ml de medio LB
precalentado y las células se incubaron en agitacion suave durante una hora a 37°C.
Transcurrido este periodo, se sembraron en placas de medio sélido (aproximadamente 200
ul/placa) en presencia del antibiotico adecuado y se crecieron toda la noche a 37°C. La
eficiencia de transformacion obtenida mediante este protocolo suele ser de 10° células /ug

de DNA plasmidico utilizado.

M.2.4.- Seleccion de colonias recombinantes de E. coli

Las células transformadas se seleccionaron por la resistencia al antibidtico conferida
por el plasmido. Las colonias recombinantes se identificaron por expresion del gen de la -
galactosidasa. La cepa bacteriana DHS5a es defectiva para la sintesis de esta enzima debido
a la delecion del gen que codifica para uno de sus péptidos (el péptido a). Los plasmidos
que portan este gen restauran la expresion en las células transformadas mediante un
fenomeno de complementacidon genética. Asi, en presencia de un sustrato cromogénico
denominado X-gal y del inductor IPTG, las células transformadas adquieren coloracion

azul. El sitio de clonacion en este tipo de plasmidos se situa dentro del marco abierto de
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lectura del gen del péptido a, por lo que en los plasmidos recombinantes que contienen un
inserto se altera la pauta de lectura del gen y las colonias aparecen blancas.
Para este tipo de seleccion las células transformadas se sembraron en medio LB

solido conteniendo ampicilina 50 pg/ml, X-gal 40 ug/ml e IPTG 150 pg/ml.

M.2.5.- Sintesis de acidos nucleicos

M.2.5.1.- Sintesis quimica de oligonucleotidos

En general, los oligodesoxirribonucleotidos (ODNs) sintéticos utilizados en el
desarrollo de esta memoria fueron obtenidos del servicio de sintesis del Instituto de
Parasitologia y Biomedicina “Lopez-Neyra”. La sintesis se llevo a cabo en un sintetizador
de DNA 3400 DNA Synthesizer (Applied Biosystems, Wellesley, USA).

El ODN mutagenizado empleado para la sintesis de la poblacion inicial durante el
proceso de seleccion molecular in vitro (3°’HH3631s) fue suministrado por Sigma-Genosys
(Woodlands, USA).

El ODN biotinilado en su extremo 5°, utilizado para la inmovilizacion del RNA
sustrato durante el segundo paso de seleccion (5’b-as691) se obtuvo en Isogen (IJsselstein,

Holanda).

M.2.5.2.- Sintesis por hibridacion de oligonucledtidos y extension

La sintesis enzimatica de DNA de doble cadena a partir de oligonucleétidos se llevo
a cabo hibridando los dos ODNSs precursores parcialmente complementarios y extendiendo
a partir de sus extremos 3’ mediante la accion de la enzima Tag DNA polimerasa. Los
ODN:s (200 pmol de cada uno) se hibridaron mediante desnaturalizacidon y renaturalizacion
conjunta en agua estéril durante 5 min a 72°C y posterior enfriamiento lento hasta la
temperatura de hibridacion de los cebadores, calculada con el programa Oligo 4.0. Para la
extension se utilizaron 0.025 U/ul de Tag DNA polimerasa (Biotools, Madrid, Espafia) a
72°C. La reaccion se incubo durante 20 min en presencia del tampon correspondiente

suministrado por el fabricante y 0.05 mM de cada ANTP (dATP, dCTP, dGTP y dTTP).
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Para la construccion de la poblacion inicial de moléculas durante el proceso de
seleccion molecular in vitro se hibridaron 6 nmol de cada ODN (5’HH363is y 3’HH3631s)
seglin se ha descrito y se llevo a cabo la reaccion de extension escalada en un volumen
final de 150 pl. Los productos resultantes fueron purificados mediante cromatografia de
exclusion por tamanos (M.2.8.4), extraccion fendlica y precipitacion con etanol absoluto
(M.2.8.1). Las muestras se secaron mediante centrifugacion a vacio y se resuspendieron en

un volumen apropiado del tampdn correspondiente.

M.2.5.3.- Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) permite la amplificacion exponencial
y especifica de una molécula de DNA mediante una unica reaccién enzimatica. Se requiere
una DNA polimerasa termoestable y estd basada en sucesivos ciclos de desnaturalizacion
de la doble hebra, hibridacién de los cebadores especificos y extension por sintesis de
DNA.

Las reacciones de amplificacion de DNA mediante PCR se realizaron en un
termociclador Perkin Elmer GeneAmp PCR System 2400 (Wellesley, USA). En la mezcla
de reaccion se incluyo: dNTPs 200 uM cada uno, MgCl, 2 mM, DNA molde 1 ng/ul, Taq
DNA polimerasa (Biotools, Madrid, Espafia) 0.015 U/ul, tamp6n de reaccion suministrado
por la casa comercial 1X y cada uno de los cebadores a una concentracion final de 0.5 uM.
La temperatura de hibridacion de los cebadores se calculdé mediante el programa
informatico “Oligo” version 4. Los protocolos de amplificacion utilizados fueron variados.
Por lo general se utilizaron entre 25 y 40 ciclos de amplificacion compuestos por 30 s de
desnaturalizacion a 95°C; 30 s de hibridacion a la temperatura calculada para los cebadores
y 30 s de extension a 72°C. Fueron precedidos por un paso de desnaturalizacion inicial de 2
min a 95°C, y seguidos de una elongacion final de 7 min a 72°C. El volumen de reaccion

mas usado fue de 100 pl.
El DNA codificante para la poblacién inicial obtenido mediante extension fue

sometido a un proceso de amplificacion en siete ciclos con el fin de incrementar la

proporcion de representantes para cada variante. La reaccion de PCR se realizo seglin se ha
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descrito escalada a un volumen final de 1 ml. EI DNA resultante fue purificado tal y como

se detalla en el apartado M.2.8.1.

M.2.5.4.- Transcripcion in vitro

Las moléculas de RNA fueron sintetizadas mediante transcripcion in vitro con el
enzima T7 RNA polimerasa.

Como DNAs molde se utilizaron plasmidos previamente linearizados con enzimas de
restriccion adecuadas o fragmentos de DNA de doble cadena producto de reacciones de
amplificacion por PCR. En ambos casos los DNAs fueron purificados bien por gel de
agarosa o bien por extraccion fendlica y precipitacion con etanol (M.2.8.1).

Las reacciones catalizadas por la T7 RNA polimerasa se llevaron a cabo en un
volumen total de 50 pl en presencia de 2 pg de DNA molde, Tris-CIH 40 mM pH 7.9,
MgCl, 6 mM, espermidina 2 mM, NaCl 10 mM, DTT 20 mM, 0.01% de Triton X100,
NTPs 1 mM cada uno, 0.5 U/ul de inhibidor de RNasa y 0.5 U/ul de T7 RNA polimerasa.
La reaccion fue incubada durante 2 horas a 37°C tras las cuales el DNA molde fue
eliminado mediante digestion con RQ1 DNasa (M.2.13.1.2).

Para la sintesis de RNA marcado internamente las concentraciones de nucle6tidos
fueron modificadas tal y como se describe en el apartado M.2.16.1.2.

Tras la sintesis todos los RNAs se purificaron mediante electroforesis en geles de
poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes, a una concentracion de poliacrilamida
variable en funcion del tamafio de las moléculas a purificar, tal y como se describe en el
apartado M.2.8.3.

En el caso de la sintesis del RNA de la poblacion inicial se realizé la reaccion de
transcripcion seguin se detalla, en un volumen de 500 pl. Las moléculas de RNA fueron

purificadas segun se ha descrito para DNA en el apartado M.2.5.2.
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M.2.5.5.- RT-PCR

La RT-PCR combina las reacciones de retrotranscripcion y PCR para lograr la
amplificacion de una secuencia de RNA especifica a partir de un RNA molde. Las dos
reacciones se llevaron a cabo con la enzima 7th DNA polimerasa (Promega, Madison,
USA). Se trata de una enzima termoestable capaz de replicar moléculas de DNA a una
temperatura de 72°C. Su principal caracteristica es que cataliza la polimerizacion de dNTPs
en direccion 5°—3’ usando como molde DNA en presencia de Mg®', mientras que en
presencia de Mn®" exhibe preferencia por utilizar RNA como molde. Esto permite el uso
de una unica enzima en los dos pasos de reaccion. Durante las dos etapas se siguieron las
instrucciones del fabricante.

Brevemente, para la sintesis de la primera cadena de DNA complementaria se empled
un cebador especifico de la secuencia situada en el extremo 3’ de la molécula de RNA. La
hibridacion se llevo a cabo por desnaturalizacion conjunta a 72°C durante 2 min y posterior
enfriamiento hasta alcanzar la temperatura de hibridacion del cebador, la cual se mantuvo
durante 90 s. A continuacion se procedio a la extension de la hebra de cDNA a 72°C
durante 20 min. El tampon empleado en esta primera reaccion se compone de Tris-HCI 1
mM, pH = 8.3, KCl 9 mM y MnCl, 1 mM (1X). Se utilizaron 0.25 U/ul de Tth y 0.2 mM
de cada dANTP. Una vez transcurrido el tiempo de incubacion, las reacciones se
mantuvieron en hielo hasta su utilizacion en el segundo paso.

Para la sintesis de la segunda hebra y amplificacion simultanea del DNA por PCR se
afiadi6 un segundo cebador, especifico de la region 3° del cDNA, junto con el cebador
usado en la etapa de retrotranscripcion. Para retirar especificamente los iones Mn®>" del
medio se anadié un tampon quelante 1X (Tris-HCI 1 mM, pH = 8.3, 10 mM KCIl, EGTA
75 uM, Tween®20 0.005% y glicerol 0.5%) y se suplementé con MgCl, 2 mM. Se sigui6
el mismo protocolo que se detalla en el apartado M.2.5.3. Las moléculas de DNA fueron

purificadas (M.2.8.1) y resuspendidas en el tampon correspondiente.
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M.2.6.- Aislamiento de DNA plasmidico de E.coli

M.2.6.1.- Pequeiia escala

Para el aislamiento de DNA plasmidico a pequefia escala se utilizaron diferentes
protocolos. El método de extraccion rapida se empled basicamente para el andlisis de
clones recombinantes. El DNA destinado a reacciones de secuenciacion automatica fue
extraido mediante el kit comercial “High Pure Plasmid Isolation” de Roche (Mannheim,

Alemania), el cual proporciona un mayor grado de pureza.

M.2.6.1.1. - Método de extraccion rapida (Song et al., 1999)

Este protocolo permite el aislamiento de DNA plasmidico a partir de un cultivo
bacteriano en un tiempo aproximado de 10-15 min. El DNA obtenido, aunque contaminado
con genomico de la bacteria, es perfectamente apto para su digestion con enzimas de
restriccion, por lo que este método resulta extremadamente util para el rastreo de clones
recombinantes.

Las células contenidas en 1.5 ml de cultivo son recogidas por centrifugacion a 13000
rpm durante 2 min. El sedimento es directamente resuspendido en 200 ul de una mezcla
fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1) y agitado enérgicamente al menos durante
10 s. Las fases organica y acuosa se separan por centrifugacion a 13000 rpm durante unos
minutos. La fase acuosa se recoge y se precipita con 400 pl de etanol. Para ello, ambos
componentes se mezclan bien por agitacion durante 10 s y las muestras son directamente
centrifugadas a 13000 rpm durante 5 min. El precipitado se resuspende en 20 pl de agua

estéril con 0.2 pg/ul de RNasa A.

M.2.6.1.2.- Método kit “High Pure Plasmid Isolation” (Roche Diagnostics GmbH,
Mannheim, Alemania)

Para la obtencion de DNA plasmidico con un alto grado de pureza se utilizé un kit
comercial de la casa Roche Diagnostics GmbH (Mannheim, Alemania) y se siguieron las
recomendaciones del fabricante. Brevemente, las células son lisadas con una solucion de

SDS al 1% y NaOH 0.2 mM. Posteriormente, el DNA plasmidico es retenido en una
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resina, lavado y eluido en agua. El rendimiento varia segun la cepa bacteriana, siendo para

DH5a aproximadamente de 10 pg de DNA por 1.5 ml de cultivo.

M.2.6.2.- Gran escala

Para el aislamiento de DNA plasmidico a escala preparativa se empled el kit
comercial “Wizard® Plus Maxipreps System” (Promega, Madison, USA). Al igual que en
el caso anterior, la extraccion se basa en la lisis alcalina de las células y la retencion del
DNA plasmidico en una resina, de la que sera finalmente eluido en una solucion de baja
fuerza idnica. El protocolo seguido es basicamente el mismo descrito en el apartado
anterior, aunque existen pasos adicionales de purificacion del DNA mediante
precipitaciones con isopropanol y etanol absoluto. Se parte de 400 ml de cultivo bacteriano
crecido hasta saturacion durante toda la noche en agitacion a 37°C. El rendimiento medio
en cantidad de DNA para plasmidos de alto nimero de copias es de 2-4 ug por ml de
cultivo. El DNA obtenido mediante este protocolo fue principalmente utilizado en la
preparacion de marcadores de masa molecular para DNA, como vectores plasmidicos en

procesos de clonacion y como DNAs molde en reacciones de transcripcion in vitro.

M.2.7.- Electroforesis

M.2.7.1.- De acidos nucleicos

M.2.7.1.1.- En geles de agarosa
Los geles de agarosa se prepararon al 0.8-2% (p/v) en tampén TAE 1X con 100

pug/ml de bromuro de etidio (BrEt). Como tampdén de carga se utilizo la soluciéon no
desnaturalizante de alta densidad descrita previamente en Materiales (M.1.6). La
electroforesis se desarrollé en tampén TAE a 10 6 20 V/cm. Las moléculas de DNA fueron

visualizadas por trans-iluminacion con luz ultravioleta a 312 nm.
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M.2.7.1.2.- En geles desnaturalizantes de poliacrilamida

Se utiliz6 una solucion de poliacrilamida al 40% compuesta por
acrilamida:bisacrilamida en una proporcion 19:1. Los geles se prepararon al 4-20% de
acrilamida (p/v), y 7 M de urea en TBE 1X. Como catalizadores de la reaccién de
polimeracién se utilizaron APS (0.0625 % p/v) y TEMED (0.0625 % v/v). Los geles se
sometieron a una pre-electroforesis de aproximadamente 30 min con una intensidad de
corriente continua de 36 mA. Las muestras se prepararon en tampon de carga
desnaturalizante de formamida 1X (M.1.6), se desnaturalizaron por incubacion a 95°C
durante 2 min y se conservaron en hielo hasta el momento de ser cargadas en el gel. La
electroforesis se realizo a la misma intensidad de corriente que el paso previo y durante un
tiempo variable dependiendo del tamafio de las moléculas bajo estudio y de la capacidad
resolutiva del gel. Para la purificacion de oligonucledtidos y moléculas de RNA, se
utilizaron geles preparativos de 1.5 mm de grosor, por el contrario los geles de naturaleza
analitica se prepararon con un grosor de 0.8 mm o de 0.4 mm. Los geles analiticos con una
concentracion maxima de acrilamida del 6% fueron secados por vacio a una temperatura
de 80°C. Para ello previamente fueron tratados con una solucion al 10% en metanol y 10%
en acido acético para eliminar la mayor parte de la urea y fijar los 4cidos nucleicos al gel, y
por ultimo transferidos a papel Whatman para proceder a su secado. Una vez secos, pueden

conservarse indefinidamente.

M.2.7.1.3.- En geles nativos de poliacrilamida

Los geles nativos de poliacrilamida se utilizaron para la electroforesis en condiciones
no desnaturalizantes. Se emple6 la misma solucion de acrilamida:bisacrilamida que para
las condiciones desnaturalizantes, y como tampon de electroforesis Tris-Acético a una
concentracion de 50 mM y acetato de magnesio a 10 mM (M.1.6). No se afiadi6 urea. El
porcentaje de acrialmida utilizado fue del 4-6% (p/v). Como catalizadores de la reaccion de
polimerizacion se utilizaron APS y TEMED, tal y como ya ha sido descrito. La
electroforesis se desarrolld a 4°C. Previamente se realizdO una pre-electroforesis de
aproximadamente 20 minutos con una intensidad de corriente continua de 10 mA. Las
muestras se prepararon por adiciéon de un volumen de tampén de carga no desnaturalizante

(M.1.6), y se conservaron en hielo hasta su carga en el gel. La electroforesis se realizo a
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una intensidad de corriente continua de 10 mA durante 8-10 horas. Todos los geles se

prepararon con un grosor de 0.8 mm, y se secaron a vacio antes de su exposicion.

M.2.7.2.- De proteinas

La electroforesis de proteinas se realizé en condiciones desnaturalizantes, en geles de
poliacrilamida con SDS. Las dimensiones del gel fueron de 10cm x 10 cm x 0.75 mm. Los
geles se prepararon en todos los casos al 12.5% a partir de una solucion de
acrilamida:bisacrilamida al 30% (29.2:0.8) con tampon L (M.1.6). Como catalizadores de
la reaccion de polimerizacion se usaron APS (0.025%, p/v) y TEMED (0.004% v/v). Para
una mejor resolucion de las proteinas se utilizé un sistema discontinuo en el que la fraccion
superior del gel se encontraba menos concentrada (al 5%) y a diferente pH (tampén de
electroforesis M, M.1.6). Las muestras se prepararon en tampon de carga para proteinas
(M.1.6) y se desnaturalizaron durante 2 min a 95°C. La electroforesis se desarrolld en una
cubeta Hoefer'™ SE 260 (Amersham Biosciences, Uppsala, Suecia) con tampon “Running”

(M.1.6) a una intensidad constante de 40 mA.

M.2.8.- Purificacion de acidos nucleicos

M.2.8.1.- Extraccion fendlica y precipitacion

Esta técnica ha sido extensivamente utilizada para la eliminacion de proteinas
presentes en las mezclas de reaccion y para cambio de tampoén. La muestra se lleva a un
volumen final de 100 ul con agua bidestilada estéril. Se afiade un volumen igual de fenol
equilibrado a pH 8.0. Las dos fases se mezclan por agitacion y son nuevamente separadas
por centrifugacion a 13000 rpm durante 2 min. La fase acuosa se rescata y se pasa a otro
tubo. Se afiade seguidamente un volumen igual de cloroformo:alcohol isoamilico (24:1) y
se repite el proceso descrito. La fase acuosa resultante es precipitada mediante la adicion
de 3 volumenes de etanol absoluto, acetato sodico 0.3 M y opcionalmente una molécula
que ayuda en la precipitacion, como glicégeno (10-20 pg por precipitacion). La mezcla se

incuba 30 min a —80°C y se centrifuga en frio otros 30 min a 13000 rpm. Los acidos
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nucleicos precipitados se lavan con 250 pl de etanol al 70%. Tras centrifugar nuevamente
de forma breve, se decanta el sobrenadante y el precipitado se seca por centrifugacion a
vacio durante 4 min. El sedimento es resuspendido en un volumen apropiado de agua

estéril.

M.2.8.2.- Purificacion de DNA a partir de geles de agarosa

Las moléculas de interés son separadas del resto en base a su tamafio por
electroforesis en gel de agarosa en presencia de BrEt. Una vez localizadas por trans-
iluminacién con luz ultravioleta, el fragmento de gel que contiene dichas moléculas es
escindido con ayuda de una cuchilla. El DNA puede ser eluido de la agarosa mediante

diferentes procedimientos.

M.2.8.2.1.- Método de congelacion con fenol

La pieza de agarosa se tritura y se mezcla con un volumen igual de fenol. La muestra
se congela a —80°C durante 10 min e inmediatamente, y sin dejar que se descongele, se
centrifuga a temperatura ambiente y 13000 rpm durante 15 min. La fase acuosa resultante
se recupera y se extraec una vez con fenol saturado en Tris Base, otra con
fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1) y una ultima vez solamente con
cloroformo:alcohol isoamilico (24:1). El volumen recuperado se precipita con etanol

absoluto y el DNA es finalmente resuspendido en agua.

M.2.8.2.2.- Método Wizard SV Gel Clean Up ® (Promega, Madison, USA)

Con este método el DNA se recupera mediante la union a una resina, posterior lavado
de la misma y elucidon en agua. El fragmento de agarosa se sumerge en un volumen
adecuado de una solucién de unién a la resina, y se incuba a 65 °C hasta que la agarosa se
disuelve completamente. La solucion se pasa por la resina, a la cual se unen los &cidos
nucleicos. Posteriormente la resina se lava para eliminar las impurezas unidas junto al

DNA. Finalmente, el DNA se eluye con agua estéril libre de RNasas y DNasas.
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El porcentaje de recuperacion del DNA con este método depende en gran medida de
la longitud del mismo, asegurandose una recuperacion optima con fragmentos de DNA por

encima de 100 pb. Se siguieron las instrucciones del fabricante.

M.2.8.3.- Purificacion de acidos nucleicos a partir de geles de poliacrilamida

Tras la electroforesis, las moléculas de interés son localizadas por “UV shadowing”.
El gel se coloca sobre una placa de silica-gel 60 F254. Al ser irradiado con
epiluminiscencia UV a 254 nm, el fluorocromo de la placa se excita emitiendo energia en
forma de fluorescencia. La region del gel en la que se encuentran las moléculas de acido
nucleico absorbe parcialmente la luz ultravioleta, por lo que la fluorescencia emitida por la
placa en esa zona es menor y aparece sombreada.

En el caso de purificacion de acidos nucleicos marcados radioactivamente, €stos se
localizan en el gel mediante exposicion en pelicula autorradiografica durante unos minutos,
y posterior revelado de la misma. El fragmento de gel conteniendo los dcidos nucleicos de
tamafio adecuado se escinde y trocea con una cuchilla estéril. A continuacion se afiaden
entre 200 y 350 pl de tampon de elucion (M.1.6) y se incuba durante toda la noche a 37°C,
si se trata de DNA, o a 4°C si es RNA. El 4cido nucleico es finalmente recuperado a partir
del tampodn de elucion mediante extraccion fendlica y precipitacion con etanol (M.2.8.1).

La mayoria de los oligonucleodtidos sintéticos, asi como las moléculas de RNA,
fueron purificados mediante electroforesis en geles de poliacrilamida desnaturalizantes de

forma previa a su utilizacion.

M.2.8.4.- Cromatografia por exclusion de tamarios

Esta técnica fue utilizada generalmente para la eliminacion de nucledtidos libres. Se
prepararon columnas de Sephadex-G25, con un lecho aproximado de 0.9 ml empaquetado
por centrifugacion a 2000 rpm durante 4 min. La columna fue equilibrada con 0.1 ml del
disolvente de la muestra, la cual fue llevada a un volumen final de 0.1 ml y finalmente

filtrada por centrifugacion en idénticas condiciones.
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M.2.9.- Inmovilizacion de 4cidos nucleicos a un soporte sélido

Para inmovilizar las moléculas de RNA sustrato durante el método de seleccion in
vitro se utilizaron dos aproximaciones diferentes: union directa del RNA internamente
biotinilado o inmovilizacion por hibridacion con un ODN biotinilado en uno de sus
extremos. En ambos casos se utilizaron como soportes solidos columnas de sefarosa-
estreptavidina (HiTrap™ Streptavidin HP, Amersham Biosciences, Uppsala, Suecia). La
estreptavidina, purificada del hongo Streptomyces avidinii, es incorporada a una resina de
sefarosa, actuando como ligando de alta afinidad para biotina y/o moléculas biotiniladas.
Esta unién es muy fuerte y estable, y Unicamente puede interrumpirse mediante la

aplicacion de condiciones extremas de acidez (pH = 1.5).

M.2.9.1.- Inmovilizacion de RNA marcado internamente con biotina a una

columna de sefarosa-estreptavidina

Primeramente la columna fue equilibrada con un tampon que permite el
establecimiento de uniones estreptavidina-biotina. Para ello se procedid segiun las
instrucciones del fabricante. Se aplicaron 10 volumenes de dicho tampoén a un flujo de 1
ml/min. El RNA biotinilado internamente fue desnaturalizado durante 7 min a 65°C y
posteriormente renaturalizado a 37°C durante 10 min. A continuacion se incorporaron a la
columna 300 pmol de dicho RNA a un flujo de 0.1-0.5 ml/min. Las moléculas no unidas se
eliminaron mediante la adiciéon de 10 volumenes de tampén TMN (M.1.6) a un flujo de 1
ml/min. Estos pasos de lavado permitian el equilibrado de la columna con el tampon

necesario.

M.2.9.2.- Inmovilizacion de RNA a una columna de sefarosa-estreptavidina

mediante hibridacion con un ODN biotinilado

La columna fue equilibrada con tampén de union estreptavidina-biotina, segun se ha

descrito. Un ODN biotinilado en su extremo 5’ y complementario a la region 3° del RNA a
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inmovilizar fue desnaturalizado y renaturalizado durante 2 min a 95°C y seguidamente 15
min en hielo. Se incorpor6 una cantidad de 5 pmol de ODN, a un flujo de 0.1-0.5 ml/min;
las moléculas no unidas se eluyeron mediante la adiciéon de 10 volimenes de tampon de
union estreptavidina-biotina, a un flujo de 1 ml/min. A continuacién, 300 pmol de RNA se
desnaturalizaron durante 7 min a 65°C y se renaturalizaron por incubacién a 37°C 10 min.
Finalmente el RNA fue incorporado a la columna a un flujo de 0.1-0.5 ml/min. Las
moléculas que no habian apareado con el ODN complementario fueron eluidas mediante la
adicion de 10 volumenes de tampoén de corte (M.1.6) a un flujo de 1 ml/min, lo cual

permitia ademas el equilibrado de la columna para el paso siguiente.

M.2.10.- Concentracidon de acidos nucleicos

Para disminuir el volumen en soluciones de 4cidos nucleicos se utilizé el sistema
Microcon® (Millipore, Bedford, USA). La concentracion se produce por el paso de la
solucién mediante centrifugacion a través de una membrana de celulosa de tamafio de poro
variable, en funcion de las dimensiones de la molécula a concentrar. En nuestro caso se
optd por la variedad YM-10. Se siguieron las instrucciones dadas por el fabricante para

conseguir reducir el volumen inicial de 4 ml a 100 pl.

M.2.11.- Cuantificacion de acidos nucleicos

M.2.11.1.- Mediante espectrofotometria

La concentracion de los acidos nucleicos en solucion puede ser determinada
espectrofotométricamente debido a la capacidad cromofora que presentan los anillos
aromaticos de las bases puricas y pirimidinicas a 260 nm. Como coeficientes de extincion
se tomaron 50 (pg/ml)'ecm™ para DNA, 40 (ug/ml)'cm™ para RNA y 37 (ug/ml)'cm’
para oligonucleodtidos de cadena sencilla. La concentracion se calculd por determinacion de

la D.O. a 260 nm de la muestra problema.
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La medida a 280 nm permite determinar la contaminacion de la muestra con
proteinas. La relacion D.0O.,40/D.0.280 debe estar comprendida entre 1.8-2.0 para considerar

la muestra pura.

M.2.11.2.- Cuantificacion de RNA marcado radiactivamente en solucion

El calculo de la concentraciéon de RNA en solucion marcado internamente con [o-
32p] UTP se hizo a partir de la medida de las dpm (desintegraciones por minuto) de la
muestra una vez purificada por gel. En primer lugar es necesario determinar la actividad
especifica de la molécula en funcion de: i) la cantidad de is6topo utilizado durante su
sintesis, ii) la cantidad del correspondiente nucleétido frio, iii) y el nimero de posibles
incorporaciones del nucledtido marcado en la molécula (nimero de uridinas en la
secuencia). La actividad especifica (uCi/molécula), en combinaciéon con el valor de dpm
final de la muestra, permite el célculo del nimero de moléculas segun la relacion 1uCi =
2.2x10° dpm. Las medidas de radiacion P se realizaron generalmente sobre 10 ul de la

muestra en el contador de radioisotopos “Quick Count” (Bioscan, Washington, USA).

M.2.11.3.- Cuantificacion de RNA radiactivo inmovilizado en geles de

poliacrilamida

Para la cuantificacion del RNA radioactivo inmovilizado en soporte sélido se utilizd
el escaner Storm 820, de Molecular Dynamics (Uppsala, Suecia). Este instrumento es un
escaner de fluorescencia. El soporte solido con la muestra radioactiva se expone en una
pantalla que contiene un elemento susceptible de ser excitado, Europio. El laser del escaner
pasa el Europio a un estado energético inferior, permitiéndose la liberacion de energia en

forma de fluorescencia que puede ser cuantificada con el programa ImageQuant©.
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M.2.12.- Secuenciacion automatica de DNA

Las reacciones fueron realizadas por el servicio de secuenciacion del Instituto de
Parasitologia y Biomedicina “Lopez-Neyra”. Las muestras fueron preparadas y entregadas
a dicho servicio con 1 pg del DNA problema y 6.4 pmol del cebador adecuado en un
volumen de 12 pl. El DNA se secuencidé mediante un sistema basado en el método de
Sanger (Sanger et al., 1977), por mediacion de una reaccion de PCR utilizando el “Big dye
kit’ de Applied Biosystems (Wellesley, USA). Este kit emplea terminadores de cadena
marcados con fluorescencia y la AmplyTaq FS DNA polimerasa. Las reacciones fueron
sometidas a electroforesis capilar y analizadas (3100 Genetic Analyzer, Applied

Biosystems, Wellesley, USA).

M.2.13.- Digestion de acidos nucleicos

M.2.13.1.- DNA

M.2.13.1.1.- Enzimas de restriccion

La digestion de DNA con enzimas de restriccion se llevd a cabo segun las
condiciones de reaccion especificadas por el fabricante (tampén de reaccion y
temperatura). Por lo general se utilizaron entre 2-5 unidades de enzima por cada pg de
DNA y el tiempo de incubacion fue muy variable (de 1 h a toda la noche). Las digestiones
dobles se realizaron simultdneamente cuando las condiciones de reaccion de ambas
enzimas lo permitieron. En todo caso se realizaron digestiones control independientes para
comprobar la eficiencia de la reaccion de cada enzima por separado. En el caso de
tampones compatibles pero diferentes se realizd primero la digestion con la enzima
correspondiente al tampon con menor contenido en sal. Tras comprobar una digestion total
se afiadi6 NaCl a la reaccion hasta alcanzar la concentracion requerida por la otra enzima y
se realizd la segunda digestion. Las digestiones dobles con tampones de reaccion
incompatibles se realizaron de forma secuencial. Tras la primera digestion el DNA fue

purificado mediante extraccion fendlica y precipitacion con etanol (M.2.8.1).
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La digestion de DNA mediante enzimas de restriccion fue visualizada mediante

electroforesis de una alicuota de reaccion en geles de agarosa tefiidos con EtBr.

M.2.13.1.2.- RQ1 DNasa
La RQ1 DNasa (Promega, Madison, USA) es una DNA endonucleasa libre de

ribonucleasas, por lo que fue utilizada para la degradacion del DNA molde empleado en
las reacciones de transcripcion in vitro. Una vez finalizada la sintesis de RNA, se
afadieron a la mezcla 0.5 U de enzima por cada pg de DNA presente y la reaccion se

incubd durante 15 min a 37°C.

M.2.13.2.- RNA

M.2.13.2.1.- RNasa A

La digestion con RNasa A se destin6 a:

- Eliminacion de RNA de las preparaciones de DNA plasmidico:

Las muestras se trataron con 0.125 pg/ul de enzima durante 10 min a temperatura
ambiente o bien fueron directamente resuspendidas en agua estéril con 0.2 ug/ul de RNasa
A.

- Degradacion parcial para la determinacion de la estructura secundaria de
moléculas de RNA:

El RNA problema se sintetizO mediante transcripcion in vitro (M.2.5.4); a
continuacion fue purificado por electroforesis en geles de poliacrilamida, eluido,
fenolizado y precipitado con etanol. Se desfosforilé siguiendo el protocolo indicado en el
apartado M.2.15.2 y se marcé en su extremo 5’ con P (M.2.16.1.1). Se purificé
nuevamente mediante electroforesis en gel de poliacrilamida y se eluy6. Finalmente fue
fenolizado, precipitado con etanol absoluto y resuspendido en agua estéril (M.2.8.1). La
digestion se llevo a cabo en unas condiciones que permitian un corte por molécula de
RNA. Para ello se emplearon 0.05 pmol de RNA marcado radiactivamente (con una
actividad especifica aproximada de 500 CPMs), que fueron incubados en tampéon TMN
con 0.05 ng de enzima durante 2 min a 37°C y 2 pug de tRNA, para evitar la degradacion

masiva. La reaccion se detuvo por adicion de tampoén de carga desnaturalizante con
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formamida (M.1.6) suplementado con EDTA 100 mM. Los productos de degradacién se
separaron mediante electroforesis en geles de poliacrilamida desnaturalizantes de alta
resolucién al 6%, con unas dimensiones de 0.4 x 450 x 350 mm. La potencia se mantuvo
constante a 30 W durante un tiempo que oscild entre 90 min y 5 h. Los geles se secaron a
vacio y se visualizaron en un escaner de fluorescencia (Storm 820, Molecular Dynamics,

Uppsala, Suecia).

M.2.13.2.2.- RNasa T'1

La digestion con RNasa T1 se realizé para la determinacion de la accesibilidad de
distintas regiones en moléculas de RNA asi como para la generacion de marcadores de
peso molecular de RNA.

Para la digestion se utiliz6 la misma cantidad de RNA descrita en M.2.13.2.1. en
tampon TMN. Las muestras se trataron con 0.1 U de T1 durante 5 min a 37°C. Para evitar
una reaccion descontrolada se incorporaron 2 pg de tRNA. Las reacciones se pararon por
adicion de tampon de carga desnaturalizante con formamida (M.1.6) suplementado con
EDTA 100 mM. Los productos resultantes de la degradacion se separaron mediante
electroforesis de igual manera a la descrita en el apartado anterior.

Como marcador de peso molecular se llevaron a cabo reacciones de degradacion
parcial con RNasa T1 en condiciones desnaturalizantes sobre moléculas de RNA de
longitud y secuencia conocida, marcadas radiactivamente en su extremo 5° con P
(M.2.16.1.1). Esto permite el procesamiento en todos los nucledtidos de guanina,
independientemente de su conformacion. Para ello se incubaron 0.05 pmol del RNA a
degradar en presencia del tampon de corte desnaturalizante (M.1.6) y 0.1 U de T1 RNasa
durante 5 min a 55°C. Los productos de degradacion se resolvieron en geles de

poliacrilamida de alta resolucion, seglin se detalla en el apartado M.2.7.1.2.

M.2.13.2.3.- Degradacion con RNasa H

La RNasa H degrada especificamente los heteroduplex DNA/RNA.
Los ensayos de accesibilidad se realizaron con ODN de ocho residuos
complementarios a las regiones en estudio y posterior degradacion con RNasa H. El RNA

sustrato 5S’HCV-356 se sintetizO mediante transcripcion in vitro, fue purificado por
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electroforesis en gel de poliacrilamida al 4% (p/v), eluido del gel, fenolizado, precipitado
con etanol absoluto y resuspendido en agua estéril. Seguidamente se desfosforild segun se
describe en el apartado M.2.15.2 y se marcO en su extremo 5> con >°P (M.2.16.1.1).
Finalmente fue purificado de nuevo por electroforesis, eluido, fenolizado y precipitado. Se
resuspendié en agua estéril. Para la reaccion de degradacion se emplearon 0.05 pmol de
RNA (con una actividad especifica aproximada de 500 CPM), que fue desnaturalizado y
renaturalizado durante 7 min a 65°C y 10 min a 37°C. A continuacion se anadieron 5 pmol
de ODN Yy se suplement6 con tampdn de corte para RNasa H 1X (Tris-HCl 40 mM pH 8.0,
MgCI2 4 mM, DTT 1 mM y BSA 0.03pg/ul). La reaccion de degradacion se inicid por
adicion de 0.5 U/ul de RNasa H y se incub6 durante 20 min a 30°C. El procesamiento se
detuvo mediante la adicién de tampon de carga con formamida (M.1.6) y conservacion en
hielo. Los productos de reaccion se resolvieron y visualizaron segin se describe en el

apartado M.2.7.1.2.

M.2.13.2.4.- Degradacion con plomo del RNA

La degradacion con plomo ofrece un patron de accesibilidad de la molécula de RNA,
permitiendo discernir su estructura secundaria.

Las reacciones se realizaron sobre muestras de RNA marcadas radiactivamente en el
extremo 5°. Se utilizaron 0.05 pmol de RNA, con una actividad especifica aproximada de
500 CPMs, en presencia de 2 pug de tRNA, y tampdén TMN. Se traté con una solucion de
acetato de Pb>", 1 mM, durante 5 min a 37°C. Las reacciones se pararon por adicion del
tampon de carga desnaturalizante con formamida y suplementado con 100 mM de EDTA.
Los productos de degradacion se resolvieron en las condiciones de electroforesis de alta

resolucion ya descritas.

M.2.13.2.5.- Hidrolisis alcalina del RNA

La hidrolisis alcalina del RNA se realizé con una solucion de carbonato-bicarbonato
sodico 0.1 M pH 9.5. Se trataron 0.05 pmol de RNA marcado radiactivamente en su
extremo 5’ con 0.5 ul de esta solucion y 1 pg de tRNA. La mezcla de reaccion se incub6

durante 90 s a 95°C, y la reaccion se par6 por adicion del tampon de carga desnaturalizante

99



Materiales y Métodos

suplementado con 100 mM de EDTA. Nuevamente, los productos de la degradacion se

resolvieron en las condiciones de electroforesis de alta resolucion indicadas.

M.2.14.- Ligacion de DNA

La DNA ligasa derivada del fago T4 cataliza la formacion de un enlace fosfodiéster
entre los extremos 5’ fosfato y 3° OH de moléculas de DNA de doble cadena. Las dos
moléculas objeto de ligacion fueron digeridas con las mismas enzimas de restriccion y
purificadas por electroforesis en gel de agarosa de forma previa a su utilizacion en la
reaccion de ligacion. Esta se llevo a cabo en presencia de PEG 2.5 %, 0.1 U/ul de T4 DNA
ligasa y tampoén de reaccion 1X (40 mM Tris-CIH pH 7.8, 10 mM MgCl,, 10 mM DTT y 5
mM ATP). Se ha descrito que la reaccién de ligacion es mas eficiente en presencia de
ATP, por lo cual se suplementé con 1 mM de ATP, evitandose de este modo posibles
alteraciones en la composicion del tampdn de reaccion por congelacion-descongelacion del
mismo. La reacciéon se incubd durante toda la noche a 15°C. Para la construccion de
plasmidos recombinantes por inclusion de un fragmento de DNA, el vector y el inserto se

utilizaron como norma general a una relacion de concentraciones 1:3 (vector:inserto).

Para la ligacion en el vector pPGEM®-T Easy, el DNA procedente de una reaccion de
PCR fue purificado en gel de agarosa (M.2.8.2). La reaccion de ligacion se llevd a cabo
siguiendo las instrucciones del fabricante. Se utilizaron 0.3 U/ul de T4 DNA ligasa y 50 ng
de DNA vector. Se utilizo un exceso de DNA inserto de 3 veces. El tampon de reaccion
estaba compuesto por Tris-HCl 30 mM, pH = 7.8, MgCl, 10 mM, DTT 10 mM, ATP 1

mM y PEG al 5%. La reaccion se incub6 durante toda la noche a 4°C.

100



Materiales y métodos

M.2.15.- Desfosforilacion de acidos nucleicos

M.2.15.1.- Desfosforilacion de DNA

La eliminacion del grupo fosfato del extremo 5’ del DNA se ha llevado a cabo sobre
plasmidos digeridos que iban a ser utilizados como vectores de clonacion para evitar su
religacion y favorecer la integracion del inserto. Para ello se incubd el DNA (5-10 pg) en
presencia de 1 U de la fosfatasa alcalina de intestino de ternera (Promega, Madison, USA)
y del tampon 1X distribuido por la casa comercial durante 1 hora a 37°C. La enzima fue
posteriormente inactivada por incubacion a 70°C durante 10 min y eliminada mediante

extraccion fenolica y precipitacion de la muestra.

M.2.15.2.- Desfosforilacion de RNA

La defosforilacion se ha realizado sobre RNAs obtenidos por transcripcion in vitro
que iban a ser marcados radioactivamente en su extemo 5’, por lo que resultaba
imprescindible la eliminacion de los grupos fosfato existentes. Se afiadian 3 unidades de
fosfatasa alcalina de intestino de ternera (Promega, Madison, USA) para 100 pmoles de
RNA, y se incubaba, en el tampdn comercial, durante 1 hora a 37°C. La reaccion se realizéd
sobre el RNA purificado mediante electroforesis en gel de acrilamida tras la sintesis in

vitro.

M.2.16.- Técnicas de marcaje de acidos nucleicos

M.2.16.1.- Marcaje radiactivo de RNA

M.2.16.1.1.- Marcaje radiactivo en el extremo 5’

El marcaje radiactivo de moléculas de RNA en su extremo 5° se llevd a cabo
mediante fosforilacion con la T4 polinucledtido quinasa. Esta enzima cataliza la
transferencia del grupo fosfato situado en posicion y del ATP a extremos 5’0OH de DNA y

RNA de cadena sencilla o doble. En este caso se empled como donador de grupos fosfato
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el nucleétido marcado radiactivamente [y-">P] ATP, con una actividad especifica de 5000
Ci/mmol. Se utilizaron 7 pl de is6topo (70 pCi totales) por reaccion para un volumen final
de 10 ul, y aproximadamente 15 pmoles de RNA previamente defosforilado para el
marcaje. La eliminacion del nucledtido no incorporado tras la reaccion se realiz6 mediante
electroforesis en gel desnaturalizante de poliacrilamida y purificacién del RNA marcado de
tamafio adecuado. Seguidamente se eluyo, fenolizd y precipitd con etanol absoluto. Fue

resuspendido en agua estéril.

M.2.16.1.2.- Marcaje radiactivo interno

Durante la reaccion de transcripcion in vitro (M.2.9.4) se disminuyd la concentracion
de UTP de 1 a 0.4 mM. En su lugar las reacciones fueron suplementadas con 20 puCi de [o-

2p] UTP.

M.2.16.2.- Marcaje interno con biotina de RNA

La reaccion de transcripcion in vitro, realizada segin se describe en el apartado
M.2.5.4, se suplemento6 con una cantidad variable de 16-bio-UTP, en funcioén del nimero
de posiciones disponibles en la molécula y del numero de sitios biotinilados que se deseen.
En el protocolo descrito por Theissen ef al. (Theissen et al., 1989) es posible conseguir una

molécula de RNA biotinilada en una sola posicién siguiendo los siguientes célculos:
Biog, =n - [(d/r)—d+ 17"
donde n es el nimero de posiciones disponibles para el nucleétido biotinilado (en este
caso, numero de posiciones con nucledtidos de uridina), d es el grado de discriminacion de

la enzima T7 RNA polimerasa (estimado entre 3y 4) y r

r = BioUTP/(BioUTP + UTP)
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donde BioUTP y UTP hacen referencia a la concentracion de UTP biotinilado y UTP
en la reaccion, respectivamente.

De esta manera se puede calcular la concentracion de 16-bio-UTP que es necesario
aportar a una reaccion de transcripcion in vitro para conseguir moléculas de RNA
biotiniladas en una sola posicion.

Una vez transcurrido el tiempo de incubacion, el RNA se purificod por extraccion
fenolica y cromatografia de exclusion por tamafio. Finalmente se concentrd mediante

precipitacion con etanol. Se resuspendi6 en agua estéril.

M.2.17.- Reacciones de asociacion

Se llevd a cabo una reaccion de asociacion durante el primer paso del proceso de
seleccion molecular in vitro. Para ello el RNA 5’HCV-356 fue inmovilizado a una
columna de sefarosa-estreptavidina (M.2.9.1), que posteriormente se equilibré con 10
volimenes de tampoén TMN. Se adicionaron 4 nmol de la poblacion inicial de variantes
resuspendida en el mismo tampdn, y se incubd en presencia del RNA sustrato durante 30
min a temperatura ambiente en las tres primeras rondas. Para incrementar la presion
selectiva, durante los ciclos 4-6 se aumentd la temperatura a 37°C. Las moléculas no
unidas se descartaron mediante sucesivos pasos de lavado a temperatura ambiente con
tampon TMN. Las variantes unidas al sustrato fueron rescatadas por la adicion de 10
volimenes de TMN a 90°C. Finalmente se concentraron con Centricon YM-10 (Millipore,
Bedford, USA; M.2.10), se precipitaron con etanol absoluto y se secaron por
centrifugacion a vacio.

Para la caracterizacion cinética de la capacidad de asociacion de las distintas
ribozimas y aptameros se utilizo el sustrato 5S’HCV-691gg, el cual no puede ser procesado
por las ribozimas. Se utilizaron ribozimas o aptdmeros marcados radiactivamente en su
extremo 5’ con °°P (M.2.16.1.1) a una concentracion de 2 nM, y un exceso de RNA
sustrato variable que permitia la determinacion del valor de Ky. Las moléculas sufrieron un
proceso previo de desnaturalizacion-renaturalizacion en tampon TMN, mediante
incubacion a 65°C durante 7 min y 10 min a 37°C. La reaccion se inicid mezclando ambas

moléculas a 37°C e incubando durante 30 min. El proceso se detuvo por adiciéon de un
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volumen adecuado de tampon de carga no desnaturalizante para geles de poliacrilamida.
La formacion del complejo se aprecié como un cambio en la movilidad electroforética de
las moléculas en geles de poliacrilamida nativos (M.2.7.1.3). Los geles se secaron, antes de
su visualizacion en un escaner de fluorescencia (Storm 820, Amersham Biosciences,
Uppsala, Suecia,) y los datos obtenidos se ajustaron a curvas exponenciales que permitian
determinar las constantes de las distintas reacciones de asociacion (Kq4), con el programa
SigmaPlot 4.0. En el calculo de los parametros cinéticos el error experimental se redujo por

repeticion de los distintos ensayos, de un modo independiente, cuatro veces.

M.2.18.- Reacciones de corte con ribozimas

Las reacciones de corte se llevaron a cabo en dos ocasiones: durante el segundo paso
de seleccion in vitro y para la caracterizacion cinética de la actividad catalitica de distintas
ribozimas.

En el segundo paso de seleccion, el RNA sustrato 5’HCV-691 fue hibridado a través
de su extremo 3’ a un ODN que se encontraba biotinilado en su extremo 5’ e inmovilizado
a una columna de sefarosa-estreptavidina, tal y como se ha descrito en M.2.9.2. La
columna fue equilibrada con 10 volimenes de tampon de corte (M.1.6). Las moléculas
resultantes del primer paso de seleccion fueron resuspendidas en el mismo tampon,
incorporadas a un flujo de 0.5 ml/min e incubadas en la columna en presencia del RNA
sustrato, durante 1 h a 37°C en los tres primeros ciclos. La presion selectiva se incrementd
durante las rondas 4-6 disminuyendo el tiempo de reacciéon a 30 min. Las variantes
cataliticamente activas se recogieron unidas a su producto 5’ de corte, mediante la adicion
de 10 volimenes de tampdn de corte a temperatura ambiente. A continuacioén fueron
concentradas con Centricon YM-10 (Millipore, Bedford, USA; M.2.10), precipitadas con
etanol absoluto y secadas por centrifugacion a vacio. Finalmente se resuspendieron en agua
estéril.

Para la caracterizacion cinética de la actividad catalitica se utilizd un exceso de la
molécula de ribozima sobre la molécula de RNA sustrato, marcada internamente con 32p
(M.2.16.1.2). La magnitud de este exceso fue de 200 veces. Las ribozimas y sustrato, en el

tampon de reaccion adecuado (M.1.6), se desnaturalizaron y renaturalizaron por separado,
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tal y como se ha descrito en el apartado anterior. Las reacciones se iniciaron mezclando
ambas moléculas a 37°C y el curso de la reaccion se siguié tomando alicuotas a distintos
tiempos. La reaccion se detuvo por adicion de un volumen adecuado de tampdn de carga
desnaturalizante, y los productos de reaccion se resolvieron mediante electroforesis en gel
de poliacrilamida desnaturalizante, tal y como ha sido descrito en el apartado M.2.7.1.2. La
visualizacién de los productos de reaccion se realizé utilizando un escéner de fluorescencia
(Storm 820, Amersham Biosciences, Uppsala, Suecia) y para su cuantificacion se utilizé el
programa ImageQuant© (Amersham Biosciences, Uppsala, Suecia). Los datos obtenidos
se ajustaron mediante una regresion no lineal a una curva exponencial, con ayuda del
programa SigmaPlot 4.0. Los pardmetros cinéticos representativos de la reaccién se
dedujeron a partir de la ecuacion de la curva. Para ello cada experimento se realizé de un

modo independiente cuatro veces.

M.2.19.- Sintesis de proteinas

Los ensayos de inhibicién de la traduccidon in vitro se realizaron en un sistema
acoplado de transcripcion-traduccion derivado de lisados de reticulocito de conejo (TNT®
T7 Quick Coupled Transcription-Translation System, Promega, Madison, USA). De
manera previa a su utilizacion, los RNAs inhibidores se desnaturalizaron y renaturalizaron
7’ a 65°C y 15 minutos a 30°C. Las reacciones se realizaron en un volumen final de 5 pl,
con 4 ul de lisado, 50 ng del plasmida pCMVCatIREcLuc (cedido por la Dra. P. Fortes),
0.5 uCi de una mezcla que contiene *>S-[L]-metionina y **S-[L]-cisteina y RNA inhibidor
a distintas concentraciones (10 nM - 5 uM). Se incubaron durante 60 min a 30°C. Se
detuvieron por enfriamiento en hielo y se conservaron a 4°C hasta su utilizacion. Los
productos de traduccion se resolvieron mediante electroforesis en geles de poliacrilamida
con SDS al 12.5% (M.2.7.2). Los geles fueron secados a 80°C en condiciones de vacio.
Los productos proteicos se visualizaron con un escaner de fluorescencia (Storm 820,
Amersham Biosciences, Uppsala, Suecia) y se cuantificaron utilizando el programa

ImageQuant© (Amersham Biosciences, Uppsala, Suecia).
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R.- RESULTADOS

R.1.- Ribozimas hammerhead dirigidas frente a la region IRES

de HCV

El HCV es el agente etioldgico de la hepatitis C, enfermedad que afecta a 170
millones de personas en todo el mundo. Aunque en algunos casos la infeccion transcurre
de manera asintomatica, con relativa frecuencia los pacientes desarrollan hepatitis cronica
y carcinoma hepatocelular. Los tratamientos actuales basados en terapias combinadas de
interferodn con ribavirina unicamente son eficaces en un 40 % de los casos, por lo que se
hace necesario el desarrollo de nuevos agentes antivirales. En este sentido las ribozimas
pueden actuar como unos excelentes agentes terapéuticos. El trabajo realizado en esta
Tesis Doctoral se ha centrado en el disefo, desarrollo y caracterizacion de nuevos RNAs
cataliticos basados en la ribozima hammerhead capaces de inactivar la region IRES de
HCV. El objetivo principal era el de potenciar su capacidad de union al RNA diana y su
especificidad en un ambiente celular. Como ya se ha comentado en apartados anteriores,
estos dos aspectos son de una extraordinaria relevancia en la eficiencia intracelular de las
ribozimas. Por otro lado, el alto grado de estructuracion que presenta el IRES asi como el
gran numero de factores proteicos que recluta hacen suponer que la ribozima presentara

una asociacion limitada al RNA sustrato.

Inicialmente se realizd una busqueda de posibles sitios teoricos de procesamiento
para la ribozima hammerhead. Debido a que los requerimientos de secuencia en el RNA
sustrato son poco estrictos para la ribozima hammerhead, se encontraron multiples dianas
potenciales. Se escogio el sitio de procesamiento situado en la posicion 363, que pertenece
a la secuencia codificante de la proteina de la capsida y participa en la funcion del IRES
(Reynolds et al., 1995; Reynolds et al., 1996; Fletcher et al., 2002). Este sitio habia sido
descrito previamente como diana para la ribozima hammerhead por Lieber ef al. (Lieber et
al., 1996) y se habia demostrado que, en el interior celular, las ribozimas incluidas en

vectores adenovirales conseguian reducir parcialmente los niveles de RNA viral.
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La ribozima hammerhead empleada en este estudio deriva del motivo presente en el
[+]sTRSV y fue descrita para su utilizacion en un sistema de procesamiento en frans por
Haseloff y Gerlach en 1988 (Haseloff y Gerlach, 1988). Las hélices I y III a través de las
cuales se produce la interaccion el sustrato fueron modificadas para dirigirlas frente a la
secuencia de 13 nucledtidos en el RNA IRES que incluye el sitio de procesamiento en la

posicion 363. Esta ribozima se denomina HH363 y se muestra en la figura R.1.
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Fig. R.1.- Ribozima hammerhead HH363. Secuencia y estructura secundaria de la ribozima hammerhead
usada en este estudio. En naranja se muestran los nucledtidos del sustrato, en azul los de la ribozima y en
verde las secuencias extras en la ribozima derivadas de la sintesis a partir del plasmido pPBSHH363. En

minuscula se sefiala el sitio de clonaje para Kpnl.

R.1.1.- Asociacion de la ribozima hammerhead HH363 a la region

IRES de HCV

Con el fin de determinar la capacidad de unién del motivo catalitico HH363 al IRES
de HCV y comprobar su afinidad se procedid a caracterizar cinéticamente la asociacion
entre ambas moléculas. Para ello se optd por utilizar un RNA sustrato largo que incluye los
primeros 691 nt del genoma de HCV. No obstante, y debido a que las condiciones
utilizadas para este estudio mantienen una concentracion de Mg*" de 10 mM, a la cual el
motivo catalitico tipo hammerhead se mantiene activo, se hizo necesario la introduccion de
dos mutaciones puntuales en el sitio de corte. Las mutaciones consistieron en las
sustituciones Usz2G y C3632G. En la nueva molécula de RNA sustrato generada

(5’HCV-691gg) la introduccion de estas modificaciones impide la catalisis por parte de la
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ribozima hammerhead (Kore et al., 1998) y por tanto nos permitié detectar los complejos
formados.

El RNA sustrato 5’HCV-691gg se obtuvo mediante transcripcion in vitro con T7
RNA polimerasa, utilizando como DNA molde el plasmido pU5’HCV-691gg previamente
digerido con el enzima de restriccion BamH]1. El RNA resultante fue purificado mediante
electroforesis en un gel de poliacrilamida al 4% en condiciones desnaturalizantes, y
seguidamente sometido a un proceso de extraccion fendlica y precipitacion con etanol. La
ribozima HH363 fue sintetizada con el enzima T7 RNA polimerasa a partir del plasmido
pBSHH363 digerido con BamHI1. El producto de transcripcion fue desfosforilado con
fosfatasa alcalina y marcado posteriormente en su extremo 5’ con >°P, segun se describe en
Materiales y Métodos. Una vez purificado de manera andloga a la descrita para el RNA
sustrato, se desnaturaliz6 7 min a 65°C y se renaturalizé a 37°C durante 10 min. Para llevar
a cabo las reacciones de asociacion se utilizd una concentracion de 2 nM del RNA
marcado radiactivamente y se incubd con concentraciones crecientes del sustrato S’HCV-
691gg durante 30 min a 37°C en tampon TMN. Los complejos formados se resolvieron en
geles de poliacrilamida al 6% en condiciones no desnaturalizantes y se procedié a su
deteccion en un escaner de escaner de fluorescencia (Storm 820, Molecular Dynamics). Un
ejemplo representativo de estos ensayos se muestra en la figura R.2A. La fraccion de RNA
acomplejado en funcion de la concentracion de RNA sustrato fue representada

graficamente seglin la ecuacion:

Y = (Yo X)(X+Ky)

donde Y representa el porcentaje de complejo formado, Y, el porcentaje inicial de
complejo, X la concentracion del RNA que se utiliza en exceso, en este caso el sustrato, y
K4 la concentracion de sustrato a la cual la formacion de complejo es semi-maxima. Este
valor permite obtener una medida de la afinidad que presenta el RNA utilizado en defecto,
en este caso HH363, por el RNA que se afiade en exceso (5’HCV-691gg; Aldaz-Carroll et
al., 2002).

Se realizaron cuatro experimentos independientes y se calculd el valor medio de

complejo formado para cada concentracion de RNA sustrato (Fig. R.2B). Se observé que la
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ribozima mostraba una gran afinidad en la unién por 5’HCV-691gg, con un valor de K4 de

12.912 nM.
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Fig. R.2.- Asociacion de HH363 al sustrato 5’ HCV-691gg. A) Autorradiografia de un gel de poliacrilamida
que muestra un ensayo tipico de asociaciéon entre HH363 marcada radiactivamente con **P y el sustrato
5’HCV-691gg. Se indica la concentracion de RNA sustrato empleada en cada carril. Las flechas sefialan la
ribozima y el complejo formado. B) Representacion grafica de la cinética de union para HH363 frente al
sustrato 5’HCV-691gg. Cada punto es el resultado de cuatro experimentos independientes. Se muestra

también la ecuacion de la curva a la que se ha ajustado el ensayo cinético.

R.1.2.- Procesamiento in vitro del RNA sustrato por HH363

A continuacion se procedid a analizar la capacidad catalitica de HH363. Para ello se
llevd a cabo la caracterizacion cinética de la reaccion de corte de HH363 sobre un sustrato
que contuviera el sitio de procesamiento. Se disefio una molécula que presenta los primeros
691 nt del genoma viral, y se denomin6 5’HCV-691. Esta molécula fue clonada en el
vector pUCI19, tal y como se detalla en Materiales y Métodos, para generar la construccion
pUS’HCV-691.

La determinacion de las constantes cinéticas para los distintos RNAs inhibidores se
realiz6 en condiciones de “no-recambio” o single turnover. Esta situacion se establece
cuando todas las moléculas de sustrato se encuentran unidas a una molécula de inhibidor,
de manera que no hay posibilidad de que una molécula de ribozima procese mas de una de
sustrato. Esto simplifica los estudios ya que unicamente el paso catalitico resulta limitante.

La constante obtenida como resultado de este tipo de ensayos, k., refleja la reaccion en su
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conjunto y permite comparar las distintas moléculas en estudio. El exceso de RNA

catalitico empleado se determina mediante experimentos de saturacion.

Las reacciones de corte in vitro se realizaron a una temperatura de 37°C, y las
condiciones de fuerza idnica quedaron establecidas por tampoén de corte (Tris-HC1 50 mM
pH 7.5, MgCl, 10 mM). Tanto los RNAs quiméricos como el sustrato se desnaturalizaron y
renaturalizaron por separado, mediante incubaciones de 7 min a 65°C y seguidamente 10
min a 37°C. Las reacciones se iniciaron mezclando ambas moléculas y se tomaron
alicuotas a distintos tiempos. Para detener la catdlisis se anadio un volumen de tampon de
carga desnaturalizante (98% v/v de formamida) y los productos de corte fueron resueltos
en geles de poliacrilamida desnaturalizantes al 4%. En la figura R.3A se muestra un
ejemplo representativo del ensayo. El analisis se realizd en un escaner de fluorescencia
(Storm 820, Molecular Dynamics) y los productos de corte se cuantificaron con el
programa ImageQuant©. Los datos experimentales fueron ajustados por regresion no lineal

mediante el programa SigmaPlot© a ecuaciones del tipo

Y =Yo +a(l-e)

donde Y representa la fraccion de RNA sustrato procesada, a es la extension de la
reaccion a tiempo infinito, t es el tiempo y b representa la constante de la reaccion kyps.
Este parametro queda expresado en unidades de tiempo™.

Los wvalores que se obtuvieron son el resultado de cuatro experimentos
independientes.

La ribozima hammerhead HH363 demostré ser un excelente catalizador de la
reaccion de corte bajo las condiciones en las que se realizo6 el experimento (Fig. R.3B). Se
observo que casi el 90% del sustrato era procesado a 60 min. El valor de ks para la
reaccion fue de 0.072 min'l, es decir, antes de alcanzarse los 10 min se habia procesado el

45% de las moléculas de sustrato (t;, = Ln2/kops).
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Fig. R.3.- Procesamiento del sustrato 5’HCV-691 por HH363. A) Autorradiografia de un gel de
poliacrilamida que muestra un ensayo de corte del sustrato 5’HCV-691 por HH363. EI RNA sustrato fue
marcado internamente con *2P. Se indican los tiempos a los que se tomaron las distintas alicuotas. Las flechas
sefialan el RNA no procesado y los productos de corte. B) Representacion grafica de la cinética de corte para
HH363. Cada punto es el resultado de cuatro experimentos independientes. Se muestra la ecuacion a la que

se ajustaron los valores de procesamiento en funcion del tiempo.

R.1.3.- Inhibicién de la actividad del IRES por HH363

Como primera aproximacion se realizaron ensayos de inhibicién en un sistema de
traduccion in vitro derivado de lisados de reticulocito de conejo. Este sistema es un modelo
sencillo en el que llevar a cabo la traduccion de moléculas de mRNA de una manera
eficiente y rapida. Se obtiene a partir de un lisado de reticulocito de conejo tratado con
nucleasa, la cual posteriormente es inactivada (Pelham y Jackson, 1976). De esta forma, el
sistema carece de cualquier tipo de material genético. Esta técnica ha permitido
caracterizar productos proteicos codificados en una molécula de mRNA, y también ha sido
ampliamente utilizada en ensayos de determinacion de la actividad traduccional de
secuencias de RNA (Paulous et al., 2003; Ronfort et al., 2004; Van Eden et al., 2004),
entre otros. En el caso del HCV ha sido empleada para identificar los requerimientos
minimos que permiten la funcion de la region IRES (revisado en (Hellen y Pestova, 1999;

Rijnbrand y Lemon, 2000)) asi como en ensayos preliminares de la actividad anti-IRES de
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diversos inhibidores (Alt et al., 1995; Das et al., 1998; Kikuchi ef al., 2003; Tallet-Lopez
et al., 2003; Kikuchi et al., 2005). Uno de los principales problemas que presenta el uso de
este tipo de sistemas es su alta sensibilidad a la concentracion i6nica (Jackson, 1991) que
influencia en muchos casos el resultado obtenido. No obstante, sigue siendo la

aproximacion elegida en estudios preliminares de inhibidores de la actividad del IRES.

En nuestro caso se opté por el empleo de sistemas acoplados de transcripcion-
traduccion, en los que la sintesis del RNA molde que va a dar lugar a los productos
proteicos ocurre de manera acoplada en el tiempo y el espacio a la reaccion de traduccion.
Se utiliz6 un DNA molde (pCMVCatIREcLuc) cedido por la Dra. P. Fortes, que codifica
para una construccion dicistronica (Fig. R.4A): la primera unidad del transcrito es
traducida para generar la proteina cloranfenicol acetil transferasa (CAT), mientras que el
segundo cistron, el cual codifica para la proteina FLuc, se traduce de una manera
dependiente de IRES (Fig. R.4B). El empleo de dos marcadores sintetizados a partir de una
misma molécula de mRNA permite comparar los efectos ejercidos por los inhibidores

sobre el IRES con respecto al cistrén que presenta una traduccion independiente.

La ribozima HH363 fue sintetizada enzimaticamente mediante transcripcion in vitro
a partir del plasmido pBSHH363 digerido con BamH]1. Para determinar su efectividad
como inhibidor, las reacciones se incubaron con distintas concentraciones de HH363 (10
nM, 100 nM, 1 pM y 5 uM). Las proteinas sintetizadas fueron marcadas internamente
durante la reaccion de traduccion y resueltas mediante electroforesis en geles de acrilamida
al 12.5% con SDS. Los productos de la reacciéon de traduccion fueron visualizados
utilizando un escaner de fluorescencia (Storm 820, Molecular Dynamics, Uppsala, Suecia).

La cuantificacion de los datos obtenidos se realizo con el programa Image Quant©.

En la figura R.4 se muestran los resultados que se obtuvieron, y que representan el
valor medio de cuatro experimentos independientes. Los excelentes resultados de
asociacion y corte obtenidos no se correspondian con los valores de inhibicidon alcanzados
por la ribozima HH363. A la concentracién de inhibidor maxima utilizada de 5 uM se
observaba una caida en la sintesis de la proteina luciferasa proxima al 40%, un valor

insuficiente si se pretende utilizar este motivo catalitico como agente anti-HCV.
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Fig. R.4.- Traduccion in vitro a partir de construcciones bicistronicas. A) Esquema del plasmido
pCMVCatIREcLuc cedido por la doctora P. Fortes. CMVp = Secuencia promotora del citomegalovirus; T7p
= Secuencia promotora del fago T7; CAT = Cloranfenicol acetil-transferasa; FLuc = Luciferasa de Firefly
spp.; Amp" = Gen de resistencia a ampicilina; Neo" = Gen de resistencia a neomicina. B) Esquema general

que ilustra el mecanismo del sistema acoplado de transcripcion-traduccion in vitro.
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Estos resultados confirmaron que el comportamiento manifestado por un inhibidor
difiere segun las condiciones del ensayo y segun se realice en un sistema in vitro o en el
interior celular. También se puede concluir que, efectivamente, en el interior celular
existen multiples factores con los que una ribozima debe competir para asegurarse una
uniodn rapida y efectiva a su sitio diana, por lo que es esencial optimizar la capacidad de

asociacion si se pretende obtener inhibidores eficaces y especificos.
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Fig. R.5.- Inhibicion de la traduccion dependiente de IRES in vitro por HH363. A) Autorradiografia de
un gel de poliacrilamida con un ejemplo representativo de los ensayos de inhibicion. Las proteinas fueron
marcadas internamente durante su sintesis con [L]-*’S-metionina y [L]-*’S-cisteina. Se indican las
concentraciones de HH363 utilizadas y se sefialan los productos derivados de la traduccion. B)
Representacion grafica de la inhibicion ejercida por HH363 sobre la funcion del IRES. Cada punto se calculod

a partir de cuatro experimentos independientes.

Con el fin de mejorar la union entre una ribozima y su sustrato, asi como de
incrementar la especificidad y la rapidez del proceso, en el laboratorio del Dr. Berzal se
construyeron unos nuevos inhibidores basados en el mecanismo de actuacion de los RNAs
antisense naturales. El papel biologico de estos RNAs es la inhibicion funcional de otra
molécula de RNA mediante la interaccion rapida, efectiva y especifica de secuencias total
o parcialmente complementarias. Se disefiaron motivos cataliticos derivados de la ribozima
hairpin o hammerhead dirigidos frente a la region LTR de HIV. En 3” de dichos motivos se

adicioné un dominio de RNA de secuencia complementaria al elemento TAR de HIV.
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Estos dominios se pliegan adoptando una estructura tallo-lazo, por lo que su interaccion
imitaria a la ocurrida en los sistemas naturales. Los resultados mostraron que las nuevas
moléculas (denominadas RNAs antisense cataliticos) exhibian una mejora sustancial no
solo en la capacidad de union, sino también en la asociacion al RNA sustrato (Puerta-
Fernandez et al., 2002; Puerta-Fernandez et al., 2003a; Puerta-Fernandez et al., 2005). No
obstante, cuando se sustituyd este dominio antisense por el correspondiente a otros
motivos tallo-lazo presentes en la region LTR (dominio poliA, dominio DIS), aunque el
comportamiento seguia siendo similar, la mejora era menos evidente (datos no publicados).
Esto hizo suponer que la eleccion y disefio del motivo antisense no es trivial, y que la
conducta del RNA antisense catalitico depende del contexto molecular en el que se haya

inmerso.

Por tanto, el siguiente paso consiste en el desarrollo de herramientas que permitan la
identificacion del mejor motivo antisense (o el mejor motivo capaz de favorecer la

asociacion a un sustrato determinado) para una ribozima y un RNA sustrato concreto.

El principal objetivo del trabajo desarrollado consistio en la optimizacion del motivo
catalitico tipo hammerhead capaz de degradar especificamente el RNA genémico del HCV
en la region IRES. Para ello se pens6 en la adicion de un motivo de RNA, en 3’ de la
ribozima HH363, que facilitase su acceso a la secuencia diana en un ambiente celular, en el
cual dicha region IRES se encuentra altamente compactada y unida a factores implicados
en el inicio de la traduccion (Kieft ef al., 2001). Este motivo, por tanto, actuaria como
aptamero del IRES, favoreciendo la asociacion del inhibidor a su diana. En el disefio de
este nuevo dominio se optd por una aproximacion experimental mediante la aplicacion de

un proceso de seleccion molecular in vitro.
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R.2.- Método de seleccion molecular in vitro

De manera general, en el disefio de un método de seleccion molecular in vitro se
precisa de una poblacion molecular heterogénea que sirve como punto de partida. A ésta se
le aplica una presion selectiva que consigue el aislamiento de moléculas activas para el
fenotipo buscado. Finalmente, las variantes activas rescatadas son amplificadas con la
consiguiente disminucion en la heterogeneidad con respecto a la poblacion inicial de la cual

se parte.

Para el desarrollo del método de seleccion se disefid una poblacion basada en una
ribozima hammerhead con especificidad por la region IRES de HCV (HH363). Por
analogia con el disefio de los RNAs antisense cataliticos, se adiciond en 3’ una secuencia
aleatoria de 25 nt a través de la cual se esperaba la union a dominios especificos del RNA
sustrato. En el disefio del proceso se incluyeron dos pasos diferenciados. En una primera
etapa se seleccionan variantes capaces de unirse al IRES a través de la region variable,
mientras que el segundo paso permite rescatar moléculas que conservan la actividad
catalitica y que portan en 3’ un dominio de RNA que se une al sustrato. Este criterio no
implicaba que se produjese una mejora en la catdlisis ya que se podian rescatar todas
aquellas moléculas que presentasen capacidad de degradar el sustrato especificamente, aun
cuando esta capacidad fuese minima.

Como resultado de este disefio, se obtienen moléculas capaces de asociarse a la region
IRES de HCV y de procesarla de manera especifica. En principio, los nuevos RNAs
presentan una capacidad de asociacion mejorada con respecto a la ribozima convencional.
Una ventaja anadida es el empleo de una estrategia experimental, que permite la obtencion

de variantes que de otro modo serian imposibles de conseguir.
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R.2.1.- Disefo y construccion de la poblacion inicial de moléculas

de RNA

En el disefio de la poblaciéon de moléculas de RNA se utilizd6 como esqueleto la
secuencia de la ribozima hammerhead que procesa el RNA IRES de HCV en el nucleétido
363 (HH363; Lieber et al., 1996). En 3’ de dicha secuencia se introdujo una secuencia
aleatoria de 25 nucledtidos, lo cual genera un numero teérico de variantes de 1.12x10"
(Fig R.6). Durante la seleccion, las variantes capaces de unirse al RNA sustrato a través de

este dominio son recuperadas y amplificadas.

A B
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Fig. R.6.- Disefio de la poblacién de moléculas utilizadas en el método de seleccion in vitro. A) Esquema
general de la poblacion de moléculas de DNA. PBS = secuencia constante que funciona como lugar de unién
de cebador (Primer Binding Site). Prilis, Pri2is, oligonuceldtidos que act@ian como cebadores para la
amplificacion de la poblacion mediante PCR. Las flechas indican el sentido en el que se produce la extension
a partir del cebador. B) Moléculas de RNA sometidas al proceso de seleccion. Se muestra la secuencia

nucleotidica del dominio catalitico HH363. N,s representa la region aleatoria de 25 nt.

La construccion de la poblacion se llevo a cabo mediante hibridacion y extension de
dos oligonucleotidos de DNA complementarios (tabla R.1):

- 5’HH363is, en el que ademads se incorpora la secuencia del promotor para el enzima
T7 RNA Polimerasa.

- 3’HH363is, el cual introduce dos sitios de restriccion para los enzimas HindIll y
BamH1. Durante su sintesis quimica, este ODN fue mutagenizado en las posiciones

correspondientes a los 25 nucleotidos situados inmediatamente en 3’ de la secuencia de
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HH363, constituyendo asi el motivo que sera seleccionado por su union al RNA sustrato.

Por tanto, es el responsable de la introduccion de la variabilidad en la poblacion.

Nombre Secuencia del oligonucledtido

5°HH363is 5°-TAT GAA TTC TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGT TCT TTC TGA TGA GTC CGT gag gac gaa agg ttt-3’

3 HH3631s 5’-GCT GAA AGC TTG GAT CCG CTC ANsa aac ctt teg tce tc-3°

Prilis 5’- GCT GAA AGC TTG GAT CCG CTC A -3’

Pri2is 5’- TAT GAA TTC TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGT TCT TTC TGA TGA GTC CGT -3’

Tabla R.1.- Secuencias de los ODN utilizados durante el método de selecciéon molecular in vitro. La
secuencia para el promotor T7 se encuentra subrayada; las secuencias complementarias a través de las cuales
hibridan los ODN 5’HH363is y 3’HH363is aparecen en minuscula; las secuencias implicadas en la
hibridacion de Prilis y Pri2is se muestran en cursiva; los sitios de restriccion para los enzimas EcoR1 (5°-

GAA TTC -3°), BamH1 (5’- GGA TCC -3’) y Hindlll (5’- AAG CTT-3’) se muestran en negrita.

Para reducir la proporcion de productos incompletos, una vez concluidos los pasos de
hibridacion y extension de los ODN la poblacion inicial de moléculas de DNA fue
sometida a un proceso de amplificacion en 7 ciclos. Los productos resultantes fueron
utilizados posteriormente como DNA molde para generar la poblacion inicial de moléculas

de RNA, mediante transcripcion in vitro.

Con el fin de comprobar el grado de variabilidad en las distintas posiciones, la
poblacion inicial de moléculas de DNA fue clonada y secuenciada de manera previa a su

utilizacion en el método de seleccion.

R.2.2.- Disefio y construccion de los sustratos utilizados en el

método de seleccidon

La incorporaciéon de dos pasos diferenciados en el método de seleccion hace
necesario el empleo de sustratos de RNA con caracteristicas distintas (5’HCV-356 y
5’HCV-691). Su utilizacion diferencial permite el rescate de moléculas con fenotipo

positivo para la asociacion, en un primer paso, y para el corte, en un segundo paso.
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R.2.2.1.- Seleccion para la asociacion. Diserio y construccion del sustrato

5’HCV-356

El primer paso del método de seleccion esta destinado a la obtencion de moléculas
positivas para la asociacion al IRES de HCV. Para ello se construy6 un RNA sustrato que
contiene la secuencia del genoma de HCV-1b desde el nucledtido +1 hasta el 356 (Fig.
R.7A), y que se denominé 5’HCV-356. Esta molécula contiene, por tanto, la totalidad de la
region 5 UTR de HCV asi como los cuatro primeros codones que codifican para la
proteina de la capsida, pero carece del sitio de procesamiento de HH363 (Bukh et al.,
1992). Este disefo conlleva lo siguiente: por un lado, aquellas moléculas de la poblacion
que presenten en su region variable dominios capaces de unirse al RNA sustrato podran ser
rescatadas; por otro, se elimina la posibilidad de seleccionar moléculas de RNA cuya
secuencia de union al sustrato constituya una extension de la hélice III de la ribozima, ya
que se ha descrito que el empleo de ribozimas con largas secuencias de reconocimiento del
sustrato tiene efectos deletéreos sobre la especificidad (Herschlag, 1991). Por otro lado, la
presencia de una secuencia extendida de la hélice III no implica una mejora en la

asociacion.

Fig. R.7.- Esquema representativo de las moléculas de RNA sustrato utilizadas durante el método
de seleccion in vitro. A) RNA 5’HCV-356. Esta molécula contiene los primeros 356 nt del genoma viral
y no es procesable por el dominio catalitico HH363. B) RNA 5’HCV-691. Incorpora hasta la posicion

691 del genoma viral, es procesable por la ribozima hammerhead 363.
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Para la sintesis del RNA 5’HCV-356 se utilizO6 como DNA molde el plasmido
pUS’HCV-356 digerido con el enzima de restriccion Hindlll, y se procedié a su

transcripcion in vitro seglin se detalla en la seccion de Materiales y métodos.

R.2.2.2.- Seleccion para el corte. Diserio y construccion del sustrato 5’HCV-

691

El segundo paso selectivo que se incorpora en el método ha de permitir el rescate de
moléculas que mantienen su capacidad de union al IRES de HCV y que ademés conservan
actividad catalitica. Para lograr este objetivo se disefio una molécula de RNA que contenia
la secuencia gendémica de HCV desde el nucle6tido +1 hasta el 691 (sustrato S"HCV-691).
Por tanto, incluye la totalidad de laregon 5’UTR y la diana de procesamiento de la

ribozima HH363 (Fig. R7B).

Para la transcripcion in vitro del RNA 5’HCV-691 se utiliz6 como DNA molde el
vector pUS’HCV-691 previamente digerido con el enzima de restriccion BamH]1, tal y

como se describe en el apartado de Materiales y métodos.

R.2.3.- Seleccion molecular in vitro

La poblacion de RNA inicial (Pg) se sintetiz6 mediante transcripcion in vitro a partir
del DNA molde y se purifico mediante extraccion fendlica, cromatografia de exclusion por
tamafo y precipitacion. La concentracion final de RNA fue determinada mediante
espectrofotometria. La poblacion Py fue sometida seguidamente al proceso de seleccion

molecular in vitro esquematizado en la figura R.8.
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Fig. R.8.- Método de seleccion molecular in vitro. S = estreptavidina; B = biotina; T7p, PBS, descritos en

la figura R.6. 5°b-as 691: 5’- biotina- ACC CAA ATT GCG CGA CCT ACG -3’
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R.2.3.1.- Primer paso de seleccion. Seleccion para la asociacion a la region

5’UTR de HCV

El RNA sustrato 5S’HCV-356 fue sintetizado mediante transcripcién in vitro en
presencia de biotin-16-UTP, bajo unas condiciones en las cuales solo se incorpora,
tedricamente, una molécula de nucledtido biotinilado por molécula de RNA (M.2.16.2;
(Theissen et al., 1989)). Seguidamente, 300 pmol del RNA fueron inmovilizados a una
columna de sefarosa-estreptavidina, inicialmente equilibrada con un tampdn que permite la
unién biotina-estreptavidina. Una vez fijado el RNA a la columna, ésta fue equilibrada con
tampon TMN. A continuacion se adicionod la poblacion de RNAs quiméricos (Po, 4
nmoles) que a su vez se encontraba disuelta en el mismo tampoén. Se dejo transcurrir la
reaccion durante 30 min a 25°C y se procedio a lavar con el mismo tampoén de reaccion,
igualmente a 25°C.

Los primeros lavados no desnaturalizantes permitieron la eluciéon moléculas que no
habian quedado unidas al RNA sustrato, o bien aquellas cuya uniéon resultaba débil.
Seguidamente, se continudé con el proceso de elucion de variantes activas para la
asociacion. Esto se consiguido mediante la aplicacion de condiciones desnaturalizantes: se
procedio al calentamiento de la columna a 95°C durante 2’ y posteriormente se lavé con
buffer TMN, también a 95°C. Se realizaron 10 lavados, cada uno de ellos con 1 ml de
tampon. Las cuatro primeras fracciones de cada ciclo (Py.;) fueron recogidas y
concentradas con Centricon YM-10 (Millipore,), y destinadas al siguiente paso de

seleccion

R.2.3.2.- Segundo paso de seleccion. Seleccion para el procesamiento del

sustrato 5’ HCV-691

En este segundo paso de seleccion, el DNA pU5’HCV-691 digerido con el enzima de
restriccion BamH]1 fue utilizado como molde en una reaccidon de transcripceion in vitro para
generar el RNA sustrato 5S’HCV-691. Para su inmovilizacioén a una columna de sepharosa-
estreptavidina se utilizaron 5 nmol de un ODN biotinilado en su extremo 5’ y que

presentaba una secuencia complementaria al extremo 3’ del RNA sustrato (posiciones 671-
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691), siguiendo asi una estrategia similar a la abordada por Kikuchi et al. (Kikuchi et al.,
2003; Kikuchi et al., 2005). En total, 300 pmol de 5’HCV-691 fueron inmovilizados en la
columna. El motivo de utilizar un protocolo de inmovilizaciéon alternativo al empleado
durante el primer paso viene impuesto por el proceso de seleccidon en si: inicamente las
moléculas hibridas cataliticamente activas podran eluir unidas al producto 5’ de corte. Este
tipo de estrategia de seleccion no resulta factible en el caso de desarrollar un protocolo de
inmovilizacion como el descrito para el primer paso.

Para la inmovilizaciéon del ODN biotinilado se siguié un protocolo analogo al
descrito en la inmovilizacion del sustrato S’HCV-356. Seguidamente se equilibrd la
columna con tampon de corte y se adiciond el RNA sustrato 5’HCV-691, el cual quedd
retenido por hibridacion de su extremo 3’ con el ODN biotinilado. La poblaciéon Py,
disuelta a su vez en tampon de corte, fue incorporada a la columna e incubada en presencia
del sustrato durante 60 minutos a 37°C. La elucion de moléculas activas para el
procesamiento (Po,) se consiguid realizando 10 lavados a temperatura ambiente con
solucion de corte (M.2.17).

Segun la hipdtesis inicial, todas aquellas moléculas incapaces de cortar el RNA
sustrato permanecian en la columna unidas al RNA sin procesar. Las cuatro primeras
fracciones fueron reunidas y concentradas con Centricon YM-10 (Millipore). El RNA
resultante fue retro-transcrito con el cebador Prilis para generar el cDNA, y

posteriormente amplificado con los ODN cebadores Prilis y Pri2is.

Llegados a este punto, existen dos posibilidades:

- Aplicacion de un nuevo ciclo de seleccion:

En este momento, la heterogeneidad de la poblacién se encuentra reducida con
respecto a la situacion inicial. Las moléculas hibridas pueden ser ahora introducidas en un
nuevo ciclo selectivo que permite depurar y acotar los representantes activos para ambos
fenotipos. Para ello se realiz6 la transcripcion in vitro de la poblacion de moléculas
hibridas de DNA, generando una nueva poblacion (P;) que se integra en la siguiente ronda.

- Clonaje y analisis de las secuencias obtenidas:

Esta opcién permite hacer un seguimiento del funcionamiento del método, asi como

obtener informacion de las moléculas que se seleccionan. Los productos de amplificacion
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fueron clonados y secuenciados posteriormente. Las secuencias obtenidas fueron

estudiadas y analizadas.

Después de seis rondas de seleccion las moléculas rescatadas (Pg) fueron analizadas.
En el cuarto ciclo se increment6 la presion selectiva para ambos pasos: en el primer paso se
aumento la temperatura de reaccion a 37°C y disminuy¢ el tiempo hasta 15 min; en el

segundo paso, se redujo el tiempo de incubacion de 60 min a 30 min.

R.2.3.3.- Validacion del meétodo de seleccion

Una de las formas de acreditar el correcto funcionamiento del proceso selectivo,
ademas de mediante clonaje y analisis de las secuencias obtenidas, es la comprobacion de
la adquisicion del fenotipo que se pretende rescatar. En este caso, capacidad de asociacion

alaregion 5’UTR y mantenimiento de la actividad catalitica.

R.2.3.3.1.- Asociacion de las poblaciones Py, P;y Ps a la region 5’UTR de HCV

La verificacion de este fenotipo en tres poblaciones (la inicial y las resultantes de los
ciclos tercero y sexto) se realizd6 mediante visualizacion del complejo formado entre las
poblaciones de RNA y el RNA sustrato 5’HCV-356. Para ello se marcé internamente
5’"HCV-356 con [0’°P]JUTP durante la reacciéon de transcripcion in vitro, tal y como se
describe en Materiales y métodos. El RNA correspondiente a las poblaciones Py, P; y Ps

fue obtenido mediante transcripcion in vitro a partir de sus respectivos DNAs molde.

Los ensayos se realizaron en defecto del RNA sustrato, el cual se utiliz6 a una
concentracion de 2 nM. Todas las moléculas de RNA utilizadas fueron desnaturalizadas a
65°C durante 7 min y posteriormente renaturalizadas a 37°C, de manera previa a su
utilizacion. La adicion de 5’HCV-356 a los RNAs quiméricos de las distintas poblaciones
permitia el comienzo de la reaccion de asociacion. Se permitié que la formacion de los
complejos transcurriera durante 30 min en tampon TMN, a 37°C. El proceso se detuvo por
enfriamiento rdpido en hielo, y fue visualizado mediante electroforesis en condiciones no

desnaturalizantes en geles de poliacrilamida al 4%, segln se ha descrito en el apartado de
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Materiales y métodos. La electroforesis se desarrolld a una temperatura de 4°C y una
intensidad constante de 10 mA. La formacion del complejo ocasiond un retardo en la
movilidad electroforética del RNA sustrato que pudo ser visualizado y analizado en un
escaner de fluorescencia (Storm 820, Molecular Dynamics, Uppsala, Suecia). Para su

cuantificacion se utilizé el programa ImageQuant©.

Cuando el RNA sustrato fue incubado en presencia del RNA correspondiente a la
poblacion inicial no se observaron cambios en la movilidad electroforética (Fig. R.9A). Sin
embargo, con el transcurso de los ciclos y el incremento de la presion selectiva se pudo
detectar que el RNA sustrato migraba mas lentamente cuando era incubado en presencia de
P; 6 Pg, 1o cual indicaba la existencia de una interaccion entre ambas moléculas. Cuando la
incubacion se realiz6 en presencia de Pg, mas del 90% de las moléculas de sustrato
manifestd cambios en su movilidad electroforética (Fig. R.9B). Estos resultados
permitieron constatar el correcto funcionamiento y disefio del primer paso del método de

seleccion in vitro.
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Fig. R.9.- Capacidad de union de las poblaciones de RNAs quiméricos durante el proceso de seleccion.
A) Autorradiografia de un ensayo de asociacién. El RNA 5’HCV-356 marcado internamente con **P se
incubd con distintas concentraciones de la poblacion de RNAs quiméricos. Los complejos formados se
pudieron detectar como un cambio en la movilidad electroforética del RNA sustrato. B) Diagrama de barras

en el que se muestra la cuantificacion del ensayo de asociacion mostrado en A.
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R.2.3.3.2.- Actividad catalitica de las poblaciones Py, P; y Pg frente al sustrato 5’HCV-
691

La eficacia del segundo paso del método de seleccion se comprobd para las
poblaciones Py, P3 y Ps. Para ello se ensayo6 la actividad de corte de dichos RNAs frente al
sustrato  5’HCV-691. Este fue marcado internamente con [a’’PJUTP mediante
transcripcion in vitro. Tanto los RNAs seleccionados como la molécula sustrato fueron
desnaturalizados y renaturalizados en las mismas condiciones que para la reaccion de

asociacion descrita en el apartado anterior, previamente a su utilizacion.

El ensayo de corte se llevo a cabo en condiciones de exceso de RNA catalitico con
respecto al sustrato, de manera que al inicio de la reaccion todas las moléculas de RNA
sustrato queden unidas a las moléculas cataliticas a través del sitio diana. Por tanto, no
existe posibilidad de recambio (turnover) y asi cada molécula de ribozima tUnicamente
puede procesar una sola molécula de RNA sustrato. El exceso de RNA catalitico utilizado
fue de 5 veces, y las condiciones de fuerza i6nica en la reaccion quedaron establecidas por
un tampdén compuesto por Tris-HCl 50 mM a un pH de 7.5 y MgCl, 10 mM. La reaccion
de corte se inicid al mezclar ribozimas y sustrato, y se incubaron durante 60 min a 37°C. La
catalisis se detuvo mediante la adicién de un volumen igual de tampon de carga (98% v/v
de formamida), y los productos resultantes del procesamiento por la ribozima se
resolvieron mediante electroforesis desnaturalizante en geles de poliacrilamida al 4%. La
visualizacion de los productos de corte y su posterior andlisis se realizd en un escaner de

fluorescencia (Storm 820, Molecular Dynamics, Uppsala, Suecia).

Tras los sucesivos ciclos se detectaron leves cambios en la capacidad catalitica de las
moléculas seleccionadas (Fig. R.10A), lo cual sugeria que durante el segundo paso la
poblacion quedaba ligeramente enriquecida en moléculas cataliticamente mas activas (Fig.
R.10B). Segtin las premisas que se habian establecido inicialmente, este segundo paso
parecia actuar a través de un proceso de seleccion que permite retirar inicamente aquellos
representantes que hayan perdido su capacidad de corte por la incorporacion del dominio

de unioén a la region 5S’UTR.
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Fig. R.10.- Procesamiento del sustrato SSHCV-691 por los RNAs quiméricos a lo largo del proceso de
seleccion in vitro. A) Autorradiografia de la reaccion de corte llevada a cabo por las poblaciones de RNA P,
P; y Pg sobre el sustrato. La molécula S’HCV-691 fue marcada internamente con 32p. Se indican los
productos generados como consecuencia de la reaccion de corte asi como el RNA sustrato B) Diagrama de
barras que representa la fraccion de RNA sustrato procesado por las poblaciones de RNA. Aunque las
diferencias en procesamiento con respecto a P, son pequefias, en cualquier caso se produce un leve

incremento en la fraccion de producto generado en las poblaciones P; y P.

R.2.4.- Analisis de las moléculas seleccionadas

Los resultados obtenidos con los ensayos de validacion del método de seleccion
permitieron concluir que el proceso habia funcionado correctamente, por lo que se
procedié al andlisis de los representantes de las poblaciones resultantes de los ciclos
tercero y sexto. Para ello, los productos de RT-PCR correspondientes a las poblaciones P;
y Ps se introdujeron en el vector pGEM®-T (Promega). El producto de ligacion fue
posteriormente introducido en la cepa DH5a de Escherichia coli mediante transformacion
con CaCl,. Los DNAs plasmidicos de todas las colonias crecidas de manera independiente

fueron extraidos y secuenciados automaticamente.

El analisis de las secuencias recogidas tras el tercer ciclo (P3;) no reveld ninglin

motivo de secuencia que apareciese claramente seleccionado entre la poblacion.
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El clonaje de las moléculas resultantes del sexto ciclo de seleccion (Pg) permitid el
rescate de 30 variantes diferentes en un total de 60 colonias independientes (Fig. R.11). El
analisis de estas secuencias reveld que todas ellas podian ser encuadradas dentro de siete
grupos distintos, los cuales quedaron definidos por motivos consenso presentes en el
dominio aptamero. En algunos representantes se pudieron detectar dos e incluso tres
motivos consenso dentro de dicho dominio. Los diferentes grupos quedaron definidos de la
siguiente manera:

- Grupo 1: es el mas numeroso, alcanzando un 56.7% del total de moléculas
rescatadas. En trabajos previos desarrollados por los grupos del doctor S. Nishikawa
(Kikuchi et al., 2005) y J-J. Toulmé (Tallet-Lopez et al., 2003) se describen aptameros
obtenidos mediante seleccion molecular in vitro que presentan motivos consenso que
incluyen al aqui descrito.

- Grupo 2: la secuencia consenso YAUGGCU representa un 26.7% en el total de las
variantes seleccionadas. Esta secuencia ya ha sido descrita previamente en RNAs
aptameros obtenidos por seleccion in vitro (Kikuchi et al., 2003; Da Rocha Gomes ef al.,
2004).

- Grupo 3: el motivo CCACV se encuentra presente en el 23.3% de las moléculas
analizadas. Este motivo consenso aun no ha sido descrito por otros autores.

- Grupo 4: constituido por cuatro representantes (un 13.3% del total). Con excepcion
de la variante HH363-10, las otras tres comparten el motivo consenso definido para el
grupo 1.

- Grupo 5: el 10% de las secuencias analizadas pertenecen a este grupo. De los tres
representantes que lo componen, uno de ellos presenta también secuencias conservadas
para las familias 2 y 7 (la variante HH363-18). Esta secuencia consenso fue previamente
caracterizada por Aldaz-Carroll et al. (Aldaz-Carroll et al., 2002).

- Grupo 6: los tres representantes del grupo 6 (un 10% del total de secuencias
distintas analizadas) presentan todos ellos dominios que los encuadran en otros grupos.
Este motivo consenso es la primera vez que se describe y por tanto resulta de especial
interés el determinar de manera experimental su lugar de anclaje.

- Grupo 7: el motivo consenso AUURG se encuentra presente en el 10% de las

moléculas analizadas. Los tres representantes que lo componen contienen secuencias
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consenso que los incluyen en otros grupos. Hasta la fecha no ha sido descrito por otros

autores.

Grupo 4
* P5-10 uucugagugauucguaauccuac--

Grupo 1
P5-1 ggcucguucaagugucccaaccacc

P5-2 ggaacgaucagagcaaccaacugec P5-32 gcauucgcgauugguaaccaacuac
P5-3 ggaugcaaucuugagaccaaccucc P5-41 ggcugccguucggaaucccaacuac
P5-13 gguaccagcgcgaguucccaacacc P5-45 guguucgcaagcuaacccaacuag-

P5-15 ggagccuccaccgguaaccaacuce ﬂ
P5-22 auggcucgccuucccucaccancee

*P5-24 gccguccgagcagguccccaacace

P5-26 9CguUgACCaaccacgcuaccaanacc
P5-32 gcauucgcgauugguaaccaacuac

P5-36 gguuUCUACCUGYUYGUCCCAACCACE

P5-41 ggcugccguucggaaucccaacuac

P5-44 UgugaCCaaccacauaaccaccee-
P5-45 guguucgcaagcuaacccaocuag-

RUUCGNRAK

Grupo 5

P5-18 ggauuagcuuc cugcc
P5-47 acacugccccaaccgguguaugec- Ps5-38 g:;g:;cacacgcu 99 ugaqccuggc
P5-48 ggcuugacacugaccaaccagugce- + P5-50 gcuuguucuac guagage

P5-49 gcgguccgacaguuucccaacgge-

P5-60 gggucucuccucuguaaccaacuac ﬂ
|
MCCAAC
Grupo 2
P5-14 gga acgcuaaaaccece-
P5-18 ggauuagcuucggau gce
P5-21 agccucaaucccacggece
P5-22 €gCCULICCCUCOACCanCee Grupo 6
P5-23 uccuaag quuaggcaacc P5-3 ggaugcaaucuugagaccaaccuce
« P5-31 uagaagg ccuucuugee- P5-13  gguaccagegcgaguucccaacace
P5-34 uggaccag aacuccUcee * P5-17  cgucgccacaugagacuuuacecac
P5-59 cgagaug cucuugagguc i
U’ YGAGWYY
Grupo 3
P5-15 ggagCcuccaccgguaaccaacuce
P5-17 cgucg ugagacuuuacccac
P5-21  auggcuagccucaauc gcec
P5-26 gcgugaccaa cuaccaaace Grupo 7
P5-33  ugcucuucaccgecegau - * P5-18 ggauuagcuucggauuauggcugee
P5-44 ugugaccaa uaaccaccee- P5-23 uccuaaguauggcuauuaggeaoce
* P5-53 gugauucagcuuuucuuc c P5-32 gcauucgcgauugguaaccaacuac

1

AUURG

1

Fig. R.11.- Secuencias seleccionadas de los RNAs aptameros. Se muestra la secuencia de RNA de 25 nt
después de seis rondas de seleccion. Las 30 variantes estan clasificadas en grupos en funcion de motivos
consenso comunes (subrayados). La secuencia consenso se muestra debajo de cada grupo. “-* = nucleo6tido
delecionado; Y=CoU; R=GoA;M=A0C;K=GoU;, W=Ao0U; V=A, Co G; N = cualquier
nucleétido. Las variantes representativas de cada grupo que se utilizaron en los estudios posteriores se

indican por un asterisco.
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R.2.5.- Estudio teodrico de los lugares de unidon en el RNA sustrato

Una vez identificadas las secuencias comunes entre las distintas variantes, se realizo
una busqueda de secuencias complementarias a los motivos consenso en la molécula
5’HCV-356. El examen mostrd que cada uno de los motivos seleccionados encontraba en
la region 5’UTR de HCV secuencias complementarias y uUnicas (tabla R.2). El
apareamiento en estos lugares tedricos quedaria establecido por interacciones del tipo

Watson-Crick, asi como por uniones tipo wobble.

Grupo Secuencia consenso Secuencia

complementaria en el

RNA sustrato
1 5> MCCAAC 3’ G263UUGGG268
2 5’ YAUGGCU 3’ A31GCCAUGg;
3 5" CCACV ¥ U33GUGGa2s7
4 5" RUUCGNRAK 3 UszpsUGCGAGU3y;
5 5" AUYRUNG ¥’ C340CAUGAG346
6 5" YGAGWYY 3’ G32GUCUCG323
7 5" AUURG 3’ C293UGAUzy7

Tabla R.2.- Secuencias complementarias a los motivos consenso obtenidos mediante seleccion in vitro.
La nomenclatura para designar posiciones en las que es posible mas de un nucleétido corresponde a la
adoptada por el Comité de Nomenclatura de la Unién Internacional de Bioquimica (NC-IUB, 1985), donde Y
=CoU;R=A0G;V=A,CoG;M=A0C;K=GoU; W= A o U; N = cualquier nucledtido.

En la figura R.12 se muestran las secuencias complementarias a los dominios

consenso incluidas dentro de la estructura secundaria de la region 5’UTR de HCV.
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Fig. R.12.- Estructura secundaria de la region S’UTR de HCV que contiene el IRES. Se muestran las

secuencias complementarias a los motivos consenso. Figura adaptada de (Lyons et al., 2001).
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R.3.- Ensayos de inhibicion de la actividad de la region IRES in

vitro

Con el fin de comprobar la capacidad de los RNAs quiméricos para bloquear la
funcion de la region IRES se realizaron ensayos de inhibicion de la traduccion en un
sistema acoplado de transcripcion-traduccion, de manera andloga a la descrita para HH363.
Se selecciond una variante representativa de cada grupo (Fig. R.11) y se determin6 su
capacidad de inhibicion a diferentes concentraciones (10 nM, 100 nM, 1 uM y 5 uM). En
todos los casos la cantidad del plasmido pCMVCatIREcLuc empleada fue constante (50
ng). También se realizaron dos reacciones control: una de ellas en ausencia de inhibidor
(C) y otra en la que se utilizdo un RNA quimérico procedente de la poblacion inicial y cuya

secuencia no presenta ninguno de los consensos seleccionados (C-).

En la figura R.13 se muestran los resultados logrados para los distintos RNAs
quiméricos comparados con los datos obtenidos para HH363. Los valores que se
representan son el resultado de cuatro experimentos independientes para cada inhibidor.

Se observd que todos los RNAs quiméricos ensayados eran capaces de bloquear la
actividad IRES a una concentracion de 5 uM. Mientras que la ribozima convencional s6lo
era capaz de inhibir la funcion del IRES en un 40%, cuatro de las ocho variantes probadas
(HH363-24, HH363-17, HH363-50 y HH363-18) disminuian la sintesis de la proteina
FLuc en mas de un 80%, alcanzandose incluso valores de inhibicion cercanos al 97% en el
caso de las moléculas HH363-17 y HH363-18. La variante HH363-24 se mostraba como
un inhibidor con gran potencial ya que a una concentracion de 100 nM era la molécula mas
potente. Los valores de inhibicion obtenidos para el caso del RNA quimérico C- fueron

similares a los alcanzados por HH363.
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Fig. R.13.- Inhibiciéon de la traduccién ir vitro por los RNAs quiméricos. A) Autorradiografia de un gel

de poliacrilamida que muestra un ejemplo representativo de un ensayo de inhibicién de la traduccion

mediada por el IRES. Las proteinas fueron marcadas internamente durante su sintesis con [L]-**S-metionina y

[L]-**S-cisteina. Se indican las concentraciones de inhibidor utilizadas y se sefialan los productos derivados

de la sintesis. C, reaccion en ausencia de inhibidor. B) Representaciones graficas de la inhibicion obtenida

por cada RNA quimérico a las distintas concentraciones empleadas. Cada punto se calculdé como resultado de

cuatro experimentos independientes. La secuencia del dominio de 25 nt para la molécula C- es la siguiente:

5" —=GGC ACA CCG TAT GTA AGG CCT CC-3".
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Para completar el estudio y determinar el efecto que los dominios aptamero ejercian
sobre la traduccion se sintetizaron los RNAs enzimaticamente y se purificaron de manera
analoga a como se hizo con los RNAs quiméricos y con HH363. El ensayo se realizo
igualmente de manera similar y se probaron las mismas concentraciones para cada
aptamero. Los resultados obtenidos en el caso de las variantes 24, 31, 10 y 32 mostraron
que no existian diferencias significativas en la inhibicidon ejercida entre el aptamero y el
RNA quimérico (Fig R.14). Sin embargo, en el 50% restante de las variantes ensayadas
(variantes 53, 50, 17 y 18) se comprobo6 que el inhibidor quimérico era significativamente
mas activo que el aptdmero, e incluso tres de ellos resultaron ser los inhibidores mas

potentes, alcanzando tasas de inhibicion superiores al 85% (Fig. R.15).

1.20

Ap24
Ap31
1.00- Aps3
1)
3 —e— Ap10
L 080 Ap50
o —o— Apt7
% 0.60 —&— Api8
® —o— Ap32
$ 0.40-
£
wv
0.20-
0.00

o 1000 2000 3000 4000 5000

[Inhibidor] (nM)

Fig. R.14.- Inhibicién de la traduccion in vitro por los RNAs aptameros. Representaciones graficas de la
inhibicion obtenida por cada RNA aptamero a las distintas concentraciones empleadas. Cada punto se calculd

como resultado de cuatro experimentos independientes.
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Sintesis relativa de FLuc

RNA quimérico Aptdmero
(5 UM) G UM) 20 40 60 80 100
C 100 100 = Inhibidor quimérico
=== AptGmero
HH363 63.42 +13.14 —
C- 50.57 £ 10.35 —

Variante 24 2162 + 1317 26.00 +3.45 %‘
Variante 31 35.94 £ 816 13431857 [ |

Variante 53 34,714 949 7134 £ 13.45 [ ~ -
Variante 10 4116 £ 12.43 4845 + 6.82 g_'_'
Variante 50 14.34 + 10.80 53.11+8.28 =—‘=*_|
Variante 17 6.39 + 6.22 65.66 £223 [t H
Variante 18 3124442 13.85 + 5.51 HE_|

Variante 32 23.59 £5.15 30.45 + 12.62 E“

Fig. R.15.- Inhibicién de la traduccion in vitro dependiente de IRES. Representacion grafica de la sintesis
relativa de FLuc para los distintos inhibidores ensayados. Los datos para cada RNA estan normalizados con
respecto al control en ausencia de inhibidor. Los valores son la media de cuatro experimentos independientes.
El asterisco indica diferencias significativas en la inhibiciéon observadas entre el RNA quimérico y su
aptamero correspondiente (p<0.07). C, reaccion en ausencia de inhibidor. C-, reaccion en presencia de un

RNA perteneciente a la poblacion inicial.

R.4.- Ensayos de asociacion de los RNAs inhibidores al sustrato

largo

Las moléculas para las cuales los datos de inhibicién eran mas positivos coincidian
con aquellas que presentaban secuencias consenso en sus dominios aptamero

complementarias a motivos presentes en lazos apicales del IRES (Fig. R.12). Las uniones
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que involucran a nucleodtidos situados en lazos apicales han sido calificadas como muy
rapidas y efectivas, y son responsables ultimos en la regulacion de multitud de procesos
bioldgicos. En algunos casos, las interacciones inter- o intramoleculares a través de los
lazos apicales (bien por apareamientos tipo Watson-Crick o por interacciones ‘“no
canonicas”) pueden llegar a ser suficiente para el establecimiento de una estructura
terciaria y en consecuencia de una funcion (revisado en (Brunel et al., 2002)). También se
ha demostrado recientemente la importancia de las interacciones entre residuos presentes
en un lazo interno y aquellos componentes de un lazo apical en moléculas de RNA
obtenidas mediante seleccion in vitro (Aldaz-Carroll ef al., 2002; Da Rocha Gomes et al.,

2004).

Para determinar la afinidad de los RNAs quiméricos por su sustrato se procedid
caracterizar cinéticamente los distintos representantes de cada grupo, para lo cual se
empled el sustrato 5’HCV-691gg. Tanto los RNAs quiméricos como el sustrato se
sintetizaron con el enzima T7 RNA polimerasa. Los RNAs quiméricos se desfosforilaron y
se marcaron posteriormente en su extremo 5’ con >°P. Los ensayos de asociacién se
realizaron de la misma manera que en el caso de HH363. Los datos obtenidos fueron

ajustados a una ecuacion del tipo

Y = (Yo X)/(X+Ky)

donde Y es el porcentaje de complejo formado, Y, el porcentaje inicial de complejo,
X la concentracion del RNA que se utiliza en exceso, en este caso el sustrato, y Ky la

concentracion de sustrato a la cual la formacién de complejo es la mitad de la méxima.

En la figura R.16 se muestra uno de estos ensayos llevados a cabo con el inhibidor

HH363-50.
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__C -1 2--5 10 20 50 100 200 5'HCV-691gg (nM)

O —— bhu“ Complejo

‘ —— G f—— <- HH363-50

Fig. R.16.- Asociacion de HH363-50 al RNA sustrato S’"HCV-691gg. Autorradiografia de un gel de
poliacrilamida en el que se ha resuelto el complejo formado entre el RNA inhibidor y su sustrato. Se sefiala el

RNA quimérico asi como el complejo formado. C, reaccion llevada a cabo en ausencia de sustrato.

Para cada RNA quimérico, el ensayo se repitié cuatro veces de manera independiente
(Fig. R.17). Tal y como se habia observado previamente, el motivo catalitico presentaba
una gran afinidad por el RNA sustrato (tabla R.3). Los RNAs quiméricos HH363-50 y
HH363-32 mejoraron significativamente (p<0.05) este valor en algo més de dos veces.
Asimismo, la extension final de la reaccidbn también se vio significativamente
incrementada (p<0.05) para cinco de las ocho variantes probadas (HH363-24, HH363-31,
HH363-50, HH363-18 y HH363-32). Por otro lado, se determiné el valor de Ky para el
RNA C-; a pesar de contener el dominio catalitico, su afinidad por el RNA sustrato es casi
17 veces inferior a la exhibida por HH363, y apenas un 16% de las moléculas logran

asociarse a S’ HCV-691gg.
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kol & HH363-31
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g 0801 L ® HH363-10
£ HH363-50
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S 0.40 . . 914363 32
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Fig. R.17.- Caracterizacion cinética de la asociacion de los RNAs quiméricos al sustrato SSHCV-691gg.
Representacion grafica de las distintas cinéticas de asociacion para los RNAs quiméricos. Cada punto es el
valor medio de cuatro experimentos independientes. Los datos se ajustaron a la curva con un valor de R* >

0.99.
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RNA Kg2ds.(tM) Kig E Y £ds.
HH363 1291 £2.01 1 6.45 86.79 £ 2.31
C- 228.26 £ 68.42 0.06 114.14 16.28+4.00
HH363-24 12.28 £ 1.31 1.05 6.14 91.88 £2.34
HH363-31 23.71+2.73 054 11.85 92924143
HH363-53 77.04 + 8.39 0.17 38.52 32.52+5.23
HH363-10 3991 +3.54 0.32 1995 68.51+1.51
HH363-50 547+1.07 2.36 2.73 98.24 +0.21
HH363-17 114.44 + 16.29 0.11 5722 58.14+3.39
HH363-18 14.35+1.93 0.90 7.24 9548 £2.76
HH363-32 478 +0.78 2.70 2.39 93.83+5.15

Tabla R.3.- Parametros cinéticos para la asociacion de los RNAs quiméricos a S"HCV-691gg. Los
valores que se muestran se obtuvieron tras realizar cuatro experimentos independientes. El dato de K, indica
el valor de la constante K4 normalizado con respecto valor de la constante obtenida para la asociacion de
HH363 al sustrato. E indica el exceso de RNA sustrato necesario (nM) para alcanzar el valor de K. Y

supone la extension de la reaccion a concentracion infinita de RNA sustrato.

Con el fin de comprobar el papel que el dominio aptamero ejercia sobre esta union se
disefio una bateria de moléculas con las secuencias seleccionadas de los distintos
representantes y se realizaron estudios predictivos de estructura secundaria para determinar
la minima secuencia requerida para el mantenimiento de la estructura del dominio. En
todos los casos se incluyo la secuencia seleccionada de 25 nt, y en algunos fue necesario la
introduccion de las secuencias flanqueantes para conservar la estructura secundaria. El
DNA molde para la sintesis por transcripcion in vitro de los distintos aptdmeros se obtuvo
mediante hibridacion y extension de los oligonucledtidos T7ap24, T7ap31, T7ap53,
T7ap10, T7ap50, T7apl7, T7apl8 y T7ap32 con un oligonucledtido complementario,

T7gg. La secuencia de todos ellos aparece recogida en la tabla R.4.
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Nombre Secuencia del oligonucledtido

T7gg 5’- TAA TAC GAC TCA CTA TAG G -3’

T7ap24 5’- GGA TCC GGT GTT GGG GAC CTG CTC GGA CGG CCC TAT AGT GAG TCG TAT TA -3’

T7ap31 5’- GGC AAG AAG GAG CCA TACCTT CTA CCC TAT AGT GAGTCGTATTA -3’

T7ap53 5’- GGA TCC GCT CAG GCG TGG GAA GAA AAG CTG AAT CAC TAT AGT GAG TCG TAT TA -3’

T7ap10 5’- GTA GGA TTA CGA ATC ACT CAG AAC CTA TAG TGA GTC GTA TTA -3’

T7ap50 5’- GCT CTA CCC ATG ATG TAG AAC AAG CCT ATA GTG AGT CGT ATT A -3’

T7ap17 5’- GGA TCC GTG GGT AAA GTC TCA TGT GGC GAC GCC CTA TAG TGA GTC GTA TTA -3’

T7apl8 5’- GGA TCC GGC AGC CAT AAT CCG AAG CTA ATC CCC TAT AGT GAG TCG TAT TA -3’

T7ap32  5-TGG ATC CGC TCA GTA GTT GGT TAC CAA TCG CGA ATG CCC TAT AGT GAG TCG TAT TA - 3

Tabla R.4.- Secuencias de los ODN empleados para la sintesis de los correspondientes RNAs

aptameros.

Los ensayos se realizaron de manera similar a la descrita para los RNAs quiméricos.
Los resultados obtenidos (Fig. R.18.) reflejan que los aptdmeros por si mismos no son
capaces de asociarse de manera estable al sustrato, con excepcion de Apl0 y Apl8, para
los cuales los valores de Ymax Yy de Kq4 se encuentran proximos a los descritos en el caso de

los RNAs quiméricos (tabla R.5).
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Fig. R.18.- Asociacion de los RNAs aptameros al sustrato 5’HCV-691gg. A) Autorradiografia de un gel
de poliacrilamida en la que se muestra un ensayo representativo de asociacion entre un RNA aptamero y el
sustrato. B) Representacion grafica de las cinéticas de union para los distintos aptameros ensayados. Cada

punto es el resultado de cuatro experimentos independientes.
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RNA Kgq £ds.(nM) E  Ymay £ d.s.
Ap24 91.89 + 28.58 4594 2147+5.1

Ap31 7.25+2.05 3.62 591+1.09
Ap53 n.d. n.d. n.d.

Apl0 46.87 £4.99 2343  87.08 £2.48
Ap50 7.00 £1.02 3.5 37.08+6.22
Apl7 3.42+0.49 171 13.79+2.85
Apl8 13.96 £ 1.74 6.98  64.43 +4.31
Ap32 n.d. n.d. n.d.

Tabla R.5.- Parametros cinéticos para los RNAs aptameros. E indica el exceso de RNA sustrato necesario
(nM) para alcanzar el valor de Ky. Y.« supone la extension de la reaccion a concentracion infinita de RNA
sustrato. d.s., desviacion estandar. Los valores mostrados se obtuvieron tras realizar cuatro experimentos

independientes.

R.5.- Ensayos de procesamiento in vitro del RNA sustrato por

los RNAs quiméricos

Una vez comprobada la capacidad de asociacion de los RNAs quiméricos al sustrato,
se procedid a analizar el posible efecto que el dominio aptdmero ejercia sobre la actividad
del dominio catalitico, para lo cual se realizd la caracterizacion cinética de la reaccion de
corte catalizada por los distintos inhibidores. Para ello se eligio el sustrato utilizado durante
el segundo paso de seleccion, S’HCV-691, y los resultados obtenidos fueron comparados

con los correspondientes a la molécula HH363.

La determinacién de las constantes cinéticas para los distintos RNAs inhibidores se
realizo en situacion de “no-recambio” o single turnover, y las condiciones establecidas

fueron analogas a las empleadas para la caracterizacion de HH363.
Los resultados obtenidos para los RNAs quiméricos asi como para la ribozima

HH363 y el RNA C- (descrito en el apartado anterior) quedan recogidos en la figura R.19 y

en la tabla R.6.Se observo un empeoramiento en la catélisis de los inhibidores quiméricos
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con respecto al motivo catalitico HH363. En todos los casos la extension final de la
reaccion resultaba inferior, e incluso en algunos casos resultd dificil detectar
procesamiento. Por otro lado, el tiempo requerido por el RNA quimérico para conseguir
que ocurriera el 50% del procesamiento (t;2) resultaba superior al empleado por la
ribozima. Estos resultados indican que la adicion de un dominio aptdmero en 3’ de HH363

dificulta su actividad catalitica
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Fig. R.19.- Caracterizacion cinética del procesamiento de S’HCV-691 por los RNAs quiméricos. A)
Autorradiografia de un gel de poliacrilamida en el que se muestra un ensayo representativo de procesamiento
del sustrato 5’HCV-691 por un RNA quimérico. El RNA sustrato fue marcado internamente con *’P. Se
indican los productos de corte asi como la molécula 5’HCV-691. B) Representacion grafica de las distintas

cinéticas de corte del RNA sustrato realizadas con los RNAs quiméricos.
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RNA kg (min'l) +d.s Kpe tiz (min) axd.s
HH363 0.072 £0.004 1 9.63 87.60 + 1.46
C- 0.024 £0.010 0.33 34.66 18.54 £2.97

HH363-24 0.019 £ 0.001 0.26 36.48 73.98 £0.94
HH363-31 0.011 +£0.002 0.15 63.01 83.11+9.55
HH363-53 0.014 +0.003 0.19 49.51 39.87 £3.35
HH363-10 0.010 £0.007 0.14 69.31 18.55+7.86
HH363-50 0.042 £ 0.006 0.58 16.50 71.43 £3.81
HH363-17 0.007 = 0.007 0.01 99.02 15.90 £ 10.36
HH363-18 0.009 £+ 0.007 0.12 77.02 29.09 +£13.76
HH363-32 0.235 £0.060 3.26 2.95 23.07 +£4.49

Tabla R.6.- Procesamiento de S’HCV-691 por los RNAs quiméricos. k., indica el valor de la constante
ko»s normalizado con el obtenido para HH363; a es la extension final de la reaccion a tiempo infinito; d.s,

desviacion estandar. Los datos mostrados son el resultado de cuatro experimentos independientes.

R.6.- Determinacion de las secuencias implicadas en la union a

la region 5S’UTR

La actividad biologica de una molécula de RNA viene determinada por su estructura
tridimensional, la cual queda definida por los enlaces de hidrogeno establecidos entre bases
complementarias asi como por las interacciones terciarias inter- ¢ intramoleculares que
definen el plegamiento global de la molécula. Actualmente, existen multiples programas
informaticos que permiten predecir, a través de distintos algoritmos, la estructura
secundaria de un acido nucleico. Para el estudio llevado a cabo en esta memoria se ha
optado por el programa informatico MFold, al cual se accede a través de la direccion web
http://www.bioinfo.rpi.edu/applications/mfold (Zuker, 1989; Jaeger et al., 1990; Zuker,
2003). El principal problema de esta aproximaciéon es su poca fiabilidad cuando se

desconoce por completo la conformacion adoptada por la molécula en estudio.
Como alternativa al analisis predictivo, se han llevado a cabo estudios de proteccion

a la degradacion selectiva y parcial con RNasas y agentes quimicos. La base de esta

aproximacion la constituye el hecho de que la estructura del RNA determina el grado de
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modificacion de las unidades que la componen, es decir, los nuceldtidos. Por tanto, si se
conoce la especificidad del agente modificador, se pueden inferir las caracteristicas
estructurales de la molécula de RNA sometida a la modificacién. Existen varios tipos de
agentes que inducen cambios en los nucleotidos: nucleofilos, electrofilos y agentes
alquilantes, oxidantes, agentes hidroliticos y nucleasas. De todos ellos, las nucleasas han
sido, junto con Pb*", los mas empleados dada la facilidad de su uso y a la rapidez con la
que se consiguen los resultados. El principal problema presentado por las nucleasas es su
gran tamaflo, de manera que presentan el acceso restringido a determinadas regiones. Por
otro lado, su interaccion con la molécula de RNA puede inducir cambios
conformacionales, por lo que los resultados obtenidos deben de ser validados mediante la
realizacion de tratamientos alternativos con agentes quimicos, como Pb**. En el analisis
realizado en esta Tesis Doctoral se eligieron dos RNasas, T1 y A, y un agente quimico,
Pb*", para llevar a cabo el mapeo de estructura secundaria tanto de los RNAs quiméricos
como del RNA sustrato.

La RNasa T1, obtenida a partir del hongo Aspergillus orizae, procesa de una manera
especifica en 3’ los nucledtidos de guanina que se encuentran expuestos en regiones de
cadena sencilla, generdndose productos con un extremo 3’-fosfato (revisado en
(Ehresmann et al., 1987)).

La RNasa A, es capaz de procesar en una molécula de RNA, bajo determinadas
condiciones y de manera especifica, nucleotidos de citosina o de uracilo en 3’ que se
encuentran expuestos en regiones de cadena sencilla.

Como agente quimico se empled el ion plomo (Pb*"). Debido al caracter polianidnico
del RNA, su estructura puede quedar alterada bajo determinadas condiciones idnicas. En
concreto, los iones plomo han sido ampliamente utilizados tanto in vitro ((Brunel et al.,
1991; Kazakov y Altman, 1992), entre otros), como in vivo (Lindell et al., 2002) en la
degradacion controlada y especifica del RNA. Asi, una molécula de RNA puede sufrir el
ataque nucleofilico de los iones plomo en el extremo 3’ de nucledtidos altamente
expuestos, y que puede culminar, finalmente y si no se impide la reaccién quimica, en la

degradacion total del RNA.
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R.6.1.- Estudio de los RNAs quiméricos

El estudio de los nucledtidos de los RNAs quiméricos implicados en la interaccion
con el sustrato se hizo mediante ensayos de proteccion a la degradacion por RNasas

It It +
especificas, asi como por Pb*".

Las reacciones de hidrolisis se llevaron a cabo sobre los RNAs quiméricos marcados
radiactivamente con *’P en su extremo 5°. De manera previa a las reacciones de
degradacion, se realizaron ensayos de asociaciéon de los RNAs seleccionados con el
sustrato 5’HCV-356, tal y como se ha descrito en apartados anteriores. Se desnaturalizaron
50 fmol de RNA marcado radiactivamente durante 7 min a 65°C y seguidamente se
renaturalizaron 10 min a 37°C. La reaccion de asociacion se inicié por la adicion de 10
pmol de RNA sustrato (5’HCV-356) no marcado, igualmente desnaturalizado, y las
condiciones de fuerza i6nica quedaron establecidas durante todo el proceso por la adicion
de tampon TMN. Se establecieron reacciones control en las que se incubaba el RNA
marcado radiactivamente con un RNA no relacionado de tamano similar al RNA sustrato
(334 nt) y que se denomind6 RNA-334. Esta molécula se obtuvo por transcripcion in vitro,
utilizando como DNA molde el fragmento que se genera tras la digestion del plasmido
pBSSK con el enzima Pvull. Después de 30 min de incubacion a 37°C, se detuvo la
formacion de complejo en hielo. Para el tratamiento con RNasa T1 se incubd el complejo
en presencia de 1.5 pg de tRNA y 0.1 U de RNasa T1, durante 3 min a 37°C. El
tratamiento con RNasa A se realizd bajo condiciones similares y con 0.1 ng de nucleasa.
En ambos casos las reacciones se detuvieron por enfriamiento a 4°C y la adicion de tampon
de carga desnaturalizante suplementado con EDTA (50 mM). En cuanto a la degradacion
con Pb*", las moléculas de RNA fueron incubadas en una solucion de acetato de plomo
(1ImM) y con igual cantidad de tRNA que en los casos anteriores, durante 7 min a 37°C. La
reaccion se detuvo de manera analoga a como se hizo para las RNasas. Por otro lado, se
realiz6 una hidrolisis alcalina con un tampon compuesto de carbonato y bicarbonato sédico
al 50%, durante 2 min a 95°C, con la que se pudo determinar el tamafio de los productos de
degradacion. Todos ellos se resolvieron en geles de poliacrilamida en condiciones
desnaturalizantes, al 6% y de alta resolucion. Tras el proceso de secado, los geles fueron

analizados en un escaner de fluorescencia (Storm 820, Molecular Dynamics).
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Los resultados de susceptibilidad a la degradaciéon obtenidos para cada inhibidor
quimérico se utilizaron para predecir su estructura secundaria mediante el empleo del

programa MFold.

R.6.1.1.- Grupo 1. Variante HH363-24

El analisis experimental de la proteccion frente a RNasas y Pb*" realizado con la
variante HH363-24 se muestra en la figura R.20A. En el dominio aptdmero se detectd
sensibilidad a la hidrolisis de los nucledtidos constituyentes del motivo consenso
(posiciones 54-59) y en los residuos 70-73. Las secuencias que flanquean el consenso
aparecian resistentes al procesamiento por Pb>". Asimismo, las posiciones 64 y 76 eran
débilmente procesadas por RNasa T1. Con estos datos se realiz6é un nuevo plegamiento que

aparece mostrado en la figura R.20B.
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Fig. R.20.- Determinacion experimental de los nucledétidos implicados en la interaccion entre el
dominio aptamero de HH363-24 y el RNA sustrato. A) Autorradiografia en la que se aprecia el patréon de
degradacion obtenido para la molécula HH363-24 con RNasa T1, RNasa A y Pb*’, en ausencia (-) o en
presencia del RNA sustrato 5’HCV-356. El RNA quimérico fue marcado en su extremo 5° con **P. Los
nucleétidos que constituyen el motivo consenso se encuentran recuadrados. B) Secuencia y modelo tedrico
de la molécula HH363-24 obtenido mediante analisis predictivo con el programa MFold a partir del patron de
degradacion mostrado en A. En azul se marcan los nucledtidos que componen el dominio HH363, en verde el

dominio aptdmero y en naranja el motivo consenso.

146



Resultados

Cuando se llevo a cabo el ensayo en presencia de 5’HCV-356 se observd un cambio
en la conformacion del RNA quimérico con respecto a la molécula no acomplejada (Fig.
R.20B). Esta modificacion afectaba a las posiciones 54-59, las cuales corresponden a la
secuencia consenso, lo cual sugeria una implicacion directa de estos residuos en la

interaccion con la molécula de sustrato.

R.6.1.2.- Grupo 2. Variante HH363-31

Los ensayos de proteccion con RNasas y Pb>” mostraron que el motivo consenso se
localizaba en una region sensible a la degradacion (Fig. R.21A), mientras que las
secuencias flanqueantes no eran procesadas. También se determind la presencia de una
region expuesta en las posiciones 61-66 (Fig. R.21A). Estos resultados se utilizaron para
realizar una prediccion tedrica de la estructura adoptada por HH363-31 con el programa

MFold (Fig. R.21B).
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Fig. R.21.- Ensayos de proteccion a la degradacion con RNasas y Pb?* del RNA quimérico HH363-31.
A) Autorradiografia en la que se muestra el patron de degradacion obtenido para la molécula HH363-31 con
RNasa T1, RNasa A o Pb*", en ausencia (-) o en presencia del RNA sustrato 5’HCV-356. El RNA inhibidor
fue marcado en su extremo 5° con *’P, mientras que el RNA sustrato se utilizo sin marcar. Los nucle6tidos
que constituyen el motivo consenso se encuentran recuadrados. También se identifican otros residuos a los
que se hace referencia en el texto. B) Andlisis predictivo para la molécula HH363-31 obtenida a partir del

patron de degradacion mostrado en A. El cédigo de colores es el empleado en la figura R.20.
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Al realizar la determinacion estructural en presencia del RNA sustrato se
identificaron dos modificaciones (Fig. R.21A):

- Una de ellas afectaba a los residuos constituyentes del motivo consenso. La union al
sustrato determinaba una mayor resistencia al procesamiento mediado por RNasas y por
Pb”".

- La segunda suponia una mayor sensibilizacion a la hidrdlisis por parte de los
nucleodtidos 62-66 una vez ocurrida la interaccion con el sustrato.

Estos resultados indican que el motivo consenso para el grupo 2 se encuentra

implicado en la interaccion con la molécula 5S’HCV-356.

R.6.1.3.- Grupo 3. Variante HH363-53

Los ensayos de degradacion parcial con RNasas y Pb*" mostraron que el motivo
consenso, bajo las condiciones empeladas, era débilmente procesado por los tres agentes
utilizados (Fig. R.22A). La region situada en 3’ (posiciones Cg- Cg4) de la molécula
también aparecia poco compacta, segun se comprobé en el patron de degradacion con Pb*",
al igual que los residuos posicionados en 5’ del dominio aptamero (U3;GUGAUUC4y).
Estos datos permitieron realizar un estudio predictivo de la estructura secundaria de

HH363-53 con el programa MFold. El resultado se muestra en la figura R.22B.

La incubacion de HH363-53 con 5’HCV-356 provocod cambios en el patron de
degradacion del RNA quimérico (Fig. R.22A). La secuencia Us;GUGAUUC, exhibia
resistencia al procesamiento tanto por RNasas como por Pb®", lo cual sugeria su
importancia en la interaccion con el sustrato. Por otro lado, los nucledtidos constituyentes
del motivo consenso no se protegian tras la adicion de S’HCV-356, sino que se tornaban
mas susceptibles a la hidrolisis por Pb>". Por tanto, para esta variante no se pudo demostrar

la implicacion del motivo consenso en la union al RNA sustrato.
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Fig. R.22.- Determinacion experimental de los nucledtidos implicados de HH363-53 implicados en la
interaccion con el RNA sustrato. A) Autorradiografia en la que se muestra el patron de degradacion
obtenido para la molécula HH363-53 (marcada en su extremo 5° con “2P) con RNasa T1, RNasa A o Pb*", en
ausencia (-) o en presencia del RNA sustrato 5’HCV-356 (no marcado). Los nucleétidos que constituyen el
motivo consenso se encuentran recuadrados en naranja. En verde se marcan los residuos del dominio
aptamero que resultan protegidos tras la degradacion en presencia del sustrato. También se identifican otros
residuos a los que se hace referencia en el texto. B) Modelo tedrico propuesto para la estructura secundaria de
la molécula HH363-53 obtenido a partir del patrén de degradacion mostrado en A. El cédigo de color es

analogo al descrito en la figura R.20. Los nucledtidos en mintscula se corresponden con los delimitados en A

por un recuadro verde.
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R.6.1.4.- Grupo 4. Variante HH363-10
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En el patron de degradacion obtenido para HH363-10 se observé que los nucledtidos

componentes del motivo consenso (situados en las posiciones 47-55) se encontraban

expuestos, segin indicaba el procesamiento por RNasas y Pb>" (Fig. R.23). También se

detecto sensibilidad a la hidrolisis en las secuencias flanqueantes y en la regién 3’ de la

molécula (nucledtidos 68-82), aunque los resultados diferian en funcion del agente

utilizado. Todo esto sugeria un bajo nivel de compactaciéon en la molécula bajo las

condiciones utilizadas. Debido a las discrepancias que se obtuvieron en el analisis con los

diferentes agentes hidroliticos, no fue posible realizar una prediccion tedrica de la

estructura adoptada por la molécula.
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Cuando HH363-10 fue sometido a la hidrolisis parcial en presencia del sustrato
5’HCV-356 se observo que algunos nucledtidos del RNA quimérico sufrian cambios en la
accesibilidad con respecto a la molécula sin acomplejar (Fig. R.23). Algunos de los
residuos pertenecientes al motivo consenso eran mas débilmente procesados cuando el
sustrato estaba presente, aunque esto no era extensivo para toda la secuencia. Esta menor
sensibilidad a la hidrolisis se continuaba en los residuos situados inmediatamente en 5’
(G42AGUGg46), que podrian participar en el apareamiento con el sustrato debido a la
proximidad espacial de una secuencia parcialmente complementaria y a la cual se anclarian
las moléculas del grupo 6. También se detectdé una mayor susceptibilidad a la degradacion

con RNasa T1 en las posiciones 62 y 66.

Los resultados obtenidos para esta variante no permiten obtener ninguna conclusion

acerca del papel del motivo consenso en la interaccion con el sustrato.
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Fig. R.23.- Determinaciéon experimental de los nucleétidos de HH363-10 implicados en la interaccion
con el sustrato. A) Autorradiografia en la que se aprecia el patron de degradacion obtenido para la molécula
HH363-10 con RNasa T1, RNasa A o Pb*", en ausencia (-) o en presencia (+) del RNA sustrato 5’HCV-356.
La molécula HH363-10 fue marcada en su extremo 5° con *’P. EI RNA sustrato se utilizé sin marcar. Los
nucledtidos que constituyen el motivo consenso se encuentran recuadrados en naranja. B) Plegamiento
tedrico propuesto para la molécula HH363-10 segtn los datos obtenidos en A. El codigo de color es el

indicado en la figura R.20.
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R.6.1.5.- Grupo 5. Variante HH363-50

El patron de degradacion mostré que la molécula se hallaba altamente compactada,
segin se deducia por su resistencia al procesamiento (Fig. R.24A). El motivo consenso
(posiciones 49-55) se encontraba expuesto, mientras que las secuencias situadas en 5’ y 3’
del mismo resultaron resistentes al ataque hidrolitico. Sorprendentemente, no se detecto
procesamiento del nucledtido Gss, aunque si del Gss, posiblemente debido al
establecimiento de una interaccion entre el par A49-Gss que cierra el lazo. Este tipo de
interacciones se han asociado con una estabilizacion del complejo formado entre dos lazos
apicales (Duconge y Toulme, 1999; Duconge et al., 2000). También se detectd la
existencia de un nucledtido débilmente accesible, correspondiente a la posicion 63, que
podria indicar su exclusion parcial de una estructura tipo tallo. Las conclusiones de este
estudio experimental se utilizaron para realizar un analisis predictivo de la estructura

secundaria de HH363-50 (Fig. R.24B).

Cuando la degradacion parcial de la molécula HH363-50 se llevo a cabo en presencia
del sustrato 5S’HCV-356 se observo un unico cambio estructural que implicaba una mayor
resistencia de los nucledtidos constituyentes del motivo consenso (49-55) a la hidrdlisis
(Fig. R.24A). Este efecto también se constato para los residuos situados inmediatamente en

5’ de dicho motivo (posiciones 45-48).
Los resultados obtenidos permitieron concluir que el motivo consenso para el grupo 5

en la variante HH363-50 estaba implicado en el establecimiento de una interacciéon con el

RNA sustrato.
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Fig. R.24.- Ensayos de proteccién a la degradacién parcial con RNasas y con Pb?* para HH363-50. A)
Autorradiografia de un gel de poliacrilamida en la que se muestra el patron de degradacion obtenido para la
molécula HH363-50 con RNasa T1, RNasa A y Pb>", en ausencia (-) o en presencia (+) del RNA sustrato
5’HCV-356. El RNA quimérico fue marcado en su extremo 5° con **P. Los nucleétidos que constituyen el
motivo consenso se encuentran recuadrados en naranja. También se sefialan otros residuos que son referidos
en el texto. B) Modelo tedrico de la estructura secundaria propuesta para HH363-50 utilizando el programa
MFold y los datos obtenidos a partir del patron de degradacion mostrado en A. Se ha empleado el mismo

codigo de color indicado en la figura R.20.
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R.2.1.6.- Grupo 6. Variante HH363-17

Todos los representantes que componen este grupo contienen mas de un motivo
consenso, por lo que el estudio no se pudo realizar para moléculas puras. Se escogio la

variante HH363-17, que presenta los motivos consenso para los grupos 3 y 6.
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Fig. R.25.- Determinacion experimental de los nucleétidos de HH363-17 implicados en la interaccion
con el RNA sustrato. A) Autorradiografia de un gel de poliacrilamida que muestra el patréon de degradacion
para HH363-17 (marcado en su extremo 5° con **P) obtenido en ausencia (-) o en presencia (+) de 5’HCV-
356 con distintos agentes hidroliticos. En naranja y morado se recuadran los nucledtidos correspondientes a
los motivos consenso para los grupos 3 y 6, respectivamente. B) Modelo de estructura secundaria propuesto
para HH363-17 obtenido a partir del patron de degradacion mostrado en A, obtenido mediante el programa
MFold. El cédigo de colores empleado para los motivos consenso corresponde con el mostrado en A. En azul

se destacan los residuos componentes del dominio HH363 y en verde los del dominio aptamero.

Los datos que se obtuvieron a partir del patrén de degradacion mostraron que los
nucledtidos comprendidos entre las posiciones 53-64 (que incluyen dos residuos
constituyentes del motivo consenso para el grupo 6, Cs3 y Usy) eran sensibles a la reaccion
de degradacion llevada a cabo por los distintos agentes empleados, mientras que las

secuencias adyacentes quedaban protegidas. Esto indicaba que los dos motivos consenso
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presentes en HH363-17 participaban en la formacion de estructuras secundarias con otros
residuos de la molécula. También se apreciaron productos de hidrolisis correspondientes a
los nucleotidos situados en el extremo 3’ del RNA (posiciones 71-74 y 79-83). Con los
datos experimentales de los que se disponia, se realiz6 un modelo de la estructura

secundaria adoptada por la molécula con el programa MFold (Fig. R.25B).

Los ensayos de proteccion en presencia del RNA sustrato mostraron una mayor
sensibilidad a la degradacion por RNasa A en los nucledtidos UscACCCg y en la posicion
81 (Fig. R.25A). No se detectd ningun otro cambio, por lo que con los resultados de los
que se dispone no se puede afirmar que las secuencias consenso para los grupos 3 y 6 estén

implicadas en la asociacion de HH363-17 al RNA sustrato.

R.6.1.7.- Grupo 7. Variante HH363-18

Esta molécula presenta tres motivos consenso correspondientes a los grupos 2, 5y 7.
Fue escogida en representacion de este Gltimo ya que ninguna de las moléculas que lo

forman contiene esta secuencia como motivo tnico en el dominio aptamero.

Los resultados que se obtuvieron tras realizar los ensayos de proteccion con RNasas y
con Pb*" se muestran en la figura R.26. La degradacion con Pb** reflejo la susceptibilidad
de los residuos 52-59 al procesamiento (Fig. R.26A); en estas posiciones se encuentran
superpuestos los motivos consenso 2 y 5. Se observd también la implicacion del motivo
consenso 7 en el establecimiento de interacciones con otras secuencias de la molécula, ya
que no mostrd sensibilidad a la degradacion por los agentes utilizados. Finalmente, se
detectd la exposicion de los nucledtidos Cs;AGCss que aparecian susceptibles a la
hidrolisis. Por tanto, en este caso la estructura secundaria determinada experimentalmente
coincidia con la predicha de manera teorica. Con estos datos se realizo un estudio
predictivo de la estructura secundaria de HH363-18 utilizando el programa MFold (Fig.
R.26B).
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Fig. R.26.- Determinacién experimental de los nucleétidos de HH363-18 implicados en la unién con el
sustrato 5S’HCV-356. Autorradiografia de un gel de poliacrilamida en la que se aprecia el patron de
degradacion para HH363-18 (marcada en su extremo 5° con **P) obtenido en ausencia (-) o en presencia (+)
de 5’HCV-356 con distintos agentes hidroliticos. En naranja, gris y morado se recuadran los nucleotidos
correspondientes a los motivos consenso para los grupos 2, 5 y 7, respectivamente. B) Estudio predictivo de
la estructura secundaria adoptada por HH363-18. La prediccion se ha llevado a cabo utilizando el programa
MFold y los datos experimentales obtenidos a partir del patrén de degradacion mostrado en A. En azul y en
verde se destacan los residuos de los dominios HH363 y aptamero, respectivamente. El codigo de colores

para los motivos consenso coincide con el mostrado en A.

Cuando se incub6 HH363-18 con su sustrato 5S’HCV-356 previamente a la hidrolisis
se descubrio la existencia de un unico cambio en el patrén de degradacion que afectaba a
los residuos Us;UAUGGCUsq (Fig. R.26A). En estas posiciones el RNA se volvia mas
resistente al procesamiento, lo cual sugeria un papel de estos nucleotidos en la interaccion

con el RNA sustrato.

Con el fin de comprobar si el consenso para este grupo estaba implicado en la

interaccion con el sustrato se procedid a analizar la variante HH363-32.
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R.6.1.7.1.- Variante HH363-32

En esta molécula la secuencia consenso para el grupo 7 se encuentra flanqueada por

motivos para los grupos 4 y 1, en 5’ y 3’ respectivamente.

La degradacion con RNasas (Fig. R.27A) mostrd que los nucledtidos UssUUGCAUy4
eran procesados especificamente por los tres agentes empleados en el ensayo. En el
dominio aptamero, la secuencia nucleotidica para el motivo consenso 1 (AssCCAACsg) se
mostraba completamente expuesta, mientras que el motivo consenso para el grupo 4 no
resultaba accesible por ninguno de los agentes hidroliticos utilizados (A4QUUCGCGAUL4).
La secuencia consenso para el grupo 7 (incluido entre las posiciones 47-51) se encontraba
parcialmente expuesta, ya que los residuos Gsg y Gs; eran susceptibles al tratamiento por
RNasa T1 y Pb®". Estos datos permitieron modelar la estructura de HH363-32 con el
programa MFold. El resultado se muestra en la figura R.27B.
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Fig. R.27.- Ensayos de proteccion a la degradacion con RNasas y Pb?* del RNA quimérico HH363-32.
Autorradiografia de un gel de poliacrilamida que muestra el patron de degradacion para HH363-32 obtenido
en ausencia (-) o en presencia (+) de S’HCV-356 con distintos agentes hidroliticos. La molécula HH363-32
fue marcada en su extremo 5° con *’P. En naranja, gris y morado se recuadran los nucle6tidos
correspondientes a los motivos consenso para los grupos 1, 4 y 7, respectivamente. En azul se destacan los
residuos del dominio HH363 que aparecen protegidos tras la asociacion con el sustrato 5’HCV-356. B)
Modelo tedrico de la estructura secundaria de HH363-32 obtenido mediante el programa MFold a partir de
los resultados de proteccion mostrados en A. En azul se muestran los nucledtidos que componen el dominio

catalitico y en verde el dominio aptdmero. El codigo de colores coincide con el mostrado en A.
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La asociacion al RNA sustrato provocod que la secuencia AssCCAACsy (consenso
para el grupo 1) quedase protegidas, tal y como indicaba su resistencia al procesamiento
(Fig. R.27A). No se detectdé ningiin cambio en la sensibilidad a la degradacion para los
nucleodtidos constituyentes de los consensos 4 y 7, por lo que no fue posible concluir su

papel en la asociacion a 5’HCV-356.

R.6.2.- Determinacion de los lugares de union en el RNA sustrato

5’HCV-356

Una vez identificadas las secuencias de los RNAs inhibidores implicadas en la
interaccion con el RNA sustrato, se procedid a la determinacion de los lugares de anclaje
en la molécula 5’ HCV-356.

Para ello el RNA 5’HCV-356 fue sometido a un estudio de proteccion con RNasas
(T1 y A) o con Pb*", de manera similar al realizado en el caso de los RNAs quiméricos, y
el patron de degradaciéon se compard con el obtenido en presencia de los distintos
representantes de cada grupo.

El RNA sustrato fue marcado en su extremo 5’ con *’P, y posteriormente incubado
con las variantes escogidas de cada familia. Todas las moléculas de RNA utilizadas
durante estos ensayos fueron desnaturalizadas durante 7 min a 65°C y renaturalizadas
posteriormente 10 min a 37°C, de manera previa a su utilizacion. La reaccion de asociacion
se llevo a cabo con un exceso de RNA quimérico de 200 veces en tampon TMN, seglin se
describe en Materiales y métodos. Se detuvo la formacién del complejo mediante
enfriamiento rapido a 4°C y seguidamente fue sometido a degradacion parcial con RNasa
T1, con RNasa A y con una soluciéon de acetato de plomo. Durante todo el proceso la
concentracién de Mg”" se mantuvo en 10 mM, por un lado para favorecer la formacion del
complejo y por otro para permitir la adquisicion de una estructura terciaria funcional del
IRES (Kieft et al., 1999). Las condiciones empleadas (tanto de reaccion como de
electroforesis) fueron idénticas a las descritas en el apartado anterior para los RNAs

quiméricos.
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R.6.2.1.- Grupo 1. Variante HH363-24

El lazo apical del dominio IIId (Gas3sUUGGG26s) es el lugar definido de manera
tedrica para la union del motivo consenso del grupo 1. Se trata de una zona altamente
accesible en el IRES, tal y como se demuestra con los ensayos de degradacion con RNasas
y con Pb”" (Fig. R.28). La unién de HH363-24 al RNA sustrato provocé un cambio en la
accesibilidad de los residuos incluidos en el lazo apical del dominio IIId, que se volvieron
mas resistentes a la hidrolisis (Fig. R.28). También se observo que el nucledtido en
posicion 82 y algunos de los residuos flanqueantes eran menos susceptibles a la
degradacion en presencia del RNA quimérico. Otro cambio detectable ocurria en la
secuencia G1;sACCCCC 4. Estos nucledtidos aparecian fuertemente protegidos del ataque
hidrolitico cuando el sustrato quedaba acomplejado con HH363-24. Este Gltimo patrén fue
observado también para el resto de variantes, lo cual sugiere un papel del dominio comun
HH363 en la interaccion con el RNA sustrato. Este resultado serd abordado en mayor

detalle en el apartado R.6.3.
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R.6.2.2.- Grupo 2. Variante HH363-31

El lugar tedrico de anclaje para este grupo es el lazo apical del dominio II; esta regién
se encuentra expuesta en la estructura del IRES, y es procesada en el RNA sustrato
5’HCV-356 (Fig R.29). Al degradar esta molécula en presencia de HH363-31, se inducia
una proteccion en los nucleodtidos constituyentes del lazo IT (Ag;GCCAUGs;). Este hecho
permitia suponer un papel de dichos residuos en la interaccion del sustrato con el inhibidor.
No se detectd ninglin otro cambio en la sensibilidad al procesamiento por parte del RNA

sustrato, ademas del mencionado para las posiciones 118-124.
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Fig. R.29.- Determinacion experimental de los nucleétidos de
5’HCV-356 implicados en la interaccion con HH363-31.
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R.6.2.3.- Grupo 3. Variante HH363-53

El andlisis del patron de degradacion del RNA sustrato en presencia de esta variante
permiti6 la deteccion de un cambio en la accesibilidad que afectaba a una amplia region de
5’HCV-356, comprendida entre los nucleétidos 290-304 (Fig R.30). En ausencia del RNA

C, . ., . + . ey
quimérico esta regién era parcialmente procesada por Pb>", sin embargo la adicion del
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inhibidor inducia una menor susceptibilidad a la degradacion en esos residuos,
principalmente en la posicion 295. No se consiguidé observar, por otro lado, ninguna
modificacion en la accesibilidad a nivel de la secuencia tedrica de anclaje (posiciones 282-
286).

Estos resultados no permitieron determinar el sitio de anclaje para HH363-53.
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Figura R.30.- Ensayos de proteccion mediante degradaciéon parcial con RNasas y Pb*" del RNA
5’HCV-356 en presencia de HH363-53. A) Autorradiografia de un gel de poliacrilamida en el que se
muestra el patrén de degradacion para la molécula 5’HCV-356 en ausencia (-) o en presencia (+) de HH363-
53. El RNA sustrato fue marcado en su extremo 5’ con **P. El codigo de color coincide con el descrito en la
figura R.28. B) Imagen ampliada en la que se aprecia la proteccion ocurrida tras la adicion del RNA inhibidor
entre los nucleotidos 290-305. C) Estructura secundaria de la region de S’HCV-356 que resulta protegida tras
la adicion de HH363-53. En mintscula se muestran los nucledtidos que se protegen como consecuencia de la
formacion del complejo entre las dos moléculas. En azul, morado y verde se destacan los residuos que
participan tedricamente en el anclaje de los motivos consenso 3, 4 y 7, respectivamente. L = Marcador de
pesos moleculares realizado con RNasa T1 sobre la molécula de RNA 5’HCV-356 en condiciones

desnaturalizantes.
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R.6.2.4.-Grupo 4. Variante HH363-10

Se realizaron ensayos de proteccion en el RNA 5’HCV-356 con RNasas T1 y A, asi
como con Pb**, para identificar el lugar de anclaje de HH363-10. Con esta aproximacion
no se pudieron detectar cambios en la accesibilidad de residuos del RNA sustrato en
presencia del RNA inhibidor (Fig. R.31A). Esto posiblemente sea debido a que la
secuencia teorica de anclaje para HH363-10 se encuentra incluida en el dominio
pseudoknot, una region altamente estructurada y resistente a la degradacion por los agentes
hidroliticos empleados en el estudio. Unicamente se confirmd la proteccion en las

posiciones 118-124, ya detectada para otras variantes.

Nombre Secuencia del ODN Secuencia diana
asIRES-196 5’- TAT CCA AGA -3°  5°-U;96CU UGG AUA 04 -3’
asIRES-280 5’-ACC ACA AG-¥ 57- Cy51UU GUG GUxsg -3°
asIRES-304 5’- ACT CGC AA -3° 5’- UzpsUG CGA GU3y, -3°
asIRES-321 5’-ACG AGA CCU -3*  5’- A31GG UCU CGU3p9 -3’

Tabla R.7.- Secuencias de los ODN utilizados en los ensayos de degradacion con RNasa H, asi

como su secuencia complementaria en el RNA sustrato.

Como aproximacion alternativa se realizaron ensayos de degradacion con RNasa H.
Este enzima es capaz de procesar especificamente los heteroduplex DNA-RNA vy ha sido
ampliamente utilizado en estudios de accesibilidad en moléculas de RNA de gran tamafio
(revisado en (Frank y Goodchild, 1997)). La estrategia consiste en la utilizacion de
oligonucleo6tidos de DNA de 6-8 residuos complementarios a una secuencia de un RNA. Si
este motivo se encuentra expuesto en la molécula, entonces podré interaccionar con su
ODN complementario y formar un heterodtiplex que sera reconocido y procesado por la
RNasa H. En el caso que nos ocupa se diseiitd un ODN complementario de la region teérica
de anclaje para HH363-10 (asIRES-304; tabla R.7). Si el RNA inhibidor utiliza como lugar
de interaccion con el sustrato la secuencia implicada en la hibridacion del ODN, entonces
se establece una competicion entre ambas moléculas que queda reflejada por una

disminucién en la proporcioén de productos derivados del tratamiento con RNasa H.
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Fig. R.31.- Determinacion de las secuencias del sustrato S’HCV-356 implicadas en la interaccién con
HH363-10. A) Autorradiografia de un gel de poliacrilamida que muestra el patron de degradacion de 5"HCV-
356 (marcado en su extremo 5’ con *’P) en ausencia (-) o en presencia (+) de HH363-10, obtenido con RNasa
T1, RNasa A o Pb*". El cédigo de color es el mismo que el empleado en la figura R.28. B) Degradacion de
5’HCV-356 con RNasa H en presencia del ODN asIRES-304. Se muestran las reacciones ensayadas sin (-) o
con (+) RNA quimérico. Se indica con una flecha el producto de procesamiento especifico. L = Marcador de
pesos moleculares realizado con RNasa T1 sobre la molécula de RNA 5’HCV-356 en condiciones

desnaturalizantes

Se llevo a cabo el ensayo realizando, en primer lugar, una reaccion de asociacion
entre el RNA sustrato 5’HCV-356, marcado radiactivamente en su extremo 5°, y HH363-
10, tal y como se describe en Materiales y métodos. A continuacion se incubo el complejo
formado con 5 pmol de ODN asIRES-304, complementario a la region 5’UTR desde el
nucledtido 305 al 312, y finalmente se traté con 0.5 U de RNasa H durante 20 min a 30°C.
Los resultados obtenidos se muestran en la figura R.31B. El sitio diana en el RNA sustrato
resultd parcialmente accesible al ODN que se habia disefado, generandose un producto de

corte del tamafio esperado (304 nt). La fraccion de RNA procesado disminuia en un 33%
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cuando se formaba el complejo ribozima:sustrato previamente a la reaccion de corte. La
utilizaciéon de un ODN complementario al lazo apical del dominio IIIb (asIRES-196) daba
lugar a un producto de corte especifico de 201 nt (datos no mostrados), cuya proporcion no
se veia modificada cuando el ensayo se realizaba en presencia de HH363-10. Este
resultado sugeria que la interaccion entre el RNA inhibidor y el sustrato era especifica y

que implicaba a las posiciones 305-312, constituyentes del motivo pseudoknot.

R.6.2.5.- Grupo 5. Variante HH363-50

El lazo apical del dominio IV en el IRES de HCV (posiciones 340-345) es el lugar de
union teodrico para esta variante. Cuando el RNA 5’HCV-356 fue degradado con RNasas y
Pb*" se observé que esta region se encontraba accesible (Fig. R.32). Sin embargo, en

presencia del inhibidor estos residuos se volvian resistentes a la hidrélisis.
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Este resultado permitia suponer una implicacion de la secuencia del lazo apical del
dominio IV en la interaccidon con HH363-50. También se detectd una menor sensibilidad a
la degradacion en un nucledtido proximo a la posicion 220. Al igual que para el resto de
representantes, se aprecid asimismo una mayor resistencia al procesamiento en las

posiciones 118-124.

R.6.2.6.- Grupo 6. Variante HH363-17

Se llevé a cabo un estudio del patrén de degradacion generado por S’HCV-356 en
ausencia y en presencia de HH363-17 (Fig R.33A). Los resultados no permitieron obtener
datos concluyentes acerca la importancia de los lugares de anclaje para los grupos 3 y 6 en
la interaccion con el RNA con el RNA quimérico HH363-17. Sin embargo, se observo que
en torno a las posiciones 160 y 190 la sensibilidad a la hidrélisis por Pb*" disminuia

cuando el sustrato estaba acomplejado con el RNA quimérico.

Con el fin de definir de manera mas precisa el lugar de anclaje para HH363-17 se
opto por llevar a cabo un ensayo de accesibilidad y proteccion con RNasa H. Para ello se
realiz6 el estudio con dos ODN complementarios a las regiones de union tedricas para los
grupos 3 (asIRES-280) y 6 (asIRES-321). Las condiciones empleadas fueron similares a
las utilizadas en el caso de HH363-10, y los resultados derivados del ensayo se muestran
en la figura R.33B. Para el ODN asIRES-280 se observaron dos productos de corte: uno
con un tamano de aproximadamente 285 nt, el cual coincidiria con la longitud esperada
tras el corte en la posicion de hibridacion del ODN; un segundo producto de 270 nt, lugar
donde termina el lazo del dominio IIId. Los productos de corte inespecificos por parte de la
RNasa H no son infrecuentes ya que es capaz de procesar un heterodiplex minimo
constituido por cuatro apareamientos (Donis-Keller, 1979). No se pudieron apreciar
cambios en la proporcion del producto especifico cuando HH363-17 estaba presente, sin
embargo si que se constatd una proteccion evidente en el caso del producto de menor
tamafo. Este hecho podria indicar la existencia de interacciones transitorias a este nivel
que favorecen el anclaje posterior a regiones mas estructuradas del RNA sustrato. Por

tanto, estos resultados no permitieron obtener conclusiones acerca del papel que tiene el
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lugar de anclaje para el motivo consenso 3 de la variante HH363-17 en la interaccion con

el sustrato.

T A Pb*

ODN

= L~-+ -+ - + HH363-17

HH363-10
5'HCV-356
<4— 5’HCV-356

<4328

200-

143 -

200-

10—
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1
i

W R e

Fig. R.33.- Determinacion experimental de los residuos del RNA sustrato S’HCV-356 implicados en la
interaccion con HH363-17. A) Autorradiografia de un gel de poliacrilamida que muestra el patrén de
degradacion de 5’HCV-356 (marcado en su extremo 5° con **P) en ausencia (-) o en presencia (+) de HH363-
17, obtenido con RNasa T1, RNasa A o Pb*". Los residuos delimitados en naranja constituyen el lugar de
anclaje para el motivo consenso del grupo 3, mientras que en azul se sefala el lugar de anclaje para el motivo
consenso del grupo 6. En verde se recuadran los nucledtidos comprendidos entre las posiciones 118-124, que
aparecen protegidos tras la adicion de HH363-10. Las flechas indican posiciones que ven modificada su
sensibilidad a la degradacion con Pb*" en presencia del RNA quimérico. B) Degradaciéon de 5°HCV-356 con
RNasa H en presencia del ODN asIRES-321. Se muestran las reacciones ensayadas sin (-) o con (+) RNA
quimérico. Se indica con una flecha el producto de procesamiento especifico. L = Marcador de pesos
moleculares realizado con RNasa T1 sobre la molécula de RNA 5’HCV-356 en condiciones

desnaturalizantes.
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Por otro lado, en el caso del procesamiento en presencia del ODN asIRES-321,
unicamente se aprecid un producto de corte del tamafio esperado que aparecia protegido en
presencia de HH363-17, lo cual permitio definir el lugar de anclaje para los representantes
del grupo 6 (Fig. R.33B).

De nuevo, y de igual manera que para la variante HH363-10, la proporcion del
producto de corte especifico generado tras la adicion del ODN no relacionado asIRES-196

no se vio modificada tras la adicion de HH363-17 (datos no mostrados).

R.6.2.7.- Grupo 7. Variante HH363-18

La variante HH363-18 presenta tres motivos consenso (2, 5 y 7) a través de los cuales
puede interaccionar con el RNA sustrato. Los lugares de union teéricos se localizan en el
lazo apical II, en el alzo apical IV y en el dominio Ille, respectivamente. Todos ellos
fueron sensibles a la hidrolisis cuando se degraddé 5’HCV-356 (Fig. R.34). La asociacion
entre el RNA quimérico y el sustrato provocd la proteccion de los residuos
A3 GCCAUGs7, componentes del lazo apical del dominio II, aunque no se apreciaron
cambios en el patron de degradacion para los dominios IV y Ille (Fig. R.34). Esta variante

también generaba proteccion en las posiciones 118-124.
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R.6.2.7.1.- Variante HH363-32

Los tres posibles lugares de anclaje para HH363-32 se encuentran en los dominios
[I1d (grupo 1), Ille (grupo 7) y IIIf (grupo 4). Los dos primeros son susceptibles al ataque
por agentes hidroliticos especificos de cadena sencilla, sin embargo el Gltimo participa en
la formacion de la estructura pseudoknot y no es sensible al procesamiento (Fig. R.35).
Cuando el RNA sustrato fue degradado con RNasa T1, RNasa A o Pb*" en presencia de
HH363-32 se observo una mayor resistencia al procesamiento por parte de los nucleétidos
pertenecientes al dominio IIId. También se constatod este efecto aunque de manera menos
evidente para el dominio Ille cuando era degradado con Pb*". Estos resultados permitieron
asociar estos residuos con la interaccion entre el RNA sustrato y el RNA quimérico,
aunque no permitieron concluir la importancia que presentaba el dominio IIIf en la

asociacion entre ambas moléculas.

A B
T A Pb*
- L -+~ + = + HH363-32 U, Tl A Pb2
S'HCV-356 —p gﬁ g - L - + - % - + HH36332
300— u [
- [Es T 297 G
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230- u 308
* r g czsa xzw
_ mEEEEN |G »
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143 —
Cos
c
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" Fig. R.35.- Determinacién de los nucleétidos de S’HCV-356
implicados en la unién a HH363-32. Autorradiografia de un gel
82— o — de poliacrilamida en el que se muestra el patron de degradacion

para la molécula 5’HCV-356 (marcado en su extremo 5° con **P)
en ausencia (-) o en presencia (+) de HH363-32. En naranja
aparecen recuadrados los nucleotidos que constituyen el lugar de
anclaje del motivo consenso para el grupo 1, en morado para el
grupo 4 y en azul para el grupo 7. En verde se recuadran los
residuos 118-124, que quedan protegidos tras la adicion del RNA
quimérico. L = Marcador de pesos moleculares realizado con
RNasa T1 sobre la molécula de RNA 5’HCV-356 en condiciones

desnaturalizantes.
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En conclusion, se puede afirmar que, a excepcion del grupo 3, todos los motivos
consenso obtenidos por seleccion in vitro se encuentran implicados en el establecimiento
de interacciones con el RNA sustrato 5’HCV-356, y que las secuencias a las que son

complementarias en la region 5’UTR actiian como lugares de anclaje para dichos motivos.

R.6.3.- Determinacion del papel ejercido por HH363 en la

interaccion de los RNAs quiméricos a su sustrato

En todos los ensayos de proteccion llevados a cabo sobre el RNA sustrato en
presencia de los distintos inhibidores se detectd que los nucledtidos situados entre las
posiciones 118-124 quedaban protegidos de la degradacién. Dado que el dominio catalitico
HH363 es la unica secuencia comun entre todas las variantes, se procedié a determinar
experimentalmente la implicacion de HH363 en la union al sustrato. La ribozima fue
obtenida mediante transcripcion in vitro, utilizando como DNA molde el plasmido
pBSHH363 digerido con el enzima BamH]1. Se realizaron degradaciones parciales del
RNA sustrato 5’"HCV-691gg marcado en 5° con **P en ausencia y en presencia de HH363,
con RNasa T1, RNasa A o con Pb*", de igual forma que para los RNAs quiméricos. La
utilizacion de esta molécula en lugar de 5’HCV-356 permitiria determinar la relevancia de
la unién a nivel de los residuos 118-124 en presencia del sitio diana 363. Los resultados

obtenidos se muestran en la figura R.36.

En presencia de HH363 se generaba una especie molecular que implicaba al RNA
sustrato y que migraba mas lentamente que 5’HCV-691gg. En estas condiciones, la
interaccion a través de los residuos 118-124 resulta evidente, lo cual sita a esta region

como un lugar de interaccion con el motivo catalitico.
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<— Complejo
Fig. R.36.- Analisis de los nucleétidos del RNA sustrato

| & sHCU-69100 implicados en la asociacién con HH363. Autorradiografia de un
gel de poliacrilamida en el que se muestra el patrén de
! i e degradacion para la molécula 5’ HCV-691gg en ausencia (-) o en

presencia (+) de HH363. El RNA sustrato fue marcado en su

extremo 5’ con 2P, el RNA inhibidor se utiliz6 sin marcar. En
verde se recuadran los residuos 118-124, que aparecen protegidos
tras la adicion de la ribozima. L = Marcador de pesos moleculares
o realizado con RNasa T1 sobre la molécula de RNA 5’HCV-691gg

en condiciones desnaturalizantes.
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Por tanto, existe un lugar alternativo de anclaje para el dominio catalitico que podria
favorecer y estabilizar la union a través de las secuencias consenso presentes en el dominio

aptamero.

R.6.4.- Determinacion de los nucledtidos implicados en la

interaccion. Conclusiones

A continuacidn se procedera a resumir los principales resultados obtenidos a partir de
los ensayos de proteccion realizados tanto con los RNAs inhibidores como con el sustrato

(tabla R.8).
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Variante Grupo Consenso Secuencia en el Secuencia
inhibidor de anclaje

HH363-24 1 5> MCCAAC 3’ 5’ CCCAAC 3’ 5’ G23GUUG67 3°
HH363-31 2 5’ YAUGGCU 3’ 5 UAUGGCU 3’ 5" AgtGCCAUGg; 3’
HH363-53 3 5’ CCACV 3’ 5’ CCACG 3’ n.d.
HH363-10 4 5" RUUCGNRAK 3 | 5 AUUCGUAAU 3> = 5’ C50,UUGCGAGUj3,, 3’
HH363-50 5 5’AUYRUNG 3’ 5> AUCAUGG 3’ 57 C340CAUGAG346 3’
HH363-17 3 5 CCACV 3’ 5’ CCACA 3’ n.d.

6 5’ YGAGWYY 3’ 5’ UGAGACU 3’ 5’ G3GUCUCG;5 3°
HH363-18 2 5’ YAUGGCU 3’ 5 UAUGGCU 3’ 5’ AgiGCCAUGs; 3°

5 5> AUYRUNG 3’ 5 AUUGUCG 3’ n.d.

7 5" AUURG 3’ 5" AUUAG ¥’ n.d.
HH363-32 1 5’ MCCAAC 3’ 5" ACCAAC ¥ 5’ G23GUUG67 3°

4 5” RUUCGNRAK 3° | 5° AUUCGCGAU 3’ n.d.

7 5" AUURG 3’ 5 AUUGG 3’ 57 C3UGAUp; 3’

Tabla R.8- Secuencias identificadas mediante el proceso de seleccion molecular in vitro. Se muestran los
inhibidores representantes de cada grupo, las secuencias que los clasifican en las distintas familias y su lugar
de anclaje determinado experimentalmente. Y =CoU; R=GoA;M=A0C;K=GoU;W=Ao0oU; V=

A, C o G; N = cualquier nucledtido; n.d. = no determinado.

R.6.4.1.- Variante HH363-24

Los ensayos de proteccion realizados sobre el inhibidor HH363-24 mostraron que el
motivo consenso para el grupo 1 aparecia expuesto, y que la union al RNA sustrato
cambiaba el patron de degradacion provocando una disminucidn en el procesamiento por
ribonucleasas y Pb%* a nivel de los residuos Cs4CCAACso. Estos nucledtidos quedaban
expuestos en un lazo apical, segun los estudios predictivos llevados a cabo con el programa
MFold. Por otro lado, cuando se realizaron los ensayos de proteccion para la molécula
5’HCV-356, se observo que la interaccion con el RNA quimérico inducia un cambio en la
accesibilidad de los residuos constituyentes del lazo apical del dominio IIId; inicialmente
estas posiciones eran altamente sensibles a la hidrdlisis, pero la uniéon con HH363-24

conducia a una proteccion en esos nucleotidos.
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Estos resultados permitieron concluir que en la interaccion entre el sustrato y el RNA
inhibidor se encontraban implicados los nucle6tidos del motivo consenso y el lazo apical

del dominio IIId.

R.6.4.2.- Variante HH363-31

El patron de degradacion para HH363-31 revelo la presencia del motivo consenso en
una region expuesta de la molécula, que se volvia resistente a la hidrélisis tras la
asociacion con el RNA sustrato. Con los datos experimentales, los estudios predictivos de
estructura secundaria mostraron que el motivo consenso se encontraba situado en el lazo
apical de una estructura en horquilla. Por otro lado, la degradacion de 5’HCV-356 en
presencia del RNA quimérico inducia una proteccion en los nucledtidos del lazo apical del

dominio II.

R.6.4.3.- Variante HH363-53

El patron de degradacion mostrado por esta molécula revelaba una region claramente
accesible: por un lado, la secuencia CssCACGCCGAg, que contiene el motivo consenso
para el grupo 3; por otro, la secuencia UscgUGUGAUUC44. En el primer caso la asociacion
con el RNA sustrato no provocaba ninguna alteracion en el patron de degradacion. Sin
embargo, en el segundo caso se observaba que los nucledtidos se volvian resistentes al
procesamiento. Los estudios predictivos realizados con estos datos experimentales
revelaron la formacion de una estructura tipo tallo-lazo en la que quedaban expuestos los
residuos comprendidos entre las posiciones 36-44.

El andlisis de estructura secundaria del RNA sustrato 5’HCV-356 mostraba que
existia cierta predisposicion a la degradacion en los residuos comprendidos entre las
posiciones 295-303. En presencia de HH363-53 se producia un cambio en la sensibilidad
de estos residuos a la hidrélisis. No se pudieron apreciar modificaciones del patron de

degradacion en el lugar tedrico de anclaje para el motivo consenso 3.
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R.6.4.4.- Variante HH363-10

En los ensayos de proteccion llevados a cabo con el RNA quimérico HH363-10 se
observé que el motivo consenso era procesado, asi como la secuencia adyacente en 5°, lo
cual situaba a esta secuencia en una region expuesta de la molécula. En la prediccion
estructural que se realizd con estos resultados el motivo consenso aparecia formando un
lazo apical, pero los residuos posicionados en 5’ (C4UGAGUGye) se disponian en un
daplex con la secuencia UssACUGAGg4. El procesamiento en el motivo consenso se veia
disminuido en presencia del RNA sustrato.

El lugar de anclaje para este consenso en el sustrato fue determinado mediante
degradacion con RNasa H utilizando un ODN complementario del lugar tedrico de union
en el motivo IIIf, que participa en la formacion de la estructura pseudoknot. Debido al alto
grado de estructuracion de esta region, el RNA sustrato fue procesado débilmente por la
RNasa H, aunque se pudo apreciar que la fraccion de producto generado disminuia en

presencia de HH363-10.

R.6.4.5.- Variante HH363-50

El patron de degradacion para esta molécula mostrd que el motivo consenso para el
grupo 5 era procesado de manera especifica tanto por las RNasas T1 y A como por Pb*", lo
cual indicaba que los residuos se hallaban expuestos. El estudio predictivo situaba a este
motivo en un lazo apical cerrado por un par G-A (A49-Gss), que forma parte del motivo
consenso.

En presencia del inhibidor, los nucledtidos del sustrato que componen el sitio de

anclaje tedrico para HH363-50 quedaban protegidos de la hidrdlisis.

R.6.4.6.- Variante HH363-17

Los motivos consenso para los grupos 3 y 6 en HH363-17 no fueron procesados por

ninguno de los agentes empleados en el estudio, lo cual implicaba una interaccion de estas
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secuencias con otros residuos de la molécula. Cuando se realizo el ensayo en presencia de
5’HCV-356 no se aprecio ningun cambio en la accesibilidad para los motivos consenso de
los grupos 3 y 6.

Cuando se llevaron a cabo ensayos de proteccion con RNasas y Pb2+ sobre el RNA
sustrato acomplejado a la molécula de RNA quimérico no se pudieron apreciar cambios en
el patrén de degradacion con respecto a la molécula sin acomplejar para ninguna de las dos
posiciones tedricas a las cuales debia de anclarse el inhibidor. Por ello se opt6 por realizar
ensayos de degradacion con RNasa H utilizando ODNs dirigidos frente a ambas
posiciones. Al igual que en el caso de HH363-10, la proporcion de RNA sustrato procesada
resultd escasa. A pesar de ello, se observd una caida en los niveles de producto cuando el
RNA 5’HCV-356 era previamente acomplejado con el inhibidor. Esto pudo ser demostrado
para el lugar de anclaje tedrico del grupo 6, pero no asi para el 3. En este caso la cantidad
de producto especifico generado se incrementaba en presencia de HH363-17, mientras que,
sorprendentemente, la fraccion del producto inespecifico de 271 nt se veia drasticamente

disminuida.

R.6.4.7.- Variante HH363-18

La molécula HH363-18 presenta tres motivos consenso en su dominio aptamero para
los grupos 2, 5y 7. Los ensayos de degradacion permitieron comprobar que el motivo
consenso para los grupos 2 y 5 se encontraba en una region expuesta, aunque no asi la
secuencia consenso para el grupo 7. El andlisis predictivo obtenido a partir de los
resultados experimentales situaba a estas secuencias en el lazo apical de una estructura en
horquilla, mientras que el consenso para el grupo 7 quedaba incluido en el tallo de dicha
estructura. La degradacion del complejo RNA inhibidor:sustrato mostré que los motivos de
los grupos 2 y 5 aparecian protegidos, pero no se pudo apreciar ningin cambio en la
accesibilidad en el lugar de anclaje tedrico para el consenso del grupo 7, ni para las
secuencias que lo flanquean.

Cuando se analiz6 el patron de degradacion de S’HCV-356 en presencia del RNA
quimérico, Unicamente se comprobd la existencia de cambios en la accesibilidad en el

dominio 2. La interaccion entre el RNA inhibidor y la molécula de sustrato provocéd que
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los residuos situados en el lazo apical del dominio II, y que inicialmente eran sensibles al
ataque hidrolitico, quedasen protegidos. No se observaron modificaciones en la
conformacion de los lugares tedricos de anclaje para los grupos 5y 7, por lo que se puede

afirmar que la interaccion a través del dominio II resulta favorecida.

R.6.4.8.- Variante HH363-32

La variante HH363-32 se analizd para comprobar el papel que el consenso para el
grupo 7 y su lugar de anclaje tedrico en el RNA sustrato desempefiaban en el
establecimiento de la interaccion entre ambas moléculas. En los ensayos de degradacion se
observd que los motivos consenso para los grupos 1 y 7 aparecian sensibles al
procesamiento, y quedaban situados, segin el estudio predictivo realizado, en un lazo
apical y en un lazo interno respectivamente. El consenso para el grupo 4 no era hidrolizado
y participaba en la formacién de un duplex. El estudio de la proteccion ejercida por el
inhibidor sobre el RNA sustrato mostré que solamente los residuos que componen la
secuencia consenso para el grupo 1 quedaban protegidos del ataque hidrolitico, mientras
que no se pudo detectar ningun cambio estructural para los motivos 4y 7.

Los ensayos de proteccion a la degradacion parcial con RNasas y con Pb”" obtenidos
para 5’HCV-356 en presencia de HH363-32 mostraron que los residuos constituyentes del
lazo apical IIId (lugar tedrico de unidén para el motivo consenso del grupo 1) quedaban
protegidos del procesamiento. También se observaba proteccion en los nucledtidos del
dominio Ille, pero no se apreciaron cambios en la accesibilidad de los nucledtidos
componentes del motivo pseudoknot, al igual que ocurre en el caso de las variantes

HH363-10 y HH363-17.
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D.- DISCUSION

La asociacion eficaz y especifica entre una ribozima y su RNA diana en un contexto
intracelular es un factor determinante del que depende en gran medida el éxito de la terapia
mediada por RNAs cataliticos. Por tanto, la incorporacion a la ribozima de dominios que
favorezcan su unidn con el sustrato es una aproximacion necesaria y que ha demostrado ser
efectiva previamente (Puerta-Fernandez et al., 2002; Puerta-Fernandez et al., 2003a;
Puerta-Fernandez et al., 2005). Sin embargo, el disefio y eleccion de estos dominios, asi
como del lugar al cual anclarlos, no resulta trivial y se hace necesario el desarrollo de
estrategias a partir de las cuales se puedan definir los lugares 6ptimos de anclaje para una

ribozima.

En esta memoria se describe el disefio y desarrollo de un método de seleccion
molecular in vitro que permite obtener inhibidores de la funcién del IRES de HCV. Los
inhibidores seleccionados presentan dos dominios funcionales: un dominio catalitico, que
procesa la region IRES, y un dominio aptdmero capaz de unirse a dicha region. Los
resultados obtenidos permiten suponer un enorme potencial antiviral en los nuevos
inhibidores identificados. Asimismo, es posible pensar en hacer extensiva la estrategia de
seleccion aqui descrita para la obtencion de nuevas moléculas destinadas a la inactivacion

de cualquier RNA viral o celular que se desee bloquear.

D.1.- Diseiio de ribozimas dirigidas frente a la region 5’UTR de

HCV

Hasta la fecha, las terapias desarrolladas para combatir al HCV no han resultado
efectivas debido a la generacion de variantes virales resistentes. Los tratamientos actuales
basados en una combinacidon de interferon y ribavirina tinicamente consiguen detener la
infeccion en un 40% de los infectados, por lo que es preciso idear nuevas estrategias

dirigidas frente a dianas alternativas. La region 5’UTR del genoma de HCV (y mas
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concretamente el dominio IRES) es un buen candidato para ser utilizado como blanco de
accion de los nuevos inhibidores, debido principalmente a que su secuencia se encuentra
muy conservada y a que ejerce una funcidn esencial para la multiplicacion del virus en el
interior celular. De hecho, existen numerosos trabajos en los que se describe el uso de
RNAs como inhibidores del inicio de traduccion (1.8.4), y recientemente se ha disehado un
ODN antisense complementario a la regiéon 3’ del IRES que esta siendo ensayado
clinicamente (McCaffrey et al., 2003; Soler ef al., 2004).

La ribozima hammerhead utilizada en este estudio procesa especificamente el
genoma de HCV en la posicion 363. El sitio diana se encuentra en una region esencial para
el virus: por un lado, estéd incluido en el marco abierto de lectura para la poliproteina viral;
por otro, se ha comprobado que esta secuencia es necesaria para la funcién del IRES
(Honda et al., 1996b; Lu y Wimmer, 1996; Reynolds et al., 1995). Recientemente se ha
descrito que el sitio de corte y su entorno molecular se encuentran implicados en la
formacion de una estructura similar al tRNA, que in vitro es reconocida y procesada por
RNasa P de origenes diversos en las posiciones 361-363 (Fig. D.1A, D.1B; Nadal ef al.,
2002; Nadal et al., 2003; Sabariegos et al., 2004; Piron et al., 2005). En un estudio llevado
a cabo por Piron et al. se determind experimentalmente la estructura secundaria de esta
region y se constatd su parecido con el del sustrato minimo para la RNasa P (Fig. D.1C).
Como se puede apreciar, el sitio de corte para la ribozima hammerhead aparece expuesto
en un lazo que queda cerrado por dos apareamientos consecutivos. El significado biologico
de esta estructura se desconoce, aunque se encuentra altamente conservada, por lo que su
presencia resulta ventajosa para el virus (Piron ef al., 2005); se ha propuesto que podria
estar implicada en la captura de factores proteicos importantes en el inicio de traduccion
(Lyons y Robertson, 2003). Por tanto, su empleo como diana estd ampliamente justificado.

La ribozima HH363 ha sido empleada previamente, incluida en vectores
adenovirales; en este sistema Unicamente era capaz de inhibir parcialmente la replicacion
viral (Lieber et al., 1996). Nosotros procedimos a analizar este motivo, tanto su actividad
catalitica como su afinidad por el RNA sustrato, asi como su capacidad para inhibir la
funcion del IRES en un sistema de traduccion in vitro.

Los resultados obtenidos en los experimentos de asociacion y de procesamiento
mostraron que HH363 se unia con gran afinidad a su sustrato y lo procesaba eficientemente

bajo las condiciones empleadas. Sin embargo, cuando se procedi6 a caracterizar su
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capacidad para bloquear la traduccion dependiente de IRES se observd que los excelentes
resultados de procesamiento y asociaciéon no se correspondian con el efecto inhibidor
observado. La ribozima HH363 se comportaba como un inhibidor poco efectivo cuando su
sustrato se encontraba en un contexto molecular diferente. Ello posiblemente fuera debido
a la presencia de factores proteicos que interaccionan con el dominio IRES durante el
inicio de la sintesis proteica, con los cuales el ribozima debe de competir para unirse a su

sitio diana.
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Fig. D.1.- Comparacién de la estructura del sustrato natural de la RNasa P con la del RNA sustrato
5’HCV-691 entre las posiciones 331-390. A) Esquema representativo de la estructura del pre-tRNA. El sitio
de procesamiento para la RNasa P se indica con una flecha. B) Representacion de la secuencia % EGS
minima (Yuan y Altman, 1994) unida a un RNA diana y el sitio de reconocimiento para la RNasa P. C)
Estructura secundaria del RNA sustrato 5S’HCV-691 comprendida entre las posiciones 331-390. Las flechas
rojas indican los sitios que son reconocidos y procesados por la RNasa P. El sitio de corte para HH363 se

indica por una flecha verde. Adaptado de (Piron et al., 2005).

Por esta razon se hace necesaria la optimizacion y desarrollo de nuevos inhibidores,
capaces de competir de manera efectiva con otras moléculas que puedan unirse al RNA
sustrato. La incorporacion al motivo catalitico de dominios que favorecen la asociacion es
una buena aproximacion. Para su disefio se llevo a cabo un método de seleccion molecular

in vitro.
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D.2.- Desarrollo del método de seleccion molecular in vitro

El método de seleccion desarrollado en este trabajo presenta una serie de
caracteristicas que lo diferencian del resto de aproximaciones abordadas hasta ahora por
otros autores (Aldaz-Carroll et al., 2002; Kikuchi et al., 2003; Kikuchi et al., 2005): por un
lado, destaca su esquema en dos pasos; por otro, es la primera aproximacion en la que se
utiliza la region IRES completa, lo cual permite la conservacion de la estructura secundaria
y las interacciones a larga distancia entre distintos dominios. Esto permite la seleccion de

nuevas moléculas que de otro modo no ha sido posible identificar.

En el primer paso se rescatan variantes activas para la unién al RNA sustrato; en un
segundo paso, las moléculas resultantes del primero que aun conservan su capacidad
catalitica se mantienen en la poblacion. Esta particularidad condiciona el disefio de la
poblacion que va a ser sometida al proceso de seleccion y las caracteristicas del RNA
sustrato empleado en cada situacion.

El disefio de la poblacion viene determinado por la necesidad de conseguir
moléculas cataliticamente activas. El esqueleto basico esta constituido por la ribozima
hammerhead que procesa eficientemente el genoma de HCV en el nucledtido 363
(HH363). Este dominio aporta la capacidad de degradar especificamente el RNA sustrato y
se mantiene invariable a lo largo de todo el proceso de seleccion. La eleccion de esta
ribozima como base para el disefio de la poblacion viene fijada por la necesidad de
conseguir catalizadores efectivos que puedan ser recuperados en el segundo paso de
seleccion. La adicion del motivo variable en 3’ del dominio catalitico introduce la
heterogeneidad y potencia la asociacion del dominio catalitico al RNA sustrato.

La incorporacion en el proceso de seleccion de dos pasos diferenciados requiere la
utilizacion de sustratos diferentes que se ajusten al procedimiento experimental. El disefio
de estas moléculas resulta critico para el correcto funcionamiento del sistema.

En el primer paso se establece que Unicamente se rescaten moléculas capaces de
asociarse a la region 5’UTR, independientemente de su capacidad de procesamiento. Para
ello es encesario que el RNA sustrato no pueda ser cortado por la ribozima hammerhead.

En este punto existen dos posibilidades:
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- Una primera opcién consistiria en la construccion de una molécula que presentase
el sitio de corte mutado, de manera que la catalisis no se produzca. Este seria el caso del
sustrato 5S’HCV-691gg, utilizado en los ensayos de asociacion. El principal problema que
surge es la posible seleccion de motivos aptdmero que no son mas que extensiones de la
hélice III de la ribozima, lo cual ocurriria como consecuencia de la presencia en el RNA
sustrato del lugar de anclaje para el motivo catalitico.

- La segunda opcién soluciona el problema planteado por la primera. La construccion
de un RNA sustrato que no presenta el lugar de unidon y procesamiento del dominio
ribozimico evita la seleccion de extensiones en la hélice III. La molécula disefiada contiene
los primeros 356 nt del genoma viral, que permiten el mantenimiento de la estructura
secundaria (5’HCV-356).

La conservacion de la estructura en el RNA sustrato es un factor que resulta critico
para la seleccion de aptameros. Su inmovilizacion a la columna de sefarosa-estreptavidina
requiere también de una aproximacion diferente a las descritas hasta la fecha (Kikuchi et
al., 2003; Kikuchi et al., 2005). En esos trabajos previos se detalla una estrategia de
inmovilizacion de moléculas de RNA largas mediante la hibridacion a través de su extremo
3’ con un oligonucleotido biotinilado. Sin embargo, no parece improbable que en nuestra
molécula de sustrato esta interaccion ocasionara una alteracion de la estructura del dominio
IV y su entorno molecular. Esto nos impuls6 a desarrollar una nueva aproximacion, que
implica la introduccion de nucleoétidos biotinilados durante el proceso de transcripcion in
vitro. Dado el caracter voluminoso que presenta el ligando de biotina, es necesario que su
incorporacién a la molécula de RNA no exceda en una o dos posiciones, para que la
estructura secundaria del sustrato se vea afectada minimamente. Para ello se recurrié al
protocolo descrito por Theissen ef al. (Theissen et al., 1989), con el que es posible marcar
las moléculas de RNA durante su sintesis en una inica posicion teorica.

En el segundo paso se eliminan de la poblacion aquellos representantes que han
perdido su capacidad catalitica, para lo cual el sustrato debe de mantener el sitio de
procesamiento de la ribozima en la posicion 363. El RNA 5’HCV-691 contiene desde el
nucleodtido +1 hasta el 691 del genoma viral, incorporando asi no sélo la secuencia de corte
sino también regiones a través de las cuales se establecen interacciones a larga distancia
con el dominio IRES. En concreto, se ha descrito que los nucleotidos comprendidos entre

las posiciones 433-439, junto con otras secuencias presentes en 3’ de ésta, podrian
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potenciar la traduccion mediada por el IRES debido a una interaccion con las posiciones
27-33 (Honda et al., 1999b; Kim et al., 2003; Beguiristain et al., 2005). Existen también
estructuras tipo tallo-lazo integradas en la region que abarca desde el nucleotido 388 hasta
el 508 (Smith y Simmonds, 1997; Wang et al., 2000), y cuya formacion depende del
entorno molecular, en el que se incluye el sitio diana de la ribozima HH363. Por todo lo
expuesto, se considerd interesante la incorporacion de gran parte de la secuencia
codificante de la proteina de la capsida para posibilitar la adquisicion de una estructura
similar a la adquirida en el genoma viral, imitandose asi el contexto de secuencia en el que
se encontrarian los inhibidores seleccionados.

Para la inmovilizacion de este RNA sustrato se optd por la estrategia seguida por
Kikuchi et al. (Kikuchi et al., 2003; Kikuchi et al., 2005), en la que la molécula a
inmovilizar en la columna de sefarosa-estreptavidina es hibridada a través de su extremo 3’
con un ODN complementario cuyo extremo 5’ se encuentra biotinilado. En este caso, a
diferencia de lo que ocurria con la molécula 5’HCV-356, no se espera afectar la estructura
global ya que la region 3’ no ha sido implicada atn en el establecimiento de interacciones a

larga distancia con otras regiones del RNA viral.

Otra de las caracteristicas que contribuye a la originalidad del método descrito en esta
memoria es la seleccion de moléculas frente a la totalidad de la region 5° UTR del genoma
de HCV. En otras aproximaciones desarrolladas hasta ahora para la obtencion de
aptameros de RNA frente al IRES de HCV, se habia simplificado el disefio mediante la
utilizaciéon de dominios aislados (Aldaz-Carroll et al., 2002; Kikuchi et al., 2003; Da
Rocha Gomes et al., 2004; Kikuchi et al., 2005). Con este tipo de esquema se pueden
producir alteraciones estructurales en el RNA sustrato, ya que se han descrito interacciones
a larga distancia entre dominios del IRES que configuran la geometria de la molécula
(Lafuente et al., 2002). La introduccidon en nuestro modelo de la secuencia completa
permite el establecimiento de dichas interacciones asi como la adquisiciéon de una
estructura mas similar a la real. Ello ha influido en la selecciéon de dominios aptdmero
capaces de unirse a la region del motivo pseudoknot o al lazo Ille, lugares de anclaje que
previamente no habian sido descritos, posiblemente debido a que la estructura adoptada
por la molécula que se ha empleado como RNA sustrato es diferente a la adquirida en el

caso de la utilizacion de dominios aislados.
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D.3.- Secuencias seleccionadas

Tras la aplicacion de seis ciclos de seleccion, se rescataron 30 secuencias diferentes
de RNA a partir de 60 colonias aisladas. En todas ellas se definieron una serie de motivos
conservados que podian aparear tedricamente con secuencias unicas en la region 5’UTR.
Algunos de los consensos seleccionados son similares a otros descritos previamente como
buenos motivos a través de los cuales interaccionar con el IRES, en concreto los consensos
para los grupos 1 (Kikuchi et al., 2005), 2 (Kikuchi et al., 2003; Da Rocha Gomes et al.,
2004) y 5 (Aldaz-Carroll et al., 2002). En esos estudios se han caracterizado dichas
secuencias y se ha demostrado su interaccion con la region IRES a nivel de los dominios
IIId, I y IV respectivamente. No obstante, los motivos identificados en este trabajo
diferian de los ya descritos, posiblemente debido a la estrategia de seleccion en si o a las
secuencias particulares que flanquean los dominios aptamero (tabla D.1). La seleccion de
las cuatro familias restantes resultod original con respecto a los trabajos previos, indicando
asi que el disefio y desarrollo del método ampliaba los resultados obtenidos hasta la fecha

por otros autores.

Consenso Consenso obtenido por otros autores Referencia
MCCAAC 5" ACCCA 3’ (Kikuchi et al., 2005)
5’ UAUGGCU 3’ (Kikuchi et al., 2003)
YAUGGCU
5> AUGGCU 3’ (Da Rocha Gomes ef al., 2004)
AUYRUNG 5 AUCAUGG 3’ (Aldaz-Carroll et al., 2002)

Tabla D.1.- Motivos consenso obtenidos por seleccion in vitro frente a dominios de la region IRES de
HCYV. Se muestran las secuencias consenso identificadas por el proceso de seleccion descrito en esta

memoria similares a las descritas por otros autores.
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D.4.- Importancia de los motivos consenso en la union al RNA

sustrato y determinacion de los lugares de anclaje

En este apartado se procedera a discutir la implicacion de los diferentes motivos
consenso en la union al RNA sustrato, asi como de los lugares de anclaje determinados
experimentalmente. En la tabla D.2 aparecen recogidas las conclusiones fundamentales

obtenidas a partir de los estudios de accesibilidad.

Variante Grupo Consenso Secuencia
de anclaje

HH363-24 1 5> MCCAAC ¥’ 57 - GasGUUGyg; - 37
HH363-31 2 5> YAUGGCU 3° 5" AgiGCCAUGg; 3’
HH363-53 3 5’ CCACV ¥ n.d.
HH363-10 4 5> RUUCGNRAK 3’ | 5’ C30,UUGCGAGU3, 3’
HH363-50 5 | 5> AUYRUNG 3’ 57 C340CAUGAG;46 3’

3 5’ CCACV 3 n.d.
HH363-17 6 5’ YGAGWYY3’ 5’ G3,,GUCUCG;5 3’

2 5’ YAUGGCU 3° 5’ AgiGCCAUGg; 3’
HH363-18 5 5> UYRUNG 3’ n.d.

7 5> AUURG 3’ n.d.

1 5> MCCAAC 3’ 5" Gye3GUUGy; 37
HH363-32 4 5> RUUCGNRAK 3’ n.d.

7 5> AUURG 3’ 5’ Co3UGAULy7 3°

Tabla D.2.- Secuencias obtenidas tras el método de seleccion in vitro y su lugar de anclaje determinado
experimentalmente. Y =CoU; R=Go0A;M=A0C, K=GoU W=AoU; V=A CoG; N=

cualquier nucleétido; n.d. = no detectado.

Se analizaron en total ocho variantes representativas de las distintas familias. En
cinco de los casos (HH363-24, HH363-31, HH363-50, HH363-18 y HH363-32) se observo
que el comportamiento de los inhibidores era similar. Se determiné la presencia de un
motivo consenso situado en un lazo apical (segun los analisis predictivos desarrollados con

el programa MFold en base a los resultados de accesibilidad), el cual aparecia protegido de
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la degradacion por RNasas y/o Pb®" en presencia del RNA sustrato. La realizacion de esos
mismos experimentos sobre la molécula de sustrato mostrd que estos inhibidores podian
proteger de la hidrdlisis residuos complementarios a sus motivos consenso, situados en
lazos apicales de diversos dominios del IRES.

Las estructuras tallo-lazo en moléculas de RNA son frecuentes en la naturaleza y se
encuentran implicadas en el establecimiento, de una manera eficaz y especifica, de
interacciones que permiten la regulaciéon de un gran numero de procesos celulares
(revisado en (Brunel et al., 2002)). En el caso de los RNAs antisense naturales, la
interaccion inicial se produce por complementariedad a través de los nucleétidos expuestos
en el lazo y ocurre a gran velocidad; esta union puede derivar a la formacion de un
complejo més estable por apareamiento entre los nucledtidos que componen el tallo de las
dos moléculas que interaccionan, aunque se ha observado que resulta mas importante la
velocidad a la que se produce la interaccion que la estabilidad del complejo formado
((Nordstrom y Wagner, 1994). Por tanto, en principio seria suficiente con secuencias
relativamente cortas expuestas en lazos para conseguir una asociacion eficaz. En estudios
previos llevados a cabo por Chang (Chang y Tinoco, 1997) se determin6é mediante NMR la
estructura adquirida por el complejo formado entre dos lazos apicales, el del RNA TAR de
HIV y su complementario. En ellos se describe que los nucledtidos componentes de los
lazos quedan desplazados hacia el lado 3’ de la hélice central como consecuencia de la
interaccion. Estos trabajos, unidos a los datos experimentales de los que disponemos, nos
llevan a proponer un modelo de interaccion entre estas variantes (HH363-24, HH363-31,

HH363-50, HH363-18 y HH363-32) y su lugar de anclaje en el IRES de HCV (Fig. D.2).

5?
RNA quimérico
Fig. D.2.- Modelo propuesto para la interaccién
entre el motivo consenso de las variantes HH363-
24, HH363-31, HH363-50, HH363-18 y HH363-32
y su sitio de anclaje en el RNA sustrato. En azul se
representa el dominio ribozimico, en verde el
dominio aptamero y en gris el sustrato. N,
RNA sustrato
nucleodtidos del motivo consenso (en naranja); N’,

nucledtidos complementarios al motivo consenso en

el IRES (en morado).
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En trabajos desarrollados previamente por otros autores (Kikuchi et al., 2005) se
describe el consenso para el grupo 1 y se define su lugar de anclaje en el lazo apical del
dominio IIId. En nuestro caso, dos de los representantes estudiados, HH363-24 y HH363-
32, interaccionan con esta region del IRES a través de una secuencia consenso similar. La
convergencia en la seleccion de moléculas de RNA con motivos de uniéon al dominio II1d
no es casualidad, ya que esta regién ha sido definida como un importante lugar de
interaccidn con otros lugares del genoma viral y del dominio IRES (Lafuente ef al., 2002).
Su papel relevante para el inicio de traduccién y, en consecuencia, para el ciclo viral ha
permitido sugerir a esta region como una excelente diana terapéutica, lo cual convierte a
estos inhibidores en unos excelentes candidatos para su uso como antivirales.

En la estructura determinada por NMR se observa que el lazo apical se encuentra
altamente desordenado, aunque en general la estructura secundaria parece robusta (Klinck
et al., 2000; Lukavsky et al., 2000). El lazo adopta una estructura denominada giro de la
uridina (U-turn; Fig. D.3), cuya presencia es fundamental para el mantenimiento de la
actividad del IRES (Kieft ef al., 1999). El residuo Uxes queda apilado sobre el par G-C que
cierra el tallo, y establece un apareamiento no candnico tipo wobble con el nucleotido Gaes;
esto determina finalmente que el nucledtido U,g9 quede desplazado y altamente expuesto
en solucidon. Segun se ha descrito para otros RNAs, estas estructuras se mantienen por la
presencia de interacciones terciarias adicionales con residuos situados en lazos apicales
(Conn et al., 1999), lo cual explicaria las relaciones existentes entre el dominio IIId y otras
regiones del RNA viral (Lafuente ef al., 2002). Estos datos también permiten sugerir que
esta estructura es responsable de la convergencia en la seleccion de motivos cuyo lugar de
anclaje es el lazo apical I11d, y que la interaccion con aptdmeros de RNA podria estabilizar
la geometria del motivo U-turn.

Por otro lado, es importante destacar que las moléculas que interaccionan con el lazo
I1Id (HH363-24 y HH363-32) presentan una alta afinidad por el sustrato, probablemente
debido a las caracteristicas estructurales comentadas. En el caso de HH363-32 podria
deberse también al hecho de presentar dos lugares de anclaje. La proximidad entre ellos
potenciaria la asociacion y el establecimiento de uniones de naturaleza terciaria, lo cual
explicaria el hecho de que no se detecten cambios en la estructura del RNA quimérico a
nivel del consenso 7 y, sin embargo, su presencia induzca proteccion a la degradacion a

nivel del dominio Ile. Esto es algo que puede considerarse posible, ya que el empleo de la
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region IRES completa en el proceso de seleccion puede favorecer el aislamiento de

moléculas que se unen a su sustrato a través de multiples vias.

Doble hélice

Lazo E

Doble hélice j R
253 279 \ .~

Fig. D.3.- Modelo estructural del dominio IIId de la regién IRES de HCV. A la izquierda se muestra un
diagrama representativo del dominio. A la derecha, una imagen estereoscopica del modelo. Figura tomada de

(Klinck et al., 2000).

El lazo apical del dominio II ha sido establecido como lugar de interaccion para dos
de las moléculas analizadas, HH363-31 y HH363-18. El dominio II es esencial para la
replicacion del genoma viral, y esta implicado en la interaccion con la subunidad ribosomal
40S a nivel del sitio E (Kieft et al., 2001), por lo que es una excelente diana contra la que
dirigir inhibidores de HCV. Se pliega independientemente del resto de la region IRES,
adoptando una forma en L debido a la torsion originada por el lazo interno situado en la
parte inferior del tallo (Fig. D.4; Lukavsky et al., 2003). Este lazo interno actia como una
bisagra que permite la flexibilidad de la hélice y colabora en la adquisicion de la estructura
secundaria, debido a que contiene dos sitios de unién para iones Mg*". El lazo interno
localizado en la parte superior del dominio adopta una conformacién denominada giro S
(S-turn), en el cual el residuo Gos4 forma un puente de hidrégeno con el enlace fosfodiéster
que une los nucledtidos G7; y A7,. Esto determina un cambio en la direccion de las hélices
que flanquean al motivo, produciendo una pequefia torsion que deja expuesto al solvente el
residuo de guanina Gos y crea una superficie altamente sensible a la interaccidon con la

subunidad 40S y otras regiones del RNA viral. Esta estructura ademas desorganiza los
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nucleétidos que componen el lazo apical, de manera que las bases quedan parcialmente
expuestas y el residuo Ugg totalmente desplazado, lo cual contribuye al establecimiento de

interacciones con otras moléculas.

Lazo interno
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Fig. D.4.- Estructura del dominio II de la regién IRES de HCV determinada mediante NMR. Las bases
se muestran en azul, el esqueleto ribosa-fosfato en rosa. Se indican los motivos estructurales descritos en el

texto. Figura tomada de (Lukavsky et al., 2003).

Esta region ha sido empleada de manera aislada (bien completa o bien so6lo su
porcion apical) para seleccionar aptdmeros por los grupos del Dr. Toulmé y el Dr.
Nishikawa (Kikuchi et al., 2003; Da Rocha Gomes et al., 2004); las secuencias consenso
que portaban los aptameros identificadas en ambos casos coinciden o contienen el motivo
aqui descrito (tabla D.1), a pesar de haber empleado como sustrato moléculas diferentes.
Existen dos caracteristicas estructurales del dominio II que pueden explicar este fendmeno
de convergencia en las moléculas seleccionadas: por un lado, se pliega independientemente
del resto del IRES; por otro lado, la geometria del lazo apical, al cual se unen los RNAs
seleccionados, favorece la exposicion al solvente de los nucledtidos, lo cual potencia el
establecimiento de interacciones con otras moléculas de RNA. Por altimo, es importante
destacar que en los sistemas de seleccidon mencionados el empleo de fracciones de la region
IRES conduce a obviar las interacciones terciarias en las que se ha implicado a este y otros
dominios (Lafuente et al., 2002), y que participan en la formacién del complejo 80S activo.

La interaccion de la molécula HH363-18 con el RNA sustrato merece especial

atencion, ya que unicamente se pudo detectar la union a través del dominio II, aunque
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presenta motivos consenso para dos grupos mas. No obstante, el hecho de que no hayamos
podido detectarlo no implica que no sea posible la existencia de un complejo en el que la
asociacion a través del lazo apical del dominio II quedaria estabilizada por interacciones
adicionales que implicarian a los dominios Ille y IV (lugares tedricos de anclaje para los
grupos 5 y 7, respectivamente). De hecho, la proximidad espacial y las interacciones
existentes entre los dominios II y Illef-IV del IRES favorecen esta hipotesis (Lafuente et
al., 2002). La interaccion lazo-lazo propuesta para HH363-18 y el lazo apical del dominio
IT podria igualmente verse favorecida por la presencia de un par G-A (As;-Geo) cerrando y
estabilizando el lazo apical en el que se localiza el motivo consenso para los grupos 2 y 5
(Serra et al., 1993). Esta caracteristica ha sido descrita previamente para aptameros
obtenidos mediante seleccion in vitro, y su presencia se ha asociado con una estabilizacion
del complejo formado entre dos lazos apicales (Duconge y Toulme, 1999; Duconge et al.,

2000).

El dominio IV, portador del codon de inicio de la traduccion, ha sido descrito como
lugar de anclaje de aptdmeros obtenidos mediante seleccion molecular in vitro (Aldaz-
Carroll et al., 2002) En nuestro caso, se comprobo que la variante representativa del grupo
5, HH363-50, interaccionaba con el RNA sustrato a nivel del lazo apical, donde se
producia una clara resistencia a la degradacion (Fig. R.32). Este dominio ha sido propuesto
como un excelente lugar de union de RNAs inhibidores en base a dos criterios: sus
caracteristicas estructurales y la funcién que ejerce, por lo que los nuevos RNAs
quiméricos pertenecientes al grupo 5 se destacan como unos buenos candidatos para inhibir
la funcién del IRES.

La estructura del dominio IV se encuentra altamente conservada entre los diferentes
aislados de HCV, y su estabilidad se correlaciona de manera inversa con la eficiencia de
traduccion (Honda et al., 1996a). Precisamente el equilibrio entre varias conformaciones
posibles podria facilitar el anclaje de RNAs quiméricos portadores del consenso 5 a través
del lazo apical del dominio IV. La interaccién lazo-lazo que se propone en el caso de
HH363-50 (Fig. D.2) implicaria la ruptura de un par G-A (A49-Gss) que se encuentra
cerrando el lazo en el que se expone el motivo consenso en el inhibidor; este hecho podria

actuar favoreciendo la unién entre HH363-50 y el dominio IV, de igual manera que se ha
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sugerido para HH363-18. Esto esta en consonancia con la alta afinidad por el RNA sustrato

observada para esta variante.

Los ensayos de proteccion de la molécula de sustrato en presencia de las variantes
HH363-10 y HH363-17 demostraron que estos inhibidores se unen al IRES a través del
motivo pseudoknot. La formacion de esta estructura implica al dominio IIIf y a una region
rica en nucleodtidos pirimidinicos (Py-I; Wang et al., 1994; Wang et al., 1995). Este motivo
se encuentra muy conservado entre los distintos subtipos de HCV (Wang et al., 1995), y
también se ha detectado en otras regiones IRES de virus relacionados, como el virus de la
diarrea bovina (BVDV, bovine diarrhea virus; Wang et al., 1995) y el virus GB (Simons
et al., 1996). En la naturaleza, los motivos pseudoknot presentan funciones diversas, entre
las que se encuentra la de regular el proceso de traduccion. En el caso de los IRES virales,
se localizan en regiones proximas al codon de inicio de traduccidn; de hecho, la distancia
entre el extremo 3’ del pseudoknot y el codon AUG suele ser fija, y se establece en 11 nt
para HCV. Esto permite la colocacion del sitio P de la subunidad 40S en el codén de
inicio, por lo que esta estructura podria participar en el inicio de traduccion funcionando
como un factor mas que permite el acoplamiento del complejo 80S (Honda ef al., 1996a).
Esta importante funcién hace que los nuevos inhibidores identificados por nuestro sistema
de seleccion in vitro resulten muy prometedores, ya que la interrupcion del pseudoknot
bloquea la actividad traduccional dependiente de IRES (Wang ef al., 1995).

La union de moléculas de RNA a esta estructura no habia sido descrita previamente,
a pesar del desarrollo de métodos de seleccion in vitro encaminados a la obtencion de
aptameros de RNA dirigidos frente a distintas regiones del IRES (Kikuchi et al., 2005).
Ello posiblemente se deba a que, en estos trabajos, la molécula de sustrato no se encuentra
incluida en un entorno molecular apropiado para la adquisicion de la estructura pseudoknot
(Wang et al., 1995). En nuestro caso, la incorporacion de la region 5’UTR completa
contribuye al establecimiento de un contexto de secuencia apropiado para que tengan lugar
interacciones entre regiones distantes del dominio IRES (Wang et al., 1995; Lafuente et
al., 2002).

Para estos inhibidores, la naturaleza de su interaccion con el sustrato es dificil de

predecir. El motivo pseudoknot presenta una estructura compacta y muy estable, por lo que
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seria posible el establecimiento de interacciones terciarias del RNA quimérico con otras
regiones del sustrato que favorecerian el anclaje posterior al pseudoknot, y que implicarian
no sélo motivos de secuencia sino también estructurales. Estas uniones son especificas y
dependen de la concentracion de RNA, de las condiciones i0nicas y de la temperatura. Por
tanto, en nuestro modelo y con las condiciones utilizadas se podria sugerir la existencia de
un proceso de seleccion positiva para este tipo de interacciones que favorecerian la
evolucién hacia estructuras mas estables.

Esta hipotesis podria ser igualmente aplicada al caso de la molécula HH363-53. En
su dominio aptdmero presenta un motivo consenso para el grupo 3 y una secuencia comun
con la variante HH363-10, que aparecia protegida de la degradaciéon en presencia del RNA
sustrato. Aunque no hemos podido establecer con claridad el lugar de anclaje en el IRES,
pudimos detectar un cambio de accesibilidad en el dominio Ille y su entorno molecular,
donde se incluye la estructura pseudoknot. Es posible que el anclaje a este dominio no sea
lo suficientemente estable como para detectarlo en las condiciones que hemos empleado, y

que requiera de elementos auxiliares que favorezcan el acceso de los RNAs quiméricos.

Una de las cuestiones que no queda resuelta con los ensayos de accesibilidad
realizados es el papel del motivo consenso para el grupo 3 en la interaccion con el RNA
sustrato. Los estudios realizados sobre los RNAs quiméricos que lo contienen (HH363-53
y HH363-17) y sobre el IRES no aportaron resultados claros. Sin embargo, el hecho de que
se trate del tercer grupo mas numeroso de variantes seleccionadas sugiere la existencia de
una funcioén para esta secuencia; es posible que actue como un lugar a través del cual
establecer una interaccion previa que facilita el acceso posterior del RNA quimérico a

regiones de estructura mas compleja en la molécula de sustrato.

Finalmente, cabe destacar que en la interaccion entre todos los RNAs quiméricos y el
sustrato el dominio ribozimico desempefia una funcion fundamental. Esto se observo tras
la realizacion de los ensayos de accesibilidad sobre el sustrato 5S’HCV-691gg en presencia
de HH363. Se detectd la formacion de una especie molecular que migraba mas lentamente

y que Unicamente afectaba a la molécula de sustrato en presencia de la ribozima.
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Desconocemos su naturaleza, si bien parece claro que implica directamente a aquellas
moléculas que contienen el sitio diana para la ribozima. En este caso se mantenia la
interaccion a través de los residuos 118-124, por lo que sugerimos que este motivo se
comporta como un lugar alternativo de union. Esta idea se ve reforzada por el hecho de que
dichas posiciones presentan complementariedad parcial con la hélice III de la ribozima
(Fig. D.5).

No podemos predecir el papel que tiene este segundo lugar de interaccion en la union
de los RNAs quiméricos, aunque se podria desempefiar una funciéon facilitadora para la
estabilizacion del complejo formado. La union a este sitio alternativo competiria por la
asociacion al sitio diana, lo cual puede ser un argumento que explicaria el descenso en la

actividad catalitica de las moléculas seleccionadas con respecto a HH363.

3--Cpu CCCAGG, -5

5 - UUCUUU AGGUUUG-3"
Hélice | UC A Heélice lll

Fig. D.5- Esquema representativo de la interaccién propuesta entre HH363 y la secuencia
G113ACCCCqy4. Se muestra la interaccion que implicaria a la hélice III de la ribozima y a los residuos 117-
122. En azul se destacan los nucleotidos correspondientes al RNA sustrato, HH363 se muestra en verde. Los
residuos adicionales que son incorporados a HH363 durante el proceso de transcripcion in vitro a partir de la
construcciéon pBSHH363 se indican en naranja. En mintscula se sefiala el sitio diana para el enzima de

restriccion Kpnl.

D.5.- Asociacion de RNAs quiméricos y aptameros al sustrato

S’HCV-691gg

El objetivo principal del método de seleccion in vitro disefiado era la obtencion de
moléculas hibridas portadoras de un dominio catalitico y de un dominio aptdmero que

actuaria facilitando la uniéon al RNA sustrato. Los ensayos de asociacion realizados estaban
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encaminados a determinar la capacidad de union de los RNAs quiméricos al sustrato, y qué
importancia en dicha union tenian los distintos dominios que conforman la molécula
hibrida.

En los estudios previos de asociacion realizados con la ribozima hammerhead HH363
se observé una alta afinidad de esta molécula por el sustrato en las condiciones empleadas.
En dos de los RNAs quiméricos ensayados, HH363-50 y HH363-32, se observo que esta
propiedad mejoraba notablemente. (Fig D.6). En el caso de HH363-50 esto puede
correlacionarse con el hecho de que el lugar de anclaje para el motivo consenso se
encuentra proximo al sitio de union del dominio catalitico, por lo que se podria esperar un
efecto facilitador o cooperativo entre los dos sitios de anclaje. En cuanto a la molécula
HH363-32, se determind un incremento en su afinidad por el RNA sustrato con respecto a
HH363 en mas de 2.5 veces. Para esta variante se demostrd su interaccion a nivel del lazo
apical del dominio IIId, y también se observaron cambios en la accesibilidad del sustrato a
nivel del dominio Ille. A pesar de que no se han podido definir los residuos del RNA
quimérico implicados en esta ultima, no se puede descartar que la interaccion ocurrida a
través del lazo Ille acttie favoreciendo el anclaje del inhibidor.

Las variantes HH363-24, HH363-31, y HH363-18 no mostraron una mejora de
afinidad en relacion a HH363, pero si lograron incrementar la fraccion de complejo
formado. Todas ellas, junto con HH363-50 y HH363-32, corresponden a moléculas en las
que el dominio aptdmero adopta una estructura tallo-lazo que expone los nucledtidos
pertenecientes al motivo consenso. Los residuos con los que interaccionan, ademads, se
disponen en lazos apicales de estructuras tipo horquilla. Como ya se ha comentado en
apartados anteriores, tanto algunos RNAs naturales como otros obtenidos por procesos de
seleccidn in vitro se unen a sus dianas estableciendo uniones lazo-lazo de una manera
rapida y especifica, por lo que se podria afirmar que en estas variantes la interaccion lazo-
lazo favorece la asociacion del RNA quimérico a su sustrato.

Las moléculas en las que se observd una mayor pérdida de su capacidad de
asociacion fueron HH363-53, HH363-10 y HH363-17. En el caso de la variante 53, como
ya se ha comentado en el apartado D.4, no se pudo detectar con claridad el sitio de unién
en el sustrato, posiblemente debido a la inestabilidad del complejo formado en las
condiciones empleadas, por lo que se propone el establecimiento de interacciones

terciarias. Las moléculas HH363-10 y HH363-17 comparten una situacion similar, ya que
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ambas se unen al IRES a través de la estructura pseudoknot. El alto grado de compactacion
existente en esta region dificultaria el acceso y posterior anclaje del RNA quimérico, lo
cual redundaria en su afinidad. Estos resultados explicarian la dificultad encontrada para la

determinacion experimental de los lugares de anclaje en estas variantes.

Il K, relativa RNAs quiméricos
[l Amplitud RNAs quiméricos
K, relativa Aptémeros

Ky Amplitud Ky Amplitud [ Amplitud Aptémeros
RNA quimérico (nM) RNA quimérico Ap! (M) Aptd
HH363 1291+ 2.01 8679+£231 | @ meemee- mmemmen E
c- 228.26 + 68.42 16.28 + 4.00 nd. nd. P

Variante 24 1228 131 9188 +2.34 91.89 + 2858 2147 £5.1 ?
Variante 31 2371+273 92.92+143 7.25+2.05 5.91+1.09 %

Variante 53 77.04+839 32521523 nd. nd. E

Variante 10 39.91+3.54 68.51+ 1.51 46.87 +4.99 87.08 + 2.48

Variante 50 5.47 £1.07 98.24 + 021 74102 37.08 + 622 %
Variante 17 14.44 +1629 5814 +3.39 342+0.49 13.79 + 2.85 %‘
Variante 18 1435193 95.48+2.76 13.96 +174 64.43+431 E‘

Variante 32 478+ 078 9383515 nd. nd. E

Fig. D.6.- Asociacion de los RNAs quiméricos y los aptameros al sustrato 5’HCV-691gg. En la parte
izquierda de la figura se muestran los parametros cinéticos de Ky y amplitud obtenidos para la reaccion de
asociacion de los diferentes RNAs quiméricos y aptameros al sustrato, asi como para HH363 y C-. En la
parte de la derecha se muestra una representacion grafica de dichos parametros. Los valores de Ky han sido
normalizados con respecto a HH363, mientras que los datos de amplitud han sido divididos entre 100. Los

valores mostrados son la media de cuatro experimentos independientes + la desviacion estandar.

Todos estos resultados fueron obtenidos utilizando unas condiciones electroforéticas
altamente favorables para el mantenimiento de los complejos. Sin embargo, la realizacion
de los ensayos en condiciones electroforéticas menos restrictivas (tampén TBE 1X y
temperatura ambiente) demostrd una caida sustancial en la capacidad de asociacion de
HH363 con respecto a los inhibidores quiméricos (datos no mostrados), por lo que se
puede asumir que la interaccion del dominio catalitico con el sustrato resultaria

estabilizada y favorecida por la adicion del dominio aptdmero en los RNAs quiméricos.
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Finalmente se llevaron a cabo ensayos de asociacion para comprobar el papel que los
dominios aptamero ejercian sobre la capacidad de uniéon del RNA quimérico. Unicamente
las moléculas Ap10 y Ap18 exhibieron valores de K4 y amplitud destacables (Fig. D.6). En
estos casos se puede asumir que la unién del RNA quimérico al sustrato estd basicamente
influida por la interaccidon del dominio aptamero a su sitio diana, mientras que para el resto
de variantes se requiere la presencia de ambos dominios (catalitico y aptamero) para
conseguir una asociacion efectiva. El hecho de que los RNA aptamero se asocien menos
eficientemente a su diana puede venir determinado por varios factores:

- La unién del dominio ribozimico al sustrato es relevante y esencial para conseguir
una asociacion estable de la molécula completa.

- El motivo catalitico colabora en la adquisicion de una estructura funcional de la
molécula completa, imprescindible para que la uniéon tenga lugar. De hecho, las
interacciones lazo-lazo que ocurren en los sistemas antisense naturales requieren de
secuencias adyacentes que favorezcan la progresion hacia complejos mas estables (Persson
et al., 1990b); este papel podria venir desempeiiado, en nuestro caso, por el dominio

ribozimico.

En resumen, los resultados obtenidos mediante los ensayos de asociacion permitirian
concluir que, para cinco de las ocho variantes ensayadas, los dos dominios componentes de
los RNAs quiméricos pueden actuar de manera conjunta para promover la asociacion

efectiva del inhibidor al RNA sustrato.

D.6.- Procesamiento in vitro de la region IRES de HCV

El segundo paso del método de seleccion establece la obtencion de moléculas que,
aun portando un dominio de RNA capaz de unirse al IRES, mantienen la capacidad de
procesar el sustrato. La incorporacion de la actividad catalitica supone una ventaja afiadida
al desarrollo de aptameros frente a la region IRES de HCV y complementa su capacidad

inhibitoria. Para determinar la capacidad catalitica de las moléculas escogidas se realizaron
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ensayos cinéticos que permitieron caracterizar la reaccion de corte llevada a cabo por las

distintas moléculas.

Los resultados que se obtuvieron indicaban que la adicion del dominio aptdmero
afectaba a la capacidad de corte in vitro en todas las variantes ensayadas (Fig. D.7). En el
caso de HH363-50 la disminucién en el valor de 4, no resultd tan acusada, posiblemente
debido a la proximidad existente entre el sitio de anclaje para el dominio aptdmero y el

lugar de procesamiento para HH363.

A, (min)

R, (min) Amplitud B0 Amplitud
HH363 0.072 + 0.004 87.60 + 1.46 ==
C- 0.024 * 0.010 18.54 + 2.97 =='
HH363-24 o.019+0001 | 7398+094 [ :
HH363-31 0.011 £ 0.002 83M+955 [
. + + —
HH363-53 0.014 + 0.003 3987£335 =
I
HH363-10 0.010 + 0.007 1855+7.86 [——
——]
HH363-50 0.042 + 0.006 71.43 £ 3.81
_ |
HH363-17 0.007+£0.007 | 1590+1036 [
HH363-18 0.009+0.007 | 29.09+13.76 ==
I
/
- 235 + O. .07 + 4. . '
HH363-32 0.235 + 0.060 2307+449 [ 7/
[} | I I
0.0 0.5 1.0 1.5 3.0 3.5

Fig. D.7.- Procesamiento in vitro del sustrato 5S’"HCV-691 por los RNAs quiméricos. A la izquierda de la
figura se muestran los parametros cinéticos obtenidos para la reaccion de procesamiento del sustrato 5"HCV-
691 por los diferentes RNAs quiméricos, asi como por la ribozima convencional (HH363) y un RNA de la
poblacién inicial (C-). Los datos mostrados son el resultado de cuatro experimentos independientes. La
representacion grafica de estos parametros se muestra a la derecha de la figura. Los valores de ks han sido

normalizados con el obtenido para HH363. Los de amplitud se han dividido entre 100.
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La pérdida de la capacidad catalitica por parte de los RNAs quiméricos puede
deberse a varias causas:

- Factores estructurales: la adicion del dominio aptamero puede dificultar la
adquisicion de una estructura funcional, bien porque las hélices I y III de la ribozima
establezcan apareamientos con secuencias del dominio aptamero, o simplemente porque
existan impedimentos estéricos que dificulten un plegamiento activo del dominio
catalitico.

- Distancia espacial entre el lugar de anclaje y el sitio de procesamiento: en trabajos
previos desarrollados por la Dra. Puerta-Fernandez se demostraba que la distancia lineal
entre el sitio de anclaje de un RNA antisense catalitico y el sitio de procesamiento no
influia en la velocidad de la reaccion (Puerta-Fernandez ef al., 2002). Sin embargo, a partir
de estos resultados no se podia obtener ninguna conclusion acerca de la distancia espacial.
En el caso de HH363-50, es posible que la proximidad entre ambos lugares suavice el
efecto deletéreo que tiene el dominio aptdmero sobre la actividad catalitica. Por otro lado,
la molécula HH363-31 es capaz de procesar el sustrato a una extension final similar a la
alcanzada por HH363. La hipotesis planteada para HH363-50 podria extenderse a esta
variante, ya que se ha descrito que el dominio II puede establecer interacciones a larga
distancia con el dominio IV y la estructura pseudoknot, ambos muy proximos

espacialmente al sitio de procesamiento.

Estos resultados demuestran el efecto ejercido por el segundo paso selectivo sobre la
poblacion, ya que todos los inhibidores probados son capaces de procesar el RNA sustrato,

aunque su eficiencia no sea comparable a la de la ribozima convencional HH363.

D.7.- Determinacion de la actividad anti-IRES de los RNAs

inhibidores

El empleo de los sistemas de traduccion in vitro para detectar y caracterizar
inhibidores de la actividad IRES de HCV estd ampliamente extendido y constituye el

primer paso en el desarrollo de nuevos agentes terapéuticos para la hepatitis C (Alt et al.,
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1995; Das et al., 1998; Kikuchi et al., 2003; Tallet-Lopez et al., 2003; Kikuchi et al.,
2005), por lo que fue el sistema de eleccion para determinar el efecto inhibidor de las

moléculas identificadas.

Los datos obtenidos tras la realizacion de estos ensayos muestran que tres variantes,
HH363-50, HH363-17 y HH363-18, son potentes inhibidores de la actividad del IRES,
llegando a disminuir la sintesis de FLuc casi en un 100% (Fig. D.8). Cabe destacar que los
RNAs quiméricos ejercen una mayor inhibicion que el motivo catalitico per se, el cual
solamente consigue bloquear la actividad traduccional en un 36%. Estos resultados validan
la hipotesis inicial de trabajo, en la que se establece que la incorporacion de dominios con
capacidad de unioén potencia la efectividad de ribozimas en un contexto en el que la
asociacion al sitio diana puede verse impedida.

Los RNAs aptamero también inactivan parcialmente la funcion del IRES,
destacando la molécula Apl8, en la que la inhibicidon alcanza un valor proximo al 90%
(Fig. D.8). Resulta interesante comprobar que en cuatro de las ocho variantes ensayadas
(HH363-53, HH363-50, HH363-17 y HH363-18) los RNAs quiméricos presentan una
actividad superior a la demostrada por el RNA aptamero, coincidiendo tres de ellos con las

moléculas que suprimen de manera mas potente la actividad del IRES.
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Fig. D.8.- Inhibicion de la traduccion in vitro dependiente del IRES. Representacion grafica de los valores
de inhibicién obtenidos para HH363, C-, los distintos RNAs quiméricos y sus correspondientes RNAs
aptameros a una concentraciéon de inhibidor de 5 pM. Con un asterisco se indican las diferencias

significativas (p = 0.070) observadas entre el inhibidor quimérico y su aptamero.
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Para algunas de las moléculas probadas (HH363-24, HH363-50, HH363-18 y
HH363-32), los datos de inhibiciéon se pueden correlacionar con los valores de Ky
obtenidos in vitro (tabla D.3). Sin embargo, las moléculas HH363-53 y HH363-17
demuestran una baja afinidad por el sustrato in vitro pero son unos inhibidores eficientes
del IRES. Esto refleja la importancia que tiene, no solo la capacidad de union, sino la
funcion desempefiada por el lugar de anclaje. En este caso, los inhibidores afectan al

motivo pseudoknot, esencial en el proceso de inicio de traduccion (Wang et al., 1995).

Variante Inhibidor K4 (nM) % de inhibicion
HH363-24 12.28 £1.31 78.38
Variante 24 i i
Aptamero 24 | 91.89 +28.58 74.00
HH363-31 = 23.71+2.73 64.06
Variante 31 .
Aptamero 31 7.25+2.05 56.57
HH363-53 77.04 £ 8.39 65.29
Variante53 .
Aptamero 53 n.d. 28.66
HH363-10  39.91 +3.54 58.84
Variante 10
Aptamero 10 = 46.87 £4.99 51.55
HH363-50 547 +1.07 85.66
Variante50 .
Aptamero 50 7.00 £ 1.02 46.89
HH363-17 @ 114.44 +16.29 93.61
Variante 17 o
Aptamero 17 342+0.49 34.34
HH363-18 = 14.35+1.93 96.88
Variante 18
Aptamero 18 = 13.96 £ 1.74 86.15
Variante 32 e
Aptamero 32 n.d. 69.55

Tabla D.3.- Asociacion e inhibicion de los RNAs seleccionados a la regiéon IRES de HCV. Se muestran
los valores de K y el porcentaje de inhibicion obtenido a una concentracion de 5 uM de inhibidor. n.d. = no

determinado.

Algunas de las moléculas seleccionadas manifiestan un gran potencial como
agentes antivirales, debido a su efecto inhibidor del IRES vy al sitio al que estan dirigidos.

Por ejemplo, las variantes pertenecientes al grupo 1 resultan de especial interés por su
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unién a través del dominio IIId. Esta region presenta una gran importancia como diana
terapéutica, ya que esta implicado en la interaccién con la subunidad ribosomal 40S
(Kolupaeva et al., 2000) y en la adquisicién de una estructura terciaria funcional por parte
del IRES (Kieft et al., 1999; Jubin et al., 2000; Lafuente et al., 2002). Como consecuencia
de su importancia bioldgica presenta un alto grado de conservacion entre todos los aislados
descritos (Smith et al., 1995). Todas estas caracteristicas han propiciado que en los ultimos
afios surjan trabajos en los que se describen moléculas que van dirigidas exclusivamente a
este dominio (Ray y Das, 2004; Tallet-Lopez et al., 2003; Kikuchi et al., 2005).

También resultan prometedores los resultados de inhibicion obtenidos para HH363-
50, representante del grupo 5, cuyo lugar de anclaje se sitia en el dominio IV. Este
dominio presenta una estructura tallo-lazo en la que se encuentra expuesto el codon de
inicio de al traduccion. El mantenimiento de esta estructura resulta esencial para el correcto
posicionamiento de la subunidad ribosomal 40S (Honda er al., 1996a). Por tanto, la
importancia bioldgica de este dominio y su alto grado de conservacion lo convierten en una
excelente diana terapéutica.

Finalmente, la selecciéon de moléculas con capacidad de uniéon a la estructura
pseudoknot ha supuesto una gran novedad y ha permitido la identificacion de potentes
inhibidores, ya que una alteracion estructural en este motivo tiene como consecuencia un

bloqueo en el inicio de traduccion dependiente de IRES (Wang ef al., 1995).

En conclusion, se puede afirmar que en los experimentos de inhibicion realizados
se pone de manifiesto el gran potencial antiviral de estas nuevas moléculas obtenidas por
seleccion. Los resultados obtenidos muestran que el empleo combinado de dos dominios
funcionales mejora significativamente la actividad anti-IRES, con respecto a aquellas otras
moléculas que solo portan uno de ellos. Este incremento de los RNAs quiméricos con
respecto a la ribozima convencional y los aptameros posiblemente se deba a una mayor
efectividad en la capacidad de unidon al RNA sustrato, mas que a una mejora en la etapa
quimica de corte. En cualquier caso, Unicamente la actividad combinada de los dos

dominios consigue inhibir la actividad del IRES hasta casi un 100%.
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A la hora de considerar el potencial de estas moléculas como inhibidores es
necesario tener en cuenta la estructura en cuasiespecies que presenta el genoma de HCV
(Martell et al., 1992). A pesar del alto grado de conservacion del dominio IRES, las
secuencias virales circulantes en un paciente son ligeramente distintas unas de otras. No
obstante, las dianas seleccionadas son secuencias poco variables entre pacientes, por lo que
pueden considerarse unos buenos candidatos como blanco de accion para los inhibidores.
En cualquier caso, y para evitar la aparicion de variantes resistentes, se podria proponer el

uso combinado de diversos RNAs anti-IRES con especificidades distintas.

Los excelentes resultados obtenidos impulsan la necesidad de realizar un anélisis de
la actividad de estas moléculas en un modelo celular. Debido a la ausencia de un sistema
de cultivo del virus, una aproximacion alternativa seria el empleo de replicones. En los
ultimos afos se han desarrollado modelos que imitan el proceso de replicacion viral
(revisado en (Bartenschlager, 2005)), y que han sido utilizados para la caracterizacion de
diversos inhibidores y farmacos (Yokota et al., 2003; Beaulieu et al., 2004; Hwang et al.,
2004b; Kanda et al., 2004; Kronke et al., 2004; Nakagawa et al., 2004; Tanabe et al.,
2004; Korf et al., 2005; Shi et al., 2005). Aunque los resultados aqui presentados no se
corresponden con una situacion infectiva real, disponemos de una bateria de moléculas
inhibidoras del IRES de HCV que suponen un excelente punto de partida para el analisis
posterior en sistemas mas complejos, y que se presentan como potenciales herramientas

terapéuticas.

Finalmente, cabe destacar la importancia y utilidad del proceso de seleccion
disefiado, que ha permitido la identificacién de estas nuevas moléculas quiméricas y que
puede hacerse extensivo para la obtencion de inhibidores dirigidos frente a cualquier RNA

que se desee inactivar.
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C.- CONCLUSIONES

1.- La ribozima HH363 manifestd una gran capacidad de union y procesamiento in vitro de
su RNA sustrato, la region IRES de HCV. En un sistema de traduccion in vitro, HH363 se

comportaba como un inhibidor moderado de la funcién del IRES.

2.- El método de seleccion molecular in vitro desarrollado en dos pasos funciona de
manera eficaz para identificar nuevos RNAs inhibidores basados en la ribozima HH363.
En una primera etapa se seleccionan moléculas que portan un dominio de RNA con gran
afinidad por el IRES de HCV; en el segundo paso se aislan las variantes cataliticamente

activas.

3.- Las moléculas resultantes de la sexta ronda de seleccion fueron capaces de unirse al
sustrato y degradarlo especificamente in vitro. Este hecho demuestra que el método de

seleccion es efectivo durante sus dos etapas.

4.- Todas las variantes identificadas se pueden distribuir en siete familias, definidas cada
una por un motivo consenso complementario a una secuencia unica en la region IRES de

HCV.

5.- Se escogieron ocho variantes representativas de las siete familias. Los RNAs
quiméricos presentaron capacidad de unién a su RNA sustrato in vitro, confirmando el
funcionamiento del proceso selectivo aplicado durante el primer paso. Los mayores
incrementos en la afinidad con respecto a HH363 se consiguieron en aquellas moléculas en
las que el sitio de anclaje para el dominio aptamero se encontraba proximo al sitio de
procesamiento. Asimismo, se observd una mejora en la eficiencia de asociacion en los
inhibidores quiméricos que contienen el motivo consenso expuesto en un lazo apical. En
general, las moléculas de RNA aptdmero manifestaron una pobre afinidad por el sustrato,

demostrandose la necesidad de ambos dominios para la formacién del complejo.
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6.- Los RNAs quiméricos identificados procesaron especificamente su sustrato, aunque
menos eficientemente que la ribozima HH363, confirmando el funcionamiento del segundo

paso de seleccion.

7.- Los resultados obtenidos mediante estudios de accesibilidad demostraron que los
motivos consenso de los RNAs quiméricos para las variantes 24, 31, 50, 18 y 32 son
responsables de la interaccion con el RNA sustrato. Los dominios de la region IRES a
través de los cuales se unen los inhibidores se corresponden con las secuencias

complementarias al motivo consenso, a excepcion de la variante 53.

8.- Tanto los RNAs quiméricos como los dominios aptdimero que se han escogido como
representativos de cada una de las familias inhiben de manera significativa la traduccion
dependiente del IRES en un sistema de transcripcion-traduccion in vitro, lograndose una
disminucién en la actividad de hasta un 95%. Los inhibidores més potentes de la funcion
del IRES corresponden con los RNAs quiméricos de las variantes 50, 17 y 18. Esto indica
que el empleo combinado de dos dominios funcionales en una misma molécula mejora
notablemente su capacidad inhibidora con respecto a ribozimas y aptdmeros
convencionales. Los resultados obtenidos avalan la utilidad del método de seleccion
descrito y permiten hacer extensivo su uso para la obtencion de nuevos RNAs inhibidores

dirigidos frente a otras dianas virales y celulares.
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Abreviaturas

ALIL

Ap

APS
ASBV
ATP
ATPasa
BNA
BVDV
°C

CAD
CChMVd

cDNA
Ci
CLL
CML
CMV
cpm
CRE
CTE
dATP
dCTP
DEPC
dGTP
DMSO
DNA
DNasa

A.- ABREVIATURAS

Interacciones establecidas entre un lazo apical y un lazo interno (Apical
loop-internal loop interactions)

Aptamero

Amonio persulfato

Viroide del manchado solar del aguacate (4vocado sunblotch viroid)
Adenosina 5’-trifosfato

Adenosina 5’-trifosfatasa

Bridged nucleic acid

Virus de la diarrea bovina (Bovine diarrea virus)

Grados Celsius

Enfermedad de las arterias coronarias

Viroide del moteado clorético del crisantemo (Chrysantemum chlorotic
mottle viroid)

DNA complementario

Curio

Leucemia linfatica cronica

Leucemia mieloide cronica (Chronic mieloid leukaemia)
Citomegalovirus

Cuentas por minuto

Elemento de respuesta en cis (cis-response element)

Elemento constitutivo de transporte (Constitutive transport element)
Desoxiadenosina 5’-trifosfato

Desoxicitosina 5’-trifosfato

Dietilpirocarbonato

Desoxiguanosina 5’-trifosfato

Dimetilsulféxido

Acido desoxirribonucleico

Desoxirribonucleasa
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Abreviaturas

dNTP Desoxinucledtido trifosfato

DO Densidad optica

dpm Desintegraciones por minuto

d.s Desviacion estandar

DTT Ditiotreitol

dTTP Desoxitimidina 5’-trifosfato

EBS Secuencia de union del exon (Exon binding sequence)

EDTA Acido etilen-diamino-tetracético

EGF-R Receptor del factor de crecimiento endotelial (Endotelium growth factor
receptor)

EGS Secuencia guia externa (external guide sequence)

EGTA Acido etilen-glicol bis(2-aminoetiléter) N, N, N’N’ tetra-acético

elF2 Factor 2 de inicio de la traduccion eucaridtica

elF3 Factor 3 de inicio de la traduccion eucariotica

EMCV Virus de la encefalomiocarditis

Fig. Figura

FMN Flavin mononucleotido

FRET Transferencia de energia de resonancia de fluorescencia (fluorescence

resonance energy transfer)

fRNAs RNAs funcionales (Functional RNAs)

GAPDH Gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenada

GTP Guanosina 5’-trifosfato

h Horas

H Hélice

HBV Virus de la hepatitis B (Hepatitis B virus)

HCV Virus de la hepatitis C (Hepatitis C virus)

HDV Virus de la hepatitis 6 (Hepatitis 6 virus)

HH Ribozima hammerhead

HIV Virus de la inmunodeficiencia humana adquirida (Human

immunodeficiency virus)

HNA Acido nucleico de hexitol (Hexitol nucleic acid)
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Abreviaturas

HPLC

IBS
IGS
IFN
IMPDH
IRES
IPTG
kb

kDa
Kobs

Krel

LB
LDL
LDLr
LNA
MCS
min
miRNA
MM
mRNA
NAD
NADPH
NEB
ncRNAs
nm
NMR
NS
NSCLC
nt

NTP

Cromatografia liquida de alta resolucion (High performance liquid
chromatography).

Secuencia de union del intron (Intron binding sequence)
Secuencia guia interna (internal guide sequence)
Interferon

Inosin monofosfato deshidrogenasa

Sitio de entrada interna del ribosoma (Internal ribosome entry site)
Isopropil-B-D-tiogalactopiranosido

Kilobase

Constante de disociacion

KiloDalton

Constante catalitica observada o tasa de corte

Constante catalitica relativa

Medio Luria-Bertani

Lipoproteinas de baja densidad

Receptor de lipoproteinas de baja densidad

Acido nucleico bloqueado (Locked nucleic acid)

Sitio de clonaje multiple

Minuto

MicroRNA

Mieloma multiple

RNA mensajero

Nicotinamin adenin dinucledtido

Nicotinamin adenin dinucleétido fosfato-H

New England Biolabs

RNAs no codificantes (non-coding RNAs)

Nanometros

Resonancia magnética nuclear (Nuclear magnetic resonance)
No estructural

Cancer de pulmoén invasivo (Non-small cell lung cancer)
Nucleétido

Nucleosido trifosfato
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Abreviaturas

ODN
OMS

pb

PBS

PCR

PEG
PKA
PKC
PLMVVd

PNA

PPi
Pre-mRNA
Pre-tRNA
PTB

RRL
SATMV
sBYDV
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Oligodesoxinucledtido

Organizaciéon mundial de la salud

Pares de bases

Sitio de unién de cebador (Primer binding site)

Reaccion en cadena de la polimerasa

Polietilenglicol

Protein kinasa C

Protein kinasa C

Viroide del mosaico latente del melocotonero (Peach latent mosaic
viroid)

Acido nucleico peptidico (Peptide nucleic acid)

Pirofosfato inorganico

RNA mensajero inmaduro

RNA de transferencia inmaduro

Proteina de unioén a secuencias polipirimidinicas (Polypyrimidine tract-
binding protein)

Peso/volumen

RNA polimerasa dependiente de RNA (RNA-dependent RNA polimerase)

Acido ribonucleico

Ribonucleasa

Interferencia de RNA

RNA ribosémico

Ribonucleoproteina

Complejo de silenciamiento inducido por RNA (RNA-induced silencing
complex)

Revoluciones por minuto

Elemento de respuesta a Rev

Lisados de reticulocito de conejo (Rabbit retyculocite lysates)

RNA satélite del virus del mosaico del Arabis (Arabis mosaic virus)

RNA satélite del virus del enanismo amarillento de los cereales (satellite

RNA of barley yellow dwarf virus)



Abreviaturas

sChYMoV

SDS
SIDA
siRNAs
sLTSV

sRYMoV

sSCMoV

sSNMoV

sTRSV

SV40
sVTMoV

T7p
TAE
TAR
TBE
TEMED
TGF
TLR
TMN
TNA

Tris

tRNA

UTR

RNA satélite del virus del moteado amarillo de la achicoria (satellite RNA
of chycoria yellow mottle virus)

Duodecil sulfato sodico

Sindrome de inmunodeficiencia adquirida

RNAss interferentes pequetios (small interferent RNAs)

RNA satélite del virus del rayado transitorio de la alfalfa (satellite RNA
lucerne transient streak virus)

RNA satélite del virus del moteado amarillento del arroz (satellite RNA of
the rice yellow mottle virus)

RNA satélite del virus del moteado del trébol subterraneo (satellite RNA
of the subterranean clover mottle virus)

RNA satélite del virus del moteado de Solanum nodiflorum (satellite RNA
of the Solanum nodiflorum mottle virus)

RNA satélite del virus de las manchas en anillo del tabaco (satellite RNA
of the tobacco ringspot virus)

Virus 40 del simio

RNA satélite del virus del moteado aterciopelado del tabaco (satellite
RNA of the velvet tobacco mottle virus)

Promotor para la RNA polimerasa del fago T7

Tampon Tris-acetato-EDTA

Region de respuesta a la transactivacion

Tampon Tris-borato-EDTA

N, N, N’, N’-tetrametil-etilendiamino

Factor de crecimiento tumoral (Tumoral growth factor)

Toll-like receptor

Tampon Tris-magnesio-cloruro sédico

Acido nucleico compuesto por treosa (Threose nucleic acid)

Factor de necrosis tumoral (Tumoral necrosis factor)

Trihidroximetil amino metano

RNA de transferencia

Unidades de enzima

Region no traducible (Untranslated region)
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Abreviaturas

uv Ultravioleta

VEGF Factor vascular de crecimiento endotelial (vascular endotelium growth
factor)

VEGF-R Receptor del factor vascular de crecimiento endotelial (Vascular

endotelium growth factor receptor)

VR Region variable

VS Satélite de Varkud

v/v Volumen/volumen

X-gal 5-Br-4-Cl-3-indolil-B-D-galactopiranosido
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