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1. Resumen.

El virus de la hepatitis C tiene un genoma de RNA de polaridad positiva de aproximadamente
9600 nucledtidos. Durante la replicacion se genera una alta variabilidad gendmica debido a la
falta de actividad correctora de errores de la RNA polimerasa viral (NS5B). La gran variabilidad le
posibilita al virus adaptarse rapidamente a cambios de su entorno, permitiendo la aparicion de
variantes resistentes a los tratamientos especificos que tienen como blanco las proteinas virales.
A pesar de la alta variabilidad genética, el genoma del HCV presenta dominios gendmicos
conservados tanto en secuencia como en estructura que en si mismos cumplen funciones
esenciales en procesos claves del ciclo viral. La accién directa de inhibidores contra estas
regiones es una estrategia muy prometedora para el abordaje de una terapia antiviral. En la
region 3’ codificante de la proteina NS5B se encuentra un elemento gendémico que es esencial
para la replicacion, llamado CRE (del inglés cis acting replication element). EI CRE se pliega en
una estructura cruciforme compuesta por tres motivos tallo lazo, 5BSL3.1, 5BSL3.2 y 5BSL3.3.
En el presente trabajo se aplicd un método de seleccién molecular in vitro (SELEX) con el fin de
seleccionar moléculas que se unan especificamente (aptameros) al CRE y puedan tener un
efecto sobre su funcién en la replicacion viral. El analisis de las secuencias obtenidas después
de nueve rondas de seleccion permitié identificar cinco motivos de secuencias presentes en las
variantes seleccionadas de las poblaciones P6 a P9. Los motivos eran complementarios a cinco
regiones del CRE pudiéndose identificar cinco potenciales dianas para la union. Mediante
ensayos de proteccidn frente a la RNasa T1 y Pb2* se identificaron experimentalmente cuatro de
ellas. Aptdmeros con distintas dianas de unién en el CRE se utilizaron para transfectar lineas
celulares Huh-7 portadoras de replicones sub-gendmicos del virus de la hepatitis C y se vio que
eran capaces de inhibir hasta un 80% la replicacion viral. El dominio CRE como blanco de accion
para una terapia anti-HCV no ha sido caracterizado hasta la fecha. Los resultados aportados en
este trabajo describen al dominio gendmico CRE como una buena diana terapéutica y muestran
el uso de aptdmeros para el estudio de los procesos claves en la biologia del HCV como lo es la

replicacion.
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2. Introduccion.

Mas de 170 millones de personas estan infectadas cronicamente por el virus de la hepatitis C
(HCV) en el mundo (datos de la WHO del 2002). Aproximadamente el 30% de las personas
infectadas desarrollan cirrosis y carcinoma hepatocelular (Hoofnagle, 1997) siendo esta la
principal causa de enfermedad hepatica a nivel mundial (Poynard et al., 2003). Actualmente no
se cuenta con una vacuna contra el virus y no existe una terapia eficaz. En el caso de
infecciones con el virus del genotipo 1, el mas frecuente en Espafa, la terapia disponible es
efectiva solo en el 30-50% de los pacientes tratados. A causa de su gran importancia clinica, el

HCV es objeto de una intensa investigacion.

La hepatitis C fue descubierta en 1975 en pacientes que habian recibido transfusiones
sanguineas y fue denominada hepatitis no A y no B (Feinstone et al., 1975). Debido en gran
parte a su incapacidad para propagarse eficientemente en cultivos celulares se tardé mas de una
década hasta que en 1989 el grupo de Michael Houghton clond y caracterizd el agente
etiologico: Un virus de la familia Flaviviridae perteneciente al género Hepacivirus (Choo et al.,
1989). La familia Flaviviridae incluye tres géneros: Flavivirus, Hepacivirus y Pestivirus. Todos los
virus de la familia Flaviviridae son virus con envuelta y su material genético es RNA simple
cadena de polaridad positiva. Sin embargo, cada género es serolégicamente distinto y presenta

diferencias importantes a nivel de su organizacion gendmica.
2.1. Estructura del virioén.

La particula del virus de la hepatitis C tiene un tamafio de entre 40-70 nm de diametro (Kaito et
al., 1994). Esta formada por una envoltura lipidica (cuyo origen es de la célula hospedadora) a la
que se anclan las glicoproteinas de la envoltura E1y E2, de 33-35 kDa y de 70-72 KDa, que se
encuentran formando heterodimeros mediante la interaccion de sus dominios transmembrana C
terminales (Lambot et al., 2002). La envoltura lipoproteica envuelve a la nucleocépsida viral que
estd compuesta por multiples copias de la proteina de la capsida (ver figura I. 1). La proteina de
la capsida de 21 kDa tiene un dominio hidrofébico N-terminal y un dominio C-terminal, con una
gran cantidad de residuos aminoacidicos basicos, mediante el cual se une al RNA y forma homo-

oligbmeros. En el interior de la nucleocépsida existe una molécula del genoma viral.
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Figura I. 1: Esquema de la estructura del virion de la hepatitis C. Se sefialan las proteinas de la
envuelta, E1 y E2 , la membrana lipidica, la nucleocapsida y el genoma de RNA. Tomado de
(Bartenschlager et al., 2004).

El RNA gendmico es monocatenario, de polaridad positiva y tiene un tamafio de
aproximadamente 9600 nucledtidos. Contiene un solo marco de lectura abierto flanqueado por
dos regiones no traducibles (UTR del inglés, untranslated region) 5 y 3'. Codifica para una
poliproteina de aproximadamente 3111 aa que se procesa en 10 proteinas virales: tres proteinas
estructurales, (la proteina de la capsida y las proteinas de la envoltura lipidica E1 y E2) y las
proteinas no estructurales que incluyen: el canal i6nico p7, las proteinas NS2, NS3, NS4A,

NS4B, NS5A y NS5B que se comentaran mas adelante.
2.2. Ciclo del HCV.

El HCV circula en varias formas en el hospedador infectado, puede estar asociado a
lipoproteinas de baja densidad (LDL) y de muy baja densidad (VLDL), unido a inmunoglobulinas
0 como viriones libres (André et al., 2005). La forma asociada a las lipoproteinas es la mas
infecciosa. EI HCV solamente infecta a humanos y chimpancés y su principal blanco son las
células hepaticas. El ciclo viral comprende la entrada del virus a la célula, la liberacion del
genoma viral en el citoplasma seguido de la traduccion y la replicacion del RNA, el ensamblaje

de nuevas particulas y el egreso (revisado por (Moradpour et al., 2007), ver figura . 2).

La entrada del virus a la célula es un proceso de mdltiples pasos en el que estan implicados
muchos factores celulares. En una primera etapa, las particulas virales son atraidas a la
superficie celular mediante la union de las lipoproteinas al receptor LDL de la superficie celular
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(LDLR), y/o por la union de la glicoproteina E2 al heparan sulfato. Posteriormente, es necesaria
la interaccion de la proteina E2 con el receptor CD81 y el receptor SR-BI (del inglés Scavenger
receptor class B member 1), Claudina-1 y ocludina de la superficie celular. La internalizacion
ocurre mediante endocitosis dependiente de clatrina; posteriormente el genoma viral es liberado
desde los endosomas tempranos al citoplasma mediante un proceso de fusion dependiente de

pH, revisado por (Moradpour et al., 2007).

El primer paso tras de la entrada del virus al citoplasma es la traduccion de la poliproteina. Este
proceso es iniciado a través de un mecanismo independiente de 5’ cap, mediante un sitio de
inicio interno de la traduccién llamado IRES (del inglés: Internal Ribosome Entry Site). EI IRES se
localiza mayoritariamente en la region 5’ no traducible y se extiende hasta los primeros 40
nucledtidos de la region codificante para la proteina de la capsida (Wang et al., 1993; Reynolds
et al.,, 1995). La traduccion del HCV comienza con la formacion de un complejo binario entre el
IRES y la subunidad ribosomal 40S (Otto y Puglisi, 2004). Posteriormente ocurre el ensamblaje
de un complejo similar al 48S, con la asociacion del factor de inicio de la traduccion elF3 y el
complejo ternario elF2eMet-tRNAeGTP (Otto y Puglisi, 2004). Finalmente, el paso limitante es la
asociacion dependiente de GTP de la subunidad 60S para formar el complejo 80S (Otto y
Puglisi, 2004). La traduccion del marco de lectura abierto genera un polipéptido que es
procesado co y post traduccionalmente para dar origen a las proteinas virales, revisado por
(Moradpour et al., 2007).
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Figura I. 2: Esquema del ciclo del HCV. El ciclo del virus comienza con la adhesién del virus a la membrana
plasmatica de la célula, la internalizacion mediante un mecanismo dependiente de clatrina, la liberacién del genoma
viral, seguido de la traduccion, el procesamiento de las proteinas virales y la formacion de los complejos de
replicacion. Posteriormente ocurre la replicacién del genoma viral en los complejos de replicacion derivados de
membranas del reticulo endoplasmico (RE), el ensamblaje de las nuevas particulas virales y el egreso. Tomado de
(Suzuki et al., 2007).

Una sefial interna localizada entre la proteina de la capsida y E1 direccionan el polipéptido
naciente a la membrana del reticulo endoplasmico (McLauchlan et al., 2002). En el lumen del
reticulo endoplasmico ocurre el procesamiento de las proteinas del HCV. Las proteinas
estructurales y el canal idnico p7 son procesados por una peptidasa celular, mientras que las
proteinas no estructurales son procesadas por las proteasas NS2-3 y NS3-4A. La primera
proteina codificada por el marco de lectura abierto es la proteina de la capsida seguida por E1y
E2, revisado por (Moradpour et al, 2004). Las funciones de ellas fueron detalladas
anteriormente. Luego se sintetiza el canal iénico p7. Su funcién no esta del todo clara y aunque
no es esencial para la replicacién del RNA in vitro, p7 es esencial para producir infeccién in vivo
(Sakai et al., 2003). La proteasa NS2-3 tiene su actividad catalitica en la mitad C terminal de NS2
y en el tercio N terminal de NS3 (Grakoui et al., 1993; Hijikata et al., 1993). El complejo proteico
NS3-4A, posee actividad serin proteasa en el tercio N-terminal de NS3 y actividad RNA
helicasa/NTPase en los dos tercios C-terminales. El polipéptido NS4A funciona como co-factor
para la actividad serin proteasa de NS3 (Wolk et al., 2000). NS4B tiene 27 kDa y una de sus
funciones es inducir la formacion de la red membranosa que sirve de esqueleto para el complejo
de replicacion del HCV (Egger et al., 2002; Gosert et al., 2003; Shi et al., 2003). NS5A es una

fosfoproteina que se puede encontrar tanto en la forma basalmente fosforilada (56 kDa) como
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hiperfosforilada (58 kDa). El estado de fosforilacion de NS5A parece modular la eficiencia en la
replicacion de HCV, ya que las mutaciones adaptativas en cultivos celulares son aquellas que
implican a las serinas requeridas para la hiperfosforilacion (Neddermann et al., 2004). Analisis de
la estructura cristalografica de NS5A demuestran que tiene una estructura dimérica, una hélice
alfa mediante la que se ancla a la membrana del RE y propiedades de superficie bien definidas
capaces de interaccionar con proteinas virales, celulares y con el RNA (Tellinghuisen et al.,
2005). Multiples dimeros de NS5A sostendrian el RNA viral dentro de las membranas celulares y
coordinarian las diferentes etapas durante la replicacion del HCV. NS5A parece tener ademas,
otras funciones alguna de ellas asociadas a los mecanismos de evasion e inactivacion de la
respuesta inmune celular (ver mas adelante). NS5B es la RNA polimerasa dependiente de RNA.
NS5B se ancla a la membrana mediante 21 residuos aminoacidicos c-terminales que son
dispensables para la actividad polimerasa, pero si son imprescindibles para la replicacion viral
dentro de las células (Moradpour et al., 2004). Esta enzima esta extensamente caracterizada y

es el principal blanco terapéutico para el disefio de inhibidores del virus.

ARFP/F, (Alternative Reading Frame Protein o frameshift protein), de aproximadamente 160 aa,
fue identificada en la region de la capsida, como resultado de un desplazamiento en el marco de
lectura de -2 o +1 nuclettidos en el genotipo 1A. (Branch et al., 2005). Por otro lado, no se
conoce la funcién de ARFP en el ciclo viral. Ademas, se ha observado una alta variabilidad entre
los genotipos tanto del sitio de corrimiento del marco de lectura, como del tamario potencial de la
proteina. Ello contrasta con la naturaleza evolutivamente conservada en muchos aspectos de la
replicacion del HCV, donde todos los genotipos presentan un complemento idéntico de genes de
similar o idéntico tamafio. Estos hechos han llevado a que algunos investigadores propongan
que tal vez el gen identificado sea un artefacto computacional. Ello ocurriria como consecuencia
de las restricciones impuestas en la estructura del RNA que afectan a la tercera posicion del
codon en el gen codificante para la proteina de la capsida (ver mas adelante, (Tuplin et al.,
2004)).

Posteriormente a la sintesis y procesamiento de las proteinas virales, ocurre la replicacion del
genoma viral. Para ello es necesaria la formacion de los complejos de replicacion asociados a
membrana compuesto por proteinas virales, RNA replicativo y membranas celulares alteradas.
La formacién de estas estructuras para la replicacion es una caracteristica de los virus RNA. En
el caso del HCV, los complejos de replicacion se forman en membranas resistentes a la accion

de los detergentes, contienen balsas lipidicas ricas en colesterol y que se originan a partir del
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reticulo endoplasmico (Shi et al., 2003; Aizaki et al., 2004). La replicacion ocurre mediante la
sintesis de una cadena complementaria de RNA (de polaridad negativa) utilizando como molde
el RNA gendmico. A continuacion utilizando como molde la cadena de RNA de polaridad
negativa, se sintetizan las cadenas de RNA con polaridad positiva que constituiran el genoma de

los nuevos viriones.

Se conoce muy poco acerca de los Ultimos pasos del ciclo viral. La proteina NS2 y posiblemente
otras proteinas no estructurales estan implicadas en empaquetamiento viral. Los viriones
presumiblemente se forman mediante gemaciéon del reticulo endoplasmico o de un
compartimento derivado del reticulo endoplasmico y salen de la célula mediante la via

secretoria, revisado por (Moradpour et al., 2007).
2.3. Variabilidad genética del HCV.

ElI HCV presenta gran variabilidad genética, lo que ha llevado a clasificarlo en seis genotipos o
clados y en méas de 200 subtipos o cepas diferentes. Los genomas de los distintos genotipos
presentan una diferencia promedio de entre un 30% a un 35% en la secuencia nucleotidica
(Simmonds et al., 1993). Los subtipos o cepas presentan entre un 20-25% de diferencia
(Simmonds et al., 1993). Finalmente, el HCV se diversifica ain mas dentro de un individuo
infectado a lo largo del tiempo formando una estructura poblacional en cuasiespecies (Martell et
al., 1992).

Los diferentes genotipos frecuentemente muestran diferentes distribuciones geograficas en la
poblacién humana y se pueden asociar con factores particulares de riesgo de infeccién (revisado
por (Simmonds, 2004)). En los paises de occidente los genotipos 1a y 1b son los predominantes,
seguidos de los genotipos 2 y 3a. Los otros subtipos son mayoritarios en otras areas, como por
ejemplo en el Oeste de Africa la infeccion predominante es la del genotipo 2 y en Africa central
son los genotipos 1y 4 (principalmente en republica del Congo y Gabén). El genotipo 5, en

Sudaéfrica y el genotipo 6, en el Sudeste Asiatico.

Actualmente se propone que el HCV ha sido endémico por un tiempo considerable en la zona del
sur del Sahara en Africa y en el Sud-Este de Asia. La ocurrencia de infeccion en occidente y en
otros paises no tropicales es un hecho relativamente reciente (Simmonds, 2001; Ndjomou et al.,
2003). Ello sucedié en el siglo XX y como resultado de la exposicién parenteral, las transfusiones
de sangre iniciadas en 1940, el uso médico frecuente de agujas no esterilizadas para las

inyecciones y vacunaciones y el uso de drogas inyectables.
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Existen evidencias en las secuencias nucleotidicas que indican que la alta tasa de divergencia
observada a nivel genotipico se debe a una evolucién tanto Darwiniana (o selectiva) como
‘neutral” (Simmonds, 2004). En este sentido, la mayoria de la diversidad genética se debe a un
proceso de deriva genética neutral. Ello se pone de manifiesto en el hecho de que los diferentes
genotipos en los que se clasifica el HCV tienen una distribucién geografica o epidemiolégica
diferente. Por otra parte, a pesar de las diferencias observadas entre los diferentes genotipos,
todos tienen un ciclo replicativo similar en el hombre, comparten los altos titulos infectivos en la
sangre, y causan una lenta, progresiva y larga infeccién asintomatica, factores que aseguran la
transmisién. La ausencia de innovacion a nivel fenotipico a lo largo de un periodo de tiempo
largo, donde actué la evolucion divergente, demuestra que la evolucion del HCV esta moldeada y

restringida por su precisa adaptacion al nicho ecolégico en el que habita, el higado humano.

La diversidad de secuencias es generada continuamente durante la replicacion del virus. Ello se
debe a que la falta de actividad correctora de la RNA polimerasa genera una alta tasa de errores
cuando copia el RNA (entre 1 pb en 10000 y 1 en 100000) (Domingo et al., 1996; Drake et al.,
1998). Este hecho, combinado con una gran produccién de viriones por dia (del orden de 102,
(Neumann et al., 1998)), tiene como resultado la generacion de una poblacion de variantes de
moléculas de estructura en cuasiespecies (Eigen y Schuster, 1977; Domingo et al., 1978; Martell
et al., 1992). A pesar de esta variabilidad, la secuencia consenso es muy cercana a la mas apta
en un momento dado, y la existencia de una poblacion diversa permite una rapida respuesta
adaptativa frente a los cambios del entorno. No todas las moléculas teéricamente posibles estan
presentes ni igualmente representadas en una cuasiespecie. Algunas mutaciones son
perjudiciales para la replicacién viral y por lo tanto dichas variantes seran eliminadas. Las

mutaciones silenciosas o ventajosas permaneceran en la poblacion.

Por otro lado, al observar las secuencias de los distintos genotipos virales se detecta que no
todas las regiones del genoma presentan la misma variabilidad (Simmonds et al., 2004). Hay
regiones que estan evolutivamente mas conservadas, y otras, en las que ha sido necesaria una
evolucién mas rapida. Las regiones del genoma que presentan mayor variabilidad de secuencia
se localizan en las regiones codificantes para E1, E2 y NS5A, mientras que la que presenta
menor variabilidad se localiza en la regién 5° UTR (donde se encuentran secuencias necesarias
para la traduccion y replicacién), es seguida de una secuencia en la regién 3' UTR, y por las
secuencias que codifican para la proteina de la capsida y de la proteina NS5B (ver figura I. 3). El
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hecho de que existan regiones que presenten una variabilidad de secuencia muy distinta a la

mayoria del genoma, es indicativo de la accion de una presion selectiva en esas regiones.
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Figura I. 3: Variabilidad de secuencia en el genoma del HCV. En el margen superior se muestra la
representacion del genoma del HCV mostrando las posiciones de las proteinas. En el margen inferior se observa la
diversidad de secuencia entre los diferentes genotipos del HCV, (ventanas de 150 pb del genoma). Este analisis
reveld la existencia de regiones altamente conservadas en los extremos 3’ y 5 no traducibles del HCV, en la
proteina de la capsida y NS5B y a su vez la presencia de regiones altamente divergentes en los genes de E1, E2 y
NS5A. Tomado de (Simmonds et al., 2004).

En la evolucion de las regiones codificantes, los cambios ocurren predominantemente en los
sitios sindnimos, posiciones de los codones donde la mutacion en una base da origen a un
codon que codifica para el mismo aminoacido, estos sitios se localizan en la tercera posicion de
algunos codones. Posiblemente, en los sitios sindnimos la acumulacion de cambios sea
fenotipicamente neutral. Se ha propuesto que la mayor variabilidad observada en las secuencias
codificantes para E1, E2 y NS5A se debe a mecanismos selectivos especificos asociados al
escape de la respuesta inmune (Simmonds, 2004). No esta del todo claro cual es el mecanismo
selectivo que opera en cada caso y se han propuesto varias hipotesis. Dentro de los
mecanismos propuestos, hay evidencias que sugieren que mediante un cambio continuo de
secuencia, las proteinas de la envuelta E1 y E2 podrian escapar de la accion de los anticuerpos
neutralizantes del hospedador. También es posible que muchos polimorfismos de aminoacidos
observados en E1, E2 y NS5A sean impulsados por los complejos principal de

histocompatibilidad (MHC) I 'y Il con los que se encuentran en su pasaje en la poblacién humana
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(Weiner et al., 1992; Kumar et al., 1993; Taniguchi et al., 1993; Farci et al., 2000; Kantzanou et
al., 2003). Mediante la variacién de la secuencia aminoacidica que es reconocida por los MHC,
estas proteinas evadirian la respuesta inmune mediada por células T citotoxicas. Por otro lado, la
proteina NS5A se une a la proteina quinasa PKR (Gale et al., 1997). La proteina PKR se activa
en respuesta al IFN (ver mas adelante), tiene dentro de sus multiples funciones la inactivacién de
la traduccion mediante la fosforilacion del factor elF2a, y también es capaz de activar la
respuesta de apoptosis a sefiales de estrés. Un grupo de aminoécidos de NS5A cambia en
respuesta al IFN y esa regién colocaliza con la parte de NS5A que interacciona con PKR, se ha
sugerido que la evasion del reconocimiento de PKR puede ser un determinante en la

persistencia del HCV (Enomoto et al., 1995).

La menor variabilidad genética observada en las regiones 5 y 3' UTR y en las regiones
codificantes para las proteinas de la capsida y NS5B ha sido asociada con la necesidad de
conservar dominios gendmicos funcionales presentes en estas regiones del RNA gendmico viral
(Simmonds et al., 2004). Los dominios genémicos funcionales son elementos altamente
conservados en estructura y secuencia, que en si mismos cumplen funciones esenciales en
procesos claves del ciclo viral, tales como la replicacion, traduccion e infectividad viral
(Simmonds et al., 2004). Aunque en ciertos casos la presencia de una secuencia determinada es
esencial en la funcidn del dominio, la necesidad de preservar la estructura supone una restriccion

para el proceso evolutivo neutral.
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2.4. Dominios genémicos funcionales.

A lo largo del genoma del HCV existen distintos dominios genomicos funcionales. Los mas
destacados son los que estan presentes en las regiones 5', 3’ UTR y los dominios que se
localizan en el gen codificante para la proteina de la capsida y la RNA polimerasa NS5B (ver
figura I. 4, (Simmonds et al., 2004)).
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Figura l. 4: Representacion esquematica de la estructura secundaria de los dominios genémicos del HCV. En
la figura se representan los dominios de la region 5 UTR (delimitada con una linea debajo) que presenta los
dominios | y parte del IRES (con los tallos lazos II, Il y IV, sefialado en verde), los dominios gendmicos funcionales
que se localizan en la region codificante (sefialado con un linea debajo, ORF): V y IV, SL9110 y el CRE (en violeta)
y los dominios que se localizan en la regién 3' UTR (delimitada debajo con una linea), la regién hipervariable (HV), el
poly(U/UC) y el X tail (en naranja, con sus tres tallos lazos, SLIII, SLII y SLI). Con flechas se sefialan los codones de
inicio y terminacion de la traduccion.

La region 5" UTR tiene 341 nucleétidos y hay mas de 90% de identidad de secuencia a lo largo
de los distintos genotipos del HCV con algunos segmentos casi idénticos entre los diferentes
subtipos (Bukh et al., 1992). La estructura secundaria de esta region, también estd muy
conservada y mediante andlisis computacionales, filogenéticos y mutacionales se identificaron
cuatro dominios estructurales, |-IV ver figura I. 4 (Tsukiyama-Kohara et al., 1992; Wang et al.,
1993). Los primeros 40 nucleétidos de la region 5° UTR constituyen el dominio | que es requerido
para la replicacion del HCV (Friebe et al., 2001) y también ha sido implicado en la modulacién de
la actividad del IRES (Simoes y Sarnow, 1991; Rijnbrand et al., 1995; Reynolds et al., 1996;
Wang et al., 2000). Desde los dominios Il al IV de la regién 5 UTR y la regién que comprende los
primeros 40 nucledtidos del gen codificante para la proteina de la capsida constituyen el IRES
(Wang et al., 1993; Reynolds et al., 1995). La estructura del IRES ha sido extensamente
estudiada mediante técnicas de microscopia electronica (Beales et al., 2001; Spahn et al., 2001),
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NMR (Lukavsky et al., 2000) y cristalografia (Berry et al., 2011). Los dominios Il y Il son més
complejos que el dominio IV y contienen mdltiples tallos lazos. La base del dominio Ill forma un
pseudonudo altamente conservado que es esencial para la actividad del IRES (Wang et al.,
1995). El pseudonudo es parte del sitio de union a la subunidad del ribosoma 40S (Kolupaeva et
al., 2000). EI dominio Il también esta implicado en la unién del ribosoma (Lyons et al., 2001). El
dominio IV es un pequefio tallo lazo en el que se localiza el codon de inicio de la traduccion de la
poliproteina, AUG (Honda et al., 1996).

La region 3' UTR posee un tamafio entre 200 a 235 nucledtidos tiene una organizacion
estructural conservada y consiste de tres regiones distintas (figura 1.4). En direccion 5" a 3,
posee una region hipervariable HV, una region rica en U/UC de tamafio variable y una region de
98 nucleotidos altamente conservada, el elemento X fail. La region hipervariable se localiza
inmediatamente a continuacién del codon de terminacion de la traduccién de la poliproteina. Su
tamafio (desde 27 a 70 nucledtidos) y composicion varia en los distintos genotipos, sin embargo,
estd altamente conservada dentro de un mismo genotipo (Kolykhalov et al., 1996). Mediante
analisis computacionales se identificaron dos posibles tallos lazos. El primero se extiende hacia
el extremo 3’ de la region codificante para NS5B y el segundo se localiza en la region 3° UTR
(Han y Houghton, 1992; Kolykhalov et al., 1996). La regién rica en U/UC (polyU/UC) consiste en
una secuencia de poly U seguida de una secuencia de [U(C)iJm [también llamada region
transicional, n es el niumero de veces que se repite la C, y m, el numero de veces que se repite la
secuencia U(C)n] que varia en tamafio y ligeramente en secuencia en los diferentes aislados
virales (Tanaka et al., 1996). La region transicional de los genotipos 2a ,3a y 3b tiene varios
residuos de A conservados que no estan presentes en los genotipos 1b y 2b y esta region afecta
la eficacia de la replicacion (Tanaka et al., 1996; Yamada et al., 1996; Yanagi et al., 1999). El
tamafio de esta region se ha correlacionado con la capacidad replicativa del RNA del HCV
(Kolykhalov et al., 1997; Yanagi et al., 1999; Friebe y Bartenschlager, 2002; Yi y Lemon, 2003).
El X tail se compone por tres tallos lazos (SLIII, SLII'y SLI) que estan altamente conservados en
los distintos genotipos (Tanaka et al., 1996; Blight y Rice, 1997; Ito y Lai, 1997). Un estudio
reciente de la estructura del X tail mediante ensayos de proteccion con agentes quimicos y
enzimas, confirmaron la presencia de SLI y SLIIl. Sin embargo, proponen que la region entre
ambos se pliega formando dos tallos lazos en lugar de uno y podria formar un pseudonudo
(Dutkiewicz y Ciesiolka, 2005). Con respecto a sus funciones se ha visto que esta implicada en
la replicacion del HCV (Kolykhalov et al., 2000; Friebe y Bartenschlager, 2002; Yiy Lemon, 2003;

Yi y Lemon, 2003), infectividad (Yanagi et al, 1999) y parece aumentar la traduccion
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dependiente de IRES (McCaffrey et al., 2002; Bradrick et al., 2006; Song et al., 2006; Lourenco
et al., 2008). EI HCV no tiene un Poly A'y en el extremo 3’ del RNA gendmico finaliza con el tallo
lazo SLI del X tail. Es posible que ademas de las otras funciones mencionadas, el X tail estabilice
al RNA viral (Tanaka et al., 1996).

Entre los nucledtidos 47 y 167 de la regidn codificante para la proteina de la capsida hay otros
dominios que estan conservados entre los seis genotipos virales, llamados V y VI (Smith y
Simmonds, 1997). Esta region parece interactuar con la region 5’ UTR lo que lleva a la reduccion
de la traduccién mediada por el IRES (Smith y Simmonds, 1997; Hofacker et al., 1998; Rijnbrand
et al., 2001; Tuplin et al., 2004; Beguiristain et al., 2005). Ademas, estos dominios han sido
identificados como estructuras necesarias para la preservacion del plegamiento del IRES (Wang
et al., 2000; Kim et al., 2003; Beguiristain et al., 2005; McMullan et al., 2007; Vassilaki et al.,
2008).

En la region 3’ del gen codificante para la proteina NS5B se localiza un elemento esencial para la
replicacion (cis acting replication element CRE, (Lee et al., 2004; You et al., 2004) debido a que
este elemento estructural es de especial importancia en el desarrollo del trabajo que se describe

en la presente memoria se dedicara un capitulo para su descripcion.
2.5. Dominio genémico CRE.

En la regién 3’ del gen codificante para la proteina RNA polimerasa dependiente de RNA, NS5B,
se localiza un elemento esencial para la replicacion (cis acting replication element, CRE) (Lee et
al., 2004; You et al., 2004). EI CRE se pliega en una estructura cruciforme compuesta por tres
motivos tallo lazo 5BSL3.1, 5BSL3.2 y 5BSL3.3 (You et al., 2004). Mediante delecciones y
analisis mutacionales se ha demostrado que los motivos tallo lazo 5BSL3.1 y 5BSL3.2 son
esenciales para la replicacion (Lee et al., 2004; You et al., 2004; Friebe et al., 2005; You y Rice,
2008) mientras que el tallo lazo 5BSL3.3 solamente tiene un efecto menor en la replicacion (Lee
et al., 2004). Recientemente se ha descrito que el dominio 5BSL3.2 cumple un rol importante en

la regulacion de la traduccion (Romero-Lopez y Berzal-Herranz).
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Figura I. 5.: Estructura secundaria del cis acting replication element. Secuencia y estructura secundaria de los
subdominios 5BSL3.1, 5BSL3.2 y 5BSL3.3. Las posiciones corresponden a las posiciones de los nucleétidos en el
genoma del aislado Con1 del genotipo 1b del HCV (Lohmann et al., 1999). Figura tomada de (Friebe et al., 2001).

El subdominio 5BSL3.2 ejerce su funcion reguladora de la replicacion mediante la interaccion
con proteinas, como la RNA polimerasa NS5B (Zhang et al., 2005), asi como con regiones del
genoma distantes en su localizacion (Friebe et al., 2005); (Diviney et al., 2008); (Tuplin et al.,
2012). 5BSL3.2 tiene 48 nucledtidos de largo, y que se pliegan en una estructura tipo tallo lazo
formada por una hélice de 14 pares de bases, con un lazo interno de 8 nucleétidos y un lazo
apical de 12 nucleotidos (Lee et al., 2004; You et al., 2004). Mediante su lazo apical, interacciona
con el lazo del subdominio SLII del X tail formando un complejo kissing loop que es requerido
para la replicacion (Friebe et al., 2005). Mediante su lazo interno, 5BSL3.2 interacciona con el
dominio Illd dentro de la region del IRES dando como resultado una disminucién el efecto
potenciador de la traduccién ejercido por la region 3UTR (Romero-Lopez y Berzal-Herranz,
2009; Romero-Lépez y Berzal-Herranz, 2011). Mediante el lazo interno, 5BSL3.2 es capaz de
interaccionar ademas, con una region en la secuencia 200 nucledtidos 5" que esta centrada en el
nucleotido 9110 (Diviney et al., 2008). Se ha propuesto que esta interaccion tiene un rol en

controlar la replicacién del HCV (Diviney et al., 2008).
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Figura 1.6.: Representacion esquematica de las interacciones en las que participa el subdominio 5BSL3.2. Se
representan igual que en la figura 1.4., los dominios funcionales genémicos del HCV. En la region 5UTR parte del
IRES (con los tallos lazos I, Il y IV), en la region codificante, los dominios V y VI, SL9110 y el CRE (sefialado en
gris). En la region 3'UTR la region hipervariable (HV), el poly(U/UC) y el X tail. Debajo del esquema se delimita el
marco de lectura abierto ORF y se sefialan con flechas los codones de inicio y terminacion de la traduccion. Tomado
de (Marton et al., 2012).

La importancia del subdominio 5BSL3.2 para la unién de la RNA polimerasa, NS5B, al RNA viral
fue observada in vitro mediante ensayos de asociacion resueltos en geles de retardo (Lee et al.,
2004); (Zhang et al., 2005). Paul y colaboradores demostraron que la proteina NS5B se unia al
dominio CRE compuesto por las tres estructuras 5BSL3.1, 5BSL3.2 y 5BSL3.3. Sin embargo, al
eliminar el subdominio 5BSL3.2 del RNA del CRE, la proteina ya no era capaz de unirse de
forma tan eficiente. Posteriormente Shimotohno y colaboradores realizaron ensayos de
competicién de la unién de la RNA polimerasa marcada al RNA viral (utilizando un fragmento que
incluye los nucledtidos 9067 al 9374) utilizando como competidor, el subdominio 5BSL3.2 del
HCV. Como resultado observaron que el dominio 5BSL3.2 es capaz de competir la union de la
RNA polimerasa al RNA codificante para la NS5B. Estos resultados ponen de manifiesto el rol
esencial de este subdominio en la union de la RNA polimerasa a su RNA ligando. En este caso,
células portadoras de sistemas replicones transfectadas con decoys de 5BSL3.2 eran capaces

de inhibir significativamente los niveles de replicacion del HCV.

Otros grupos, han estudiado las funciones del subdominio 5BSL3.2 y observaron que la
secuencia del lazo apical del subdominio 5BSL3.2 es complementaria a una secuencia
localizada en el lazo del subdominio SLII del X tail. Mutaciones introducidas en estas secuencias
que afectan la complementariedad entre los lazos inhiben la replicacion del HCV en sistemas

replicones, mientras que al realizarse mutaciones compensatorias se restaura parcialmente la
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replicacion (Friebe y Bartenschlager, 2002). Estos estudios llevaron a proponer una interaccion
kissing loop entre el lazo apical de 5BSL.2 y su secuencia complementaria en el lazo apical del
subdominio SLII del X tail (Friebe et al., 2005). Trabajos posteriores realizados refirmaron la
existencia de dicha interaccion asi como su rol funcional (Friebe y Bartenschlager, 2002); (You y
Rice, 2008); (Tuplin et al., 2012).

La interaccion entre el lazo interno del subdominio 5BSL3.2 y el tallo lazo centrado en el
nucledtido 9110 (figura 1.6), fue observada inicialmente mediante un andlisis in silico de
interacciones a larga distancia utilizando secuencias de distintos genotipos del HCV. En el
mismo trabajo dicha interaccion fue corroborada experimentalmente (Diviney et al., 2008). La
interaccion fue posteriormente mapeada por SHAPE y se ha visto que tiene una funcion
importante en la replicacion (Tuplin et al., 2012). En sistemas replicones, se observa que
mutaciones en distintas regiones del lazo interno del subdominio 5BSL3.2 o en la secuencia
centrada en los nucledtidos 9110 que impiden la interaccidn entre ambas estructuras,
provocaban la inhibicion de la replicacion casi completamente (Diviney et al., 2008). El efecto
sobre la replicacion puede ser rescatado mediante la realizacion de mutaciones compensatorias
que restauren la interaccion entre el lazo interno del dominio 5BSL3.2 y el tallo lazo centrado en
el nucleotido 9110 (Diviney et al., 2008); (Tuplin et al., 2012).

Al estudiar la interaccion entre el lazo interno 5BSL3.2 y la secuencia centrada en el nucleétido
9110 en el genotipo 2a JFH-1, se obtienen resultados diferentes a los obtenidos del estudio
realizado con el genotipo 1. En el genotipo 2, no se observa un efecto evidente sobre la
replicacion al destruir la interaccion entre el lazo interno 5BSL3.2 y la secuencia centrada en el
nucledtido 9110 (Tuplin et al., 2012). No esta claro a qué pueden deberse las diferencias
observadas. Se ha especulado que tal vez en el genotipo 1b, la interaccién sea importante para
que el subdominio 5BSL3.2 adquiera una conformacion adecuada para formar la estructura
kissing loop con el subdominio SLII del X tail, que es indispensable para la replicacion (Tuplin et
al., 2012). El mapeo por SHAPE de la region 3’ del genoma del virus del HCV mostré que la
interaccion kissing loop entre el lazo apical de 5BSL3.2 y el lazo del subdominio SLII, y la
interaccion entre el lazo interno del subdominio 5BSL3.2 y la regién centrada en el nucleétido
9110, pueden ocurrir simultdneamente (Tuplin et al., 2012). Los autores proponen que el
subdominio 5BSL3.2 seria el corazon de un pseudonudo extendido que se forma en el extremo
3’ del genoma del HCV.
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Mediante ensayos de asociacion resueltos en geles de retardo de la movilidad electroforética, se
pudo identificar una interaccién entre el subdominio 5BSL3.2 del CRE y el dominio llld del IRES
(Romero-L6pez y Berzal-Herranz, 2009). En el estudio con RNA mutantes de 5BSL3.2 y del
dominio Illd, se observo que el subdominio 5BSL3.2 se une al llld mediante una interaccion en la
que estan implicados los nucledtidos del lazo interno del 5BSL3.2 y los nucledtidos del lazo
apical del llld (Romero-Lopez y Berzal-Herranz, 2009). Ensayos funcionales, ex vivo de la
traduccion IRES dependiente, mostraron que el efecto potenciador de la traducciéon mediado por
la region 3" UTR se ve disminuido en presencia del subdominio 5BSL3.2 (Romero-Lépez y
Berzal-Herranz, 2011). Ademas mutantes del dominio 5BSL3.2 en el lazo interno muestran
niveles de traduccién similares a los mostrados en ausencia del subdominio 5BSL3.2. Estos
estudios indican que el subdominio 5BSL3.2, mediante su interaccion con el dominio Illd del

IRES, 5BSL3.2 ejerce una funcion moduladora de la traduccion del HCV.

Todos estos trabajos ponen de manifiesto la importancia del dominio CRE en la biologia del
HCV. Ademas de ser un elemento esencial para la replicacién del genoémica, participa en la
regulacion de otros procesos tales como la traduccidén. Es por tanto una potencial diana

terapéutica para la accion de una terapia antiviral.
2.6. Replicacion.

Se ha visto en sistemas replicones que todas las proteinas no estructurales excepto NS2 son
requeridas para la replicacion. La NS5B es la RNA polimerasa dependiente de RNA (RdRp) que
copia el genoma del HCV. La proteina NS5B tiene un tamafio de 591 aa y un peso molecular de
66 KDa. Su estructura cristalografica ha sido determinada por varios grupos (ver figura |. 7) (Ago
et al., 1999; Bressanelli et al., 1999; Lesburg et al., 1999; Bressanelli et al., 2002). Como en otras
polimerasas, la NS5B tiene una estructura semejante a la mano derecha con tres subdominios:
los dedos, el dedo gordo y la palma de la mano (Ago et al., 1999; Lesburg et al., 1999). La NS5B
tiene ademas una region C terminal de 21 aa, altamente hidrofébica que es el sitio de anclaje a
la membrana del reticulo endoplasmico quedando la proteina con localizacion citosdlica
(Ivashkina et al., 2002) y que es esencial para la replicacion in vivo del virus del HCV (Moradpour
et al., 2004).
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dedos palma dedo gordo

Figura I. 7: RNA polimerasa del HCV. A: Estructura cristalogréfica de la RNA polimerasa del HCV. B:
Representacion esquematica de los dominios de la proteina. En azul se sefialan los dominios de los dedos, en rojo
el de la palma de la mano y en verde el dedo gordo. En la parte superior se sefialan las posiciones de los residuos

aminoacidicos, N y C, extremos amino y carboxilo respectivamente. Figura obtenida de (Bressanelli ef al., 1999).

El dominio de la palma es el dominio catalitico. Su estructura esta altamente conservada a lo
largo de la familia de RdRps y otras enzimas que utilizan nucleétidos como la adenilato ciclasa
(Ago et al., 1999; Lesburg et al., 1999). El mecanismo mediante el cual NS5B reconoce las
secuencias terminales del RNA gendmico del HCV para la iniciacion especifica de la sintesis del
genoma no esta del todo dilucidado. In vitro NS5B se une débilmente pero especificamente a el
X tail y al polyU-U/C (Oh et al., 2000). El sitio de unién de la NS5B fue mapeado en el tallo de
SLIl'y la regién entre los tallos de SLI'y SLII del X tail (Oh et al., 2000). El X tail es necesaria para
la actividad polimerasa. Las secuencias 5’ que incluyen la region variable y el poly(U/UC)
aumentan tanto la unién de la RNA polimerasa asi como la eficiencia de la replicacién. Cuando
se utiliza un fragmento de RNA correspondiente al X tail de 98 nucledtidos como molde para la
sintesis de RNA por parte de la RNA polimerasa, el producto mayoritario de sintesis tiene 78
nucledtidos. Es decir que la sintesis de RNA no comienza en el extremo 3’ en doble cadena del
tallo del subdominio SLI, sino que en la primera base 3’ en simple cadena en el lazo de SLI'y que
se corresponde con la U 78 (ver figura 1.8, (Oh et al., 2000). La adicién de nucleétidos simple
cadena en el extremo 3’ permite la sintesis de RNA a partir exactamente del extremo 3’ y
proceder a través del SLI (Oh et al., 2000). Todos los resultados indican que la NS5B polimerasa
necesita un molde de RNA simple cadena para empezar a sintetizar el RNA genomico. In vivo

debe existir algin mecanismo que permita que la NS5B copie el RNA viral sin pérdida de
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informacion. Alguno de ellos pueden ser: 1) Que las proteinas totales pueden afectar el
mecanismo de iniciacion (por ejemplo que la NS3 helicasa desenrolle el SLI permitiendo que la
NS5B comience en el extremo 3'), (Oh et al, 2000) 2) que otras proteinas alteren la
conformacién de la polimerasa o de las secuencias esenciales para la replicacién (Oh et al.,
2000). 3) que el extremo 3’ sea extendido con nucleétidos de simple cadena mediante
transferasas celulares y después usado como molde para la iniciacion a partir del extremo 3’ (Oh
et al., 2000). 4) otra posibilidad es que la polimerasa pueda reparar el extremo 3’ perdido durante
la sintesis por ejemplo mediante un mecanismo de copia hacia atras a partir de la cadena menor
(Oh et al., 2000).
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Figura 1.8: Estructura secundaria y secuencia del X tail. Se sefialan los dominios SLIII, SLII y SLI. En gris y con
lineas la regién que se une a la RNA polimerasa NS5B. La secuencia obtenida proviene del aislado con1 del
genotipo 1b. Tomado de (Oh et al., 2000).

Ademas de unirse al X tail, NS5B es capaz de unirse a la polyU-U/C y a la region codificante
para NS5B (Cheng et al., 1999; Oh et al., 2000; Kim et al., 2002). Inicialmente se vio mediante
ensayos de asociacion del RNA genomico con la NS5B que multiples moléculas de NS5B se
asocian de forma secuencial a la regién 3’ codificante de NS5B (Kim et al., 2002). Estudios
posteriores, mediante ensayos de movilidad en geles de retardo confirmaron que la RNA
polimerasa, NS5B es capaz de unirse al subdominio 5BSL3.2 en la regidn codificante para la
proteina NS5B (Lee et al., 2004; Zhang et al., 2005).

Diferentes regiones del genoma del HCV son esenciales para la replicacién. Estas regiones han
sido mapeadas en los extremos 5" y 3’ no traducibles y en el extremo 3’ de la region codificante
para la proteina NS5B. El rol en la replicacién de la regién 5" UTR fue demostrado en sistemas
replicones. En estos sistemas se vio que los primeros 125 nucledtidos de la region 5" UTR que
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corresponden a los tallos lazos | y II, son esenciales para la replicacion (Friebe et al., 2001; Kim
et al., 2002; Reusken et al., 2003). Ademas se vio que es la estructura del tallo lazo |, y no tanto
su secuencia, esencial en la replicacion (Luo et al., 2003). El hecho que el tallo lazo Il forme
parte del IRES podria significar un solapamiento en las sefiales de replicacién y traduccion
(Bartenschlager et al., 2004). A pesar de que los tallos lazos | y Il son indispensables para la
replicacion, los niveles de RNA en los sistemas replicones que contienen solamente estas
regiones son muy bajos. Este efecto es compensado cuando se adiciona el tallo lazo Ill y el
pseudonudo (Friebe et al., 2001; Kim et al., 2002). La importancia de la regiéon 3' UTR en la
replicacion e infectividad del HCV se vio por primera vez en experimentos in vivo con
chimpancés a los que se les inoculaban genomas del HCV con varias mutaciones en la regién 3’
UTR. En estos experimentos se vio que la eliminacion de la regién variable no afecta la
infectividad viral, mientras que la eliminacion del poly U/UC o el X tail completa o parte de esta
destruyen la infectividad (Yanagi et al., 1999; Kolykhalov et al., 2000). Estas observaciones
fueron confirmadas y extendidas a estudios andlogos en sistemas replicones (Friebe y
Bartenschlager, 2002; Yiy Lemon, 2003; Yiy Lemon, 2003). Varias eliminaciones o sustituciones
en el X tail reducen o bloquean completamente la replicacién del HCV. Finalmente pequefias
eliminaciones en la region Poly U/UC también son toleradas pero es indispensable un tamafio
minimo de 26 uridinas para la replicacion eficiente del RNA (Friebe y Bartenschlager, 2002).
Estos resultados sugieren que para la correcta replicacion del HCV se requiere de una minima
region de Poly U/UC y el X tail completa. En relacion con estos resultados se vio que la
estructura en horquilla SLI del X tail es esencial para la replicacion (Yi y Lemon, 2003). Ademas
de las secuencias localizadas en las regiones 5’ y 3' UTR, en sistemas replicones, se vio que
estructuras que se encuentran en la regién 3’ codificante para la proteina NS5B, son esenciales
para la replicacion del HCV. La eliminacion de los tallos lazos 5BSL3.1 y 5BSL3.2 bloquea
completamente la replicacién (Lee et al., 2004; You et al., 2004; Friebe et al., 2005; You y Rice,
2008) mientras que el tallo lazo 5BSL3.3 solamente tiene un efecto menor en la replicacion (Lee
et al., 2004). Mutaciones que alteran la estructura del tallo del subdominio 5BSL3.2 disminuyen
drasticamente la replicacion del HCV mientras que mutaciones en un solo nucleétido en el lazo
apical o interno, la boquean. Ademas la replicacion de algunos de estos mutantes puede ser
rescatada al insertar el subdominio 5BSL3.2 en la regién 3" UTR (Friebe et al., 2005). Tanto las
regiones poly U/UC, el X tail y el subdominio 5BSL3.2 son capaces de interaccionar con
proteinas u otras regiones del genoma. Posiblemente mediante estas interacciones ejerzan su

rol en la regulacion de la replicacion.
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2.7. Fases de la hepatitis C.

La hepatitis C no es la consecuencia de la destruccion directa de las células por el virus. Sino

que es el resultado de una respuesta inmune intermedia que es lo suficientemente fuerte como

para inducir la fibrosis y destruccion de las células hepaticas pero no lo suficiente como para

erradicar el virus de sus reservorios (revisado en (Poynard et al., 2003)).

La enfermedad puede dividirse en tres etapas: 1) La fase de incubacion donde el virus atenua la

respuesta inmune innata. 2) La fase aguda en la que las células T intentan eliminar el virus. 3) La

fase crénica de la infeccion en la que las células T especificas del HCV estan cansadas
(Rehermann, 2009).

1)

Fase de incubacién-atenuacion de la respuesta innata. El inicio de la infeccion es
asintomatico. Por ello la mayoria de lo que se conoce acerca de las primeras fases de la
infeccion provienen del modelo de chimpancé. Inicialmente, los titulos virales tienen un
tiempo de duplicacion promedio de 0,5 dias (Dahari et al., 2005). Cuando se induce el
IFN de tipo | intrahepatico (Bigger et al., 2001; Su et al., 2002) el tiempo de duplicacion
promedio aumenta a 7,5 dias y los titulos virales alcanzan un plateau (Dahari et al.,
2005). El virus utiliza maltiples mecanismos para atenuar la respuesta innata mediada

por IFN de tipo I.

Fase aguda- Intento de las células T por eliminar el virus. Generalmente las células T
son detectadas a las 5-9 semanas post infeccion (Thimme et al., 2001; Thimme et al.,
2002). Los anticuerpos especificos son detectados en la semana 8-20 (Logvinoff et al.,
2004). El virus de la hepatitis C puede ser eliminado de los pacientes en un proceso que
no requiere respuesta humoral (Semmo et al, 2006). Sin embargo el nivel de
anticuerpos neutralizantes aumenta con la infeccién y aunque no son capaces de
eliminar al virus contribuyen a la presidn selectiva de variantes virales y a la evolucion de
las secuencias de las proteinas de la envoltura (Farci et al., 2000; von Hahn et al., 2007).
A diferencia de los anticuerpos, las células T son esenciales para eliminar el virus
(Lechner et al., 2000; Thimme et al., 2001). El disminucidn de los titulos virales coinciden
con la aparicidn de las células Ty la expresion del IFN-y en el higado (Shin et al., 2006).
En aquellos pacientes que logran eliminar el virus se detecta un aumento de las células
T CD4+ (Helper, (Diepolder et al., 1995; Missale et al., 1996)) con el aumento
concomitante de IL-2 e IFNy (Urbani et al., 2006; Kaplan et al., 2007). Los pacientes que
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carecen o tienen una baja respuesta CD4+ son aquellos que luego desarrollan una

infeccion crénica (Gerlach et al., 1999).

3) Infeccion Cronica- La infeccion cronica estd asociada a una activacion continua pero
afectada y menos amplia de las células T (Wedemeyer et al., 2002; Cox et al., 2005). El
virus mediante diversos mecanismos causa la inhibicién de la activacion y la funcién de

las células T (Rehermann, 2009).

La eliminacion del virus estd asociada a una vigorosa respuesta inmune adaptativa celular de
multiples pasos y una respuesta neutralizante. La respuesta citotoxica CD4+ y CD8+ es menor
en la fase cronica que en la aguda. Los pacientes con peor respuesta inmune en la fase aguda
son frecuentemente asintomaticos y son mas propensos a convertirse en portadores cronicos
que los que tienen una fuerte respuesta en la fase aguda. (Revisado en (Poynard et al., 2003)).

La sintomatologia de la enfermedad no tiene relacién con el genotipo del virus.
2.8. Tratamiento de la hepatitis C.

Hasta hace poco el tratamiento existente (aprobado en el 2002) consistia en un tratamiento
conjunto de IFN-pegilado con ribavirina (Alberti et al., 2002; McHutchison y Fried, 2003; Poynard
et al., 2003). La respuesta al tratamiento conjunto con IFNa-pegilado y ribavirina, no es del todo
efectiva y depende del genotipo del HCV con el que esté infectado el paciente. Si bien el
aproximadamente 88% de los pacientes infectados con los genotipos 2 y 3 responden
efectivamente al tratamiento, solamente el ~45% de los pacientes infectados con los genotipos 1,

4,5y 6 desarrollan una respuesta al tratamiento (Revisado en (Poynard et al., 2003)).

El tratamiento con IFNa, no es un tratamiento especifico y el mecanismo de accion consiste en
activar la respuesta inmune propia del organismo para la erradicacion del virus (Bartenschlager
et al., 2004). El IFNa-pegilado, es un IFN modificado con polietilenglicol. La adicion del
polietilenglicol al IFN, lo protege de la degradacion proteolitica y aumenta su vida media. La
ribavirina es un analogo nucleotidico de la guanosina que potencia la accién del IFN. En la
monoterapia con ribavirina no se observan cambios en los titulos virales (Crotty et al., 2002). Por
lo que no esta del todo claro cual es su mecanismo de accién (Bartenschlager et al., 2004).

Por otro lado, el tratamiento con IFN-pegilado y ribavirina tiene efectos secundarios (revisado en
(Poynard et al., 2003)). El efecto secundario mas severo asociado al IFN es la depresion, ideas
de suicidio e hipotiroidismo. Sin embargo los efectos secundarios mas comunes son sintomas
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similares a los de un resfriado y aloplecia. El efecto secundario mas severo de la ribavirina es la
anemia y efectos teratogénicos. Sin embargo, los mas frecuentes son la anemia. Como

contraindicacién absoluta al tratamiento con ribavirina es el embarazo (Poynard et al., 2003).

Debido a la ineficacia del tratamiento con PEG-IFN vy ribavirina y a los efectos secundarios que
produce, es necesario desarrollar terapias efectivas contra el HCV. Se han realizado numerosos
esfuerzos por desarrollar nuevos inhibidores del HCV, donde se han estudiado como blanco las
proteinas virales (ver tabla |. 1, adaptacion de (Buhler y Bartenschlager, 2012)) y factores
celulares requeridos para la replicacién viral (como el miR-122, la proteina Cyclophilina y
PI4KIIl). En el caso de los inhibidores dirigidos contra las proteinas virales el principal problema
es la rapida aparicion de variantes del HCV resistentes (revisado en (Halfon y Locarnini, 2011)).
En el caso de las terapias dirigidas contra proteinas celulares existe el problema de los efectos

no deseados que podria causar el estar afectando funciones necesarias para la célula.

El 13 de Mayo de 2011 la FDA aprobo el inhibidor boceprevir (Malcolm et al., 2006) y diez dias
después, fue aprobado el inhibidor telaprevir (Jacobson et al., 2011). Ambos son inhibidores de
la NS3 proteasa que usados en combinacion con el PEG-IFN y la ribavirina aumentan la
respuesta antiviral a un 75% en los pacientes infectados con genotipo 1 (Malcolm et al., 2006;
Jacobson et al., 2011). Sin embargo, esta terapia también causa efectos secundarios como
erupciones en la piel y anemia (Malcolm et al., 2006; Jacobson et al., 2011). Ademas como se
dijo anteriormente tienen cémo problema principal la aparicion de resistencia (Halfon y Locarnini,
2011).
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Proteinas del virus de la hepatitis C como blancos antivirales
PROTEINA FUNCION EN EL CICLO DESARROLLO DE INHIBIDOR
VIRAL
Capsida Proteina de la capsida, unién | Si. Preclinico
al RNA
E1 Glicoproteina de la envuelta Si.
E2 Glicoproteina de la envuelta,
unién a receptores
P7 Canal ionico, ensamblaje del | Si.
virus y liberacion de la célula.
NS2 Proteasa de cisteinas. No
NS3 Serin-proteasa, helicasa Si. Dos de ellos estan
aprobados.
NS4A Co-factor de la NS3 proteasa | Si
NS4B Inducciéon de los complejos | Si
membranosos para la
replicacion
NS5A Ensamblaje de la maquinaria | Si
de replicacion.
NS5B Polimerasa dependiente de | Si
RNA

Tabla I. 1: Proteinas del virus de la hepatitis C como blancos antivirales. En la tabla se muestran las diferentes
proteinas del HCV que han sido estudiadas como blanco para la accién de una terapia anti-HCV. Adaptacion de
(Buhler y Bartenschlager, 2012).

En la busqueda de una terapia anti-HCV mas efectiva, es interesante el estudio de los dominios
gendmicos funcionales del HCV tales como el IRES, el CRE o el X tail, como blanco de accién
de inhibidores especificos. Como se menciona en los apartados 2.4. y 2.5., los dominios
genomicos funcionales son regiones del genoma del HCV que presentan una alta conservacion
en estructura y secuencia y que en si mismos cumplen funciones esenciales en el ciclo viral. De
forma tal, que la generacion de resistencia mediante mutaciones en estos dominios podria
afectar aspectos claves de la biologia del HCV. En consecuencia, una terapia dirigida contra los
dominios genomicos funcionales podria ser una alternativa que reduzca la aparicion de variantes

resistentes.

2.9. Genoma del HCV como blanco de accion de inhibidores basados en

acidos nucleicos.

Las herramientas moleculares basadas en los &cidos nucleicos son capaces de actuar

directamente sobre la informacion genética del virus.
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En el estudio de una terapia anti-HCV dirigida al genoma viral como blanco de accién se han
desarrollado distintas herramientas moleculares basadas en acidos nucleicos como:
oligonuclettidos antisense, los RNAs interferentes, Ribozimas, DNazimas, Aptdmeros y decoys,
entre otros. A continuacion se hara hincapié en los oligonucledtidos antisense y en las
herramientas moleculares basadas en el RNA debido a que estas han sido ampliamente

estudiadas.
2.9.1 Oligonucleétidos antisense.

En 1978 Zamecnik y Stephenson observaron por primera vez que un oligonucleétido antisense
complementario a una secuencia en el RNA del virus del sarcoma de Rous era capaz de inhibir
la replicacién viral y la traducciéon proteica del virus en cultivos celulares (Zamecnik y
Stephenson, 1978). A partir de ese momento se tuvo conciencia del gran potencial terapéutico
de los oligonucleotidos antisense. Los oligonucledtidos antisense utilizados en biotecnologia
pueden ser de RNA, DNA. En la mayoria de los casos se utilizan oligonucleotidos que estan
modificados quimicamente (como se detalla a continuacion). Los oligonucleétidos antisense
pueden unirse a diferentes blancos como: las secuencias promotoras, el codon de inicio de la
traduccion y las uniones entre intron-exon. Mediante la hibridacion con el RNA blanco, los
oligonucleétidos antisense interfieren con su funcion. Cuando los oligonucleétidos antisense son
de DNA complementarios a secuencias en el RNA blanco, forman un duplex RNA-DNA que

puede ser reconocido por RNasa H y degradado.

Los oligonucleétidos antisense por lo general constan de 18-25 nucle6tidos. En el mecanismo
mediado por la RNasa H tipicamente los oligonucledtidos tienen un esqueleto de fosforotioatos
en toda su extension, con un azufre en los fosfatos (PS, ver figura I. 9) que aunque no los hacen
completamente resistentes, les confiere una mayor estabilidad a la degradacién con nucleasas.
Ademas pueden presentar modificaciones adicionales en las secuencias nucleotidicas de cada
extremo para protegerlos de las endonucleasas. Esta distribucion deja una regidn central de
oligonucledtidos de fosforotiotatos sin modificaciones adicionales que puede ser degradada por

la ribonucleasa H. A este tipo de construcciones se le llama gapmers.

En otros casos los oligonucleétidos antisenses no requieren la actividad enzimatica en su
mecanismo accion (presente en el mecanismo de la RNasa H). Ello permite la utilizacién de
oligonuclettidos modificados que le confieran una mayor estabilidad a las ribonucleasas y/o una
mayor afinidad por el RNA diana (figura I. 9). Entre las modificaciones mas utilizadas estéan las
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sustituciones en el O de la posicion 2’ por un grupo metoxietil (2’-MEO) (Kole et al., 2012) y 2’-
metil (2'-OMe) (Kole et al., 2012). Otros tipos de modificaciones aumentan la estabilidad de la
union entre el antisense y el acido nucleico blanco. Los LNA (locked nucleic acid) contienen una
unién metileno entre el 2'-0O y 4'-C del anillo de ribosa que cierra al azlcar en la conformacion
3'endo y ello genera la hibridacion con RNA y DNA mas estable caracterizada hasta el momento
(Kumar et al., 1998). También se han utilizado antisense que tienen Los &cidos nucleicos
peptidicos (PNAs), los oligomeros basados en fosforodiamidatos de morfolino (PMO), donde la
ribosa es remplazada por un anillo de morfolino y el fosforotioato o fosfodiéster por un grupo
fosforodiamidato también han sido utilizado en el disefio de oligos antisenses y son resistentes a

la degradacion por nucleasas.
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Figura I. 9: Modificaciones quimicas de los oligonucledtidos antisense. PS, esqueleto de fosforotioato; 2'-
MOE, 2'-O-metoxyetil; 2'-OMe, con un grupo metilo como sustituyente en la posicién 2’ de la ribosa; LNA, locked
nucleic acid; PMO oligémeros de fosforodiamidato de morfolino; PNA, acidos nucleicos peptidicos.
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En la terapia contra el HCV se han desarrollado distintos tipos de moléculas dirigidas contra
diferentes regiones del genoma: gapmers, PS, LNAs, PNAs, 2'-MOE, 2-OMe, PMO. La mayoria
de ellas se han disefiado contra la regiéon 5 UTR y mas especificamente contra el IRES En el
ultimo caso el efecto principal es el bloqueo de la asociacién de factores esenciales para la
traduccion como la subunidad 40S o elF3. Aunque algunas de ellas también pueden activar el
mecanismo de accién por la RNasa H (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; Tallet-Lopez et al., 2003; Nulf y Corey, 2004; el-Awady et al., 2006; McHutchison et al.,
2006; Alotte et al., 2008; Laxton et al., 2011). El blanco de accién preferido ha sido la regién que
implica el dominio IV del IRES que contiene el codén de inicio de la traduccién AUG y en casi
todos los estudios la inhibicién de la traduccion supera el 95%. También se han desarrollado
oligonuclettidos antisenses conjugados a otras moléculas. Algunos son capaces de hidrolizar al
RNA como el imidazol para potenciar el efecto inhibidor de los oligonucledtidos antisense
(Guerniou et al., 2007; Gamble et al., 2009). En estos casos dichos oligonucleétidos se dirigian
contra el dominio Ill del IRES y mostraron mas de un 95% de inhibicion de la traduccion (ver
tabla 1.2).

De todos los oligonucledtidos antisenses disefiados el que mas se avanzd en su estudio a nivel
clinico fue el oligonucledtido llamado ISIS 14803 que llegd hasta la fase Il de ensayos clinicos.
ISIS 14803 es complementario a la region 354-365 del dominio IV del HCV y mostraba unos
niveles de inhibicion del 60% en ratones (Zhang et al., 1999). Sin embargo la investigacion
clinica de ISIS 14803 fue finalizada en 2005 por ser inefectiva en humanos (Georgopapadakou,
2007). Solamente tres de 28 pacientes mostraron una disminucién de los titulos virales en

sangre de mas de 10 veces (McHutchison et al., 2006).

Solamente se realizé un estudio con PNAs antisense que van dirigidos contra los subdominios
SLI, SLII'y SLIII del X tail del genoma del HCV (Ahn et al., 2011). En este trabajo se utilizaron
PNAs conjugados a péptidos que mejoran la incorporacion de los antisense en la célula (cell
penetrating peptides), los Tat-PNAs que estan conjugados al péptido Tat del HIV y los AR-PNAs
que estan conjugados a un péptido rico en arginina. Se transfectaron células portadoras de los
sistemas replicones con los oligonucledtidos antisense y se observd una disminucion en los
niveles virales de un 40% para los PNAs y un 80% para un Tat-PNA que era dirigido contra el
subdominio SLIII. Este ultimo compite un 80% la union de la RNA polimerasa (Ahn et al., 2011).
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En la tabla I. 2 se detallan los mayores niveles de inhibicion observados con RNAs antisenses
dirigidos hacia distintas regiones del HCV. La mayoria de los estudios se han realizado para
evaluar la inhibicion de la traduccion. Para ello se han utilizado sistemas de traduccion in vitro
como los extractos de lisados de reticulocitos de conejo (RRL), o células derivadas de
hepatocitos como las Huh-7 o HepG2 o ratones transfectados con adenovirus. En estos sistemas
se determina la capacidad inhibidora de los oligonuclettidos antisense, midiendo la expresion de
un gen de referencia (como la luciferasa o la GFP) que esta bajo el control traduccional del IRES.
Para un mismo oligonucleétido los niveles de inhibicién de la traduccion pueden variar en funcién

de si se utilizo el sistema in vitro o ex vivo.

Uso de RNA antisense como herramienta molecular contra el HCV

Blanco del HCV % inhibicion | Referencias

5UTR |Region 5 al |+ (Laxton et al., 2011)
dominio |
Regién entre los | + (Wakita y Wands, 1994) (Nulf y Corey, 2004) (Laxton
dominios | y Il etal., 2011)
Dominio I ++ (Wakita y Wands, 1994) (Hanecak et al., 1996) (Wu y

Wu, 1998) (Wakita et al., 1999) (Nulf y Corey, 2004)

Dominio [l +++ (Wakita y Wands, 1994) (Hanecak et al., 1996) (Wu y

Wu, 1998) (Wakita et al., 1999) (Tallet-Lopez et al.,
2003) (Nulf y Corey, 2004) (el-Awady et al., 2006)
(Alotte et al., 2008)

Dominio IV +++ (Wakita y Wands, 1994) (Nulf y Corey, 2004) (Alt et
al., 1995) (Hanecak et al., 1996) (Wu y Wu, 1998)
(Zhang et al., 1999) (Alt et al., 1999) (Brown-Driver et
al., 1999) (Wakita et al., 1999) (McHutchison et al.,
2006) (Alotte et al., 2008)

5 UTR entera ++ (Gonzalez-Carmona et al., 2011)

Regién codificante para la | +++ (Wakita y Wands, 1994) (Alt et al., 1995) (Hanecak et

proteina de la capsida al., 1996) (Alt et al., 1997) (Wakita et al., 1999)
(McCaffrey et al., 2003)

Secuencia codificante para | +++ (Heintges et al., 2001)

la proteina NS3

3 UTR | X tail T+ (Ahn et al., 2011)

Tabla I. 2: Uso de RNAs antisense como herramienta molecular contra el HCV. En la tabla se enumeran las
regiones del RNA del HCV estudiadas como diana para la accidén de RNAs antisense y las correspondientes
referencias. + menos del 30%, ++ decremento en la funcion del HCV de entre 30-70%, +++ inhibicién mayor al
70%. Modificado de (Romero-Lépez et al., 2006).

2.9.2. Herramientas moleculares basadas en el RNA.

Los principales problemas de las herramientas moleculares basadas en el RNA radican en la
inestabilidad del mismo dentro de la célula debido a la presencia de RNasas y la distribucion del

RNA en el organismo para que llegue a su dérgano blanco. Actualmente se estan realizando
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numerosos esfuerzos por solucionar estos problemas. La estabilidad del RNA puede mejorarse
gracias al empleo de modificaciones quimicas en el esqueleto ribosa fosfato o de nucleétidos
modificados. Dependiendo de la herramienta molecular que se trate, sera posible emplear unas
modificaciones u otras 0 el desarrollo de quimeras con nucleétidos no modificados y modificados.
Con respecto a la distribucion del RNA se han hecho grandes avances principalmente en el
higado (Semple et al., 2010).

2.9.2.1. RNAs interferentes.

El RNA de interferencia (RNAI) es un mecanismo de degradacion secuencia especifica del RNA
en el citoplasma de las células eucariotas que es inducido por el RNA de doble cadena. EI RNAI,
fue inicialmente descrito en Caenorhabditis elegans (Fire et al., 1998) y Drosophila (Tuschl et al.,
1999). Posee muchas similitudes con el silenciamiento génico descrito en plantas (Hamilton y
Baulcombe, 1999) y el proceso de quelling de Neurospora crassa (Romano y Macino, 1992). Se
cree que el RNAIi y los mecanismos de silenciamiento relacionados estan presentes en la célula
como una estrategia natural de defensa contra los virus RNA y la expresion de elementos
transponibles. Ademas de estas funciones hay evidencias que sugieren que este mecanismo
cumple un rol importante en la regulacion de la expresion génica (revisado en (Gagnon y Corey,
2012)).

Brevemente, el mecanismo de interferencia de RNA es iniciado por el RNA doble cadena que en
el citoplasma es reconocido por la RNasa Il Dicer (y sus cofactores) que corta el RNA doble
cadena largo en pequefios RNAs doble cadena. Estos RNAs tienen un tamafio de
aproximadamente 21 pares de bases y 2 nucledtidos protuberantes en simple cadena en ambos
extremos 3'. Los pequefios RNAs interferentes son reconocidos por el complejo de
silenciamiento inducido por RNA (RISC, del inglés: RNA Induced Silencing Complex). Este
complejo desenrolla las dos cadenas nucleotidicas del pequefio RNA y retiene una de ellas para
que dirija la union al RNA blanco. La union con el RNA diana sucede mediante la hibridacion de
la secuencia del pequefio RNA que es complementaria con la del RNA blanco. Posteriormente el
complejo RISC procesa al RNA blanco mediante la accion de la proteina Argonauta. Los
fragmentos resultantes del RNA blanco son degradados mediante los mecanismos enddgenos

celulares de degradacion del RNA (revisado en (Meister y Tuschl, 2004)).

A partir de su descubrimiento, los RNAs de interfencia han sido muy utilizados como

herramientas moleculares. En investigacién se ha implementado para estudiar la funcién de
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diversos factores celulares y ha sido estudiado como inhibidor en el tratamiento de numerosas
enfermedades. Para ello las células son transfectadas con RNAs doble cadena que tienen la
secuencia especifica de los mRNA que codifican para las proteinas de estudio. En el caso del
virus de la hepatitis C se ha demostrado la potente actividad antiviral de los RNAs interferentes
en sistemas de replicones subgenémicos y de particulas infectivas del HCV. Se han desarrollado
RNAs interferentes direccionados contra la region 5° UTR y casi todas las proteinas virales (la
proteina de la capsida, E1, E2, NS2, NS3, NS4B, NS5A y NS5B, ver tabla I. 3, modificada de
(Romero-L6pez et al., 2006)). En estos sistemas los RNAs interferentes pueden llegar a provocar
una disminucion de entre un 80%-90% de los niveles del RNA viral (Kapadia et al., 2003; Wilson
et al., 2003; Kronke et al., 2004; Takigawa et al., 2004; Prabhu et al., 2005; Wilson y Richardson,
2005).

El surgimiento de variantes resistentes ha sido estudiado en el caso de la proteina NS5B. Ello se
produce debido a modificaciones en la regién de union al RNA interferente. El tratamiento
conjunto con RNAs interferentes dirigidos a diferentes secuencias blanco reduce notablemente la
aparicion de resistencia a los RNAs interferentes (Wilson y Richardson, 2005). En esta linea de
investigacion otro grupo ensayo el efecto de esiRNAs (endorribonuclease prepared siRNA) en la
inhibicion del HCV (Kronke et al., 2004). Los esiRNAs son una mezcla de RNAs interferentes
generada a partir de la digestion previa de un ORF con una endorribunuclesa Ill (como la RNasa
[l de E. coli o la enzima Dicer). De esta forma se genera una mezcla de RNAs doble cadena que
tienen diferentes regiones de union en el ORF en estudio. En este sentido se disefiaron esiRNAs
a partir de un RNA doble cadena que abarca las regiones codificantes para las proteinas NS4,
NS5A y NS5B. Los esiRNAs dirigidos a las regiones NS4, NS4A y NS5B son capaces de inhibir
significativamente los niveles de RNA virales en sistemas replicones en células Huh-7. En este
trabajo proponen que es bastante poco probable que un virus acumule las suficientes
mutaciones como para escapar a la accion de los esiRNAs. Los esiRNAs disefiados a partir de
ORFs del genotipo 1b no son igualmente efectivos en inhibir a los genotipos 1a y 2a (Kronke et
al., 2004). En la misma linea de investigacion con el fin de reducir la posibilidad de la aparicién
de variantes resistentes se disefiaron RNAs interferentes dirigidos contra regiones conservadas
del HCV, como el IRES vy la regién 3’ codificante para la proteina de la capsida. Los inhibidores
con secuencias complementarias a los dominios Ill, IV y la region codificante para la proteina de
la capsida eran capaces de inhibir hasta 10 veces los niveles de la luciferasa en los sistemas
replicones (Kronke et al., 2004). Se ha visto que RNAs interferentes que tienen como blanco el

IRES son efectivos inhibiendo distintos genotipos del HCV. Ello se debe a que, como se ha dicho
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en el apartado 2.5., el IRES es una region del genoma que presenta una gran conservacion de

secuencia en los distintos genotipos. (Chevalier et al., 2007).

RNAs interferentes como inhibidores del HCV

Blanco en el RNA del | Eficiencia | Referencia
HCV
5 UTR Dominio | + (Yokota et al., 2003) (Vlassov et al., 2007)
Dominio I + (Kronke et al., 2004) (Yokota et al., 2003)
+4+ (Korf et al., 2005)
Dominio Il | + (Kronke et al., 2004) (Takigawa et al., 2004) (Yokota et al., 2003)
++ (Yokota et al., 2003) (Korf et al., 2005)
++4+ (Kronke et al, 2004) (Yokota et al., 2003) (Henry et al., 2006)
(Chevalier et al., 2007) (Hamazaki et al., 2006) (Vlassov et al., 2007)
Dominio IV | +++ (Kronke et al., 2004) (Yokota et al., 2003) (Wang et al., 2005)
(Hamazaki et al., 2006) (Vlassov et al., 2007)
Regién codificante para | ++ (Takigawa et al., 2004)
la proteina de la capsida | +++ (Kronke et al., 2004) (Randall et al., 2003) (Ansar et al., 2011) (Khaliq
etal., 2010)
Regién codificante para | ++ (Khaliq et al., 2011)
la proteina E1 +++ (Ansar et al., 2011)
Regién codificante para | ++ (Khaliq et al., 2011)
la proteina E2 +++ (Prabhu et al., 2005) (Shin et al., 2009) (Ansar et al., 2011) (Khaliq et
al., 2011)
Regién codificante para | + (Ali Ashfaq et al., 2011)
la proteina NS2
Region codificante para | + (Wilson et al., 2003)
la proteina NS3 ++ (Kapadia et al., 2003) (Ali Ashfaq et al., 2011)
o+ (Takigawa et al., 2004) (Prabhu et al., 2005) (Shin et al., 2009) (Ali
Ashfaq et al., 2011)
Regién codificante para | + (Kapadia et al., 2003)
la proteina NS4B +++ (Kronke et al., 2004) (Ali Ashfaq et al., 2011)
Regién codificante para | + (Kapadia et al., 2003)
la proteina NS5A ++ (Sen et al., 2003)
F4+ (Kronke et al., 2004)
Regién codificante para | ++ (Kapadia et al., 2003)
la proteina NS5B +++ (Wilson et al., 2003) (Kronke et al., 2004) (Takigawa et al., 2004)
(Prabhu et al., 2005) (Wilson y Richardson, 2005) (Trejo-Avila et al.,
2007) (Henry et al., 2006) (Ali Ashfaq et al., 2011)
JUTR | Xtail ++ (Korf et al., 2005)

Tabla I. 3: RNAs interferentes como inhibidores del HCV. Se detallan las diferentes regiones del HCV para las
cuales se han disefiado RNAs interferentes, el efecto inhibidor observado y las referencias correspondientes. +, ++,
+++ igual que en la tabla I. 2.. Modificado de (Romero-Lopez et al., 2006).

Para aumentar la estabilidad del RNA se pueden disefiar oligonucledtidos que poseen

modificaciones quimicas que le brinden resistencia a la accién de las RNasas. En el caso del

RNA interferente, solamente unas pocas modificaciones pueden ser introducidas para que

puedan ser reconocidos por el complejo RISC y sean activos. En la cadena antisense son
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toleradas las uniones entre los fosforotioatos en el extremo 3’y las sustituciones 2’-O-metilo (2'-
OMe) en uno o dos nuclettidos internos que aumentan la estabilidad. En la cadena sentido,
muchos de los nucleotidos internos pueden tener la modificacion 2'-OMe (revisado en (Kole et
al., 2012)).

2.9.2.2. RNAs decoys.

Una herramienta molecular capaz de interferir con la informacion genética es el uso de RNAs
que imitan a RNAs reguladores celulares o virales y se unen a sus ligandos naturales. Mediante
la unidn a sus ligandos, los RNAs miméticos, interfieren con la funcion de los RNAs reguladores.
A estas moléculas de RNA se les llama RNAs decoys. En el desarrollo de una estrategia antiviral
efectiva se han utilizado pequefios elementos de RNA gendmicos virales que unen factores
esenciales para el ciclo infectivo. Estos elementos de RNA actuan secuestrando a factores
indispensables para el ciclo viral e impidiendo que estos cumplan con su funcién. El uso de
RNAs decoys puede ser una estrategia antiviral efectiva. Los decoys con fines terapéuticos
necesitan mostrar alta especificidad y estabilidad. La principal ventaja de los decoys es el

aparente escape a la generacion de resistencia (revisado por (Romero-Lépez et al., 2006)).

En el estudio del HCV se han desarrollado decoys de los dominios Il y IIl del IRES, de la region
3" UTR en su totalidad, de los subdominios 5BSL3.1, 5BSL3.2 y 5BSL3.3 y del X fail (Ver tabla I.
4). De los decoys especificos del IRES, los del dominio Ill, mas especificamente los de los
subdominios llle y Ilif son los que presentan una mayor inhibicién de la traduccion asi como de la
union de la proteina S5 (importante para la sintesis proteica) en sistemas replicones (Ray y Das,
2004). Los decoys que corresponden a los subdominios 5BSL3.1y 5BSL3.2 del CRE son los que
presentan mayores niveles en la inhibicion de la traduccion y replicacion en los sistemas
replicones. Asi mismo, se observa que los decoys 5BSL3.2 son capaces de unir a la polimerasa
NS5B. Decoys de 5BSL3.2 con mutaciones que afectan la unién a la polimerasa no son efectivos
en inhibir los niveles de traduccion y replicacion virales (Zhang et al., 2005). Los decoys dirigidos
contra el X tail son capaces de inhibir la replicaciéon del HCV un 50% en sistemas replicones
(Smolic et al., 2010). La inhibicién de la replicacion podria deberse a una competicion de los
decoys por la unién de factores esenciales para la replicacion. Se ha observado que el X tail es
capaz de unirse a la NS5B polimerasa asi como también es capaz de interaccionar con otras

regiones del genoma del HCV. Estas interacciones son esenciales para la replicacion viral.
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Uso de RNA decoys como inhibidores del HCV
Region del HCV Eficiencia | Referencia
5 UTR Dominio Il | + (Ray y Das, 2004)
Dominio Il | +++ (Ray y Das, 2004)
Regién CRE | 5BSL3.1 +++ (Zhang et al., 2005) (Smolic et al.,
2010)
5BSL3.2 +++ (Zhang et al., 2005) (Smolic et al.,
2010)
9BSL3.3 + (Zhang et al., 2005)
3 UTR X tail ++ (Smolic et al.) (Zhang et al., 2005)
3 UTR + (Zhang et al., 2005)

Tabla I. 4: Uso de RNA decoys como inhibidores del HCV. Se detallan los distintos elementos
genomicos que se han utilizado como decoys, el efecto inhibidor observado y las respectivas
referencias. +, ++ y +++ igual que en la tabla I. 2. Modificado de (Romero-Lépez et al., 2006).

Aunque en los decoys desarrollados contra el HCV no incluyen nucleétidos modificados se han
desarrollado decoys que contienen nucleétidos a-B-anoméricos (Tanaka et al., 1994), duplex con
metilfosfonatos y fosforotioatos (Bielinska et al., 1990), LNAs (Crinelli et al., 2004), hibridos de
PNA/DNA (Mischiati et al., 1999; Mischiati et al., 2002; Borgatti et al., 2003) y circular dumbbell
double-stranded oligodeoxynucleotides (Hosoya et al., 1999). Estos ultimos son segmentos
cortos estables de DNA con lazos nucleotidicos cerrados en cada extremo que les confieren

resistencia a las nucleasas y una mejor incorporacion a las células.
2.9.2.3. Ribozimas

Las ribozimas son moléculas de RNA que presentan actividad catalitica. Fueron descubiertas a
principios de los afios 80 por los grupos de Thomas Cech y de Sidney Altman (Kruger et al.,
1982; Guerrier-Takada et al., 1983).

Desde su descubrimiento se plante6 el potencial de las ribozimas hairpin y hammerhead como
herramientas moleculares para la inactivacion génica (ver figura I. 10). La ribozima hairpin fue
descubierta en la cadena negativa del RNA satélite asociado al virus que causa las manchas en
anillo de tabaco ([-]sTRSV, tobacco rinspot virus, (Feldstein et al., 1989; Hampel y Tritz, 1989)).
La ribozima procesa los productos multiméricos que son generados como consecuencia de la
replicacion del RNA satélite por el mecanismo de circulo rodante (Prody et al., 1986). Los
monomeros generados son circularizados mediante la actividad ligasa que presenta la ribozima
(Buzayan et al., 1986; Buzayan et al., 1986). La ribozima hammerhead fue identificada en RNAs

patogenos de plantas (Buzayan et al., 1986; Hutchins et al., 1986; Prody et al., 1986). La funcion
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in vivo es similar a la de la ribozima hairpin aunque no se conocen los detalles de la reaccion de
ligacion.

El estudio de las ribozimas hammerhead y hairpin permitié determinar el tamario de los dominios
minimos con actividad catalitica. Ademas se ha determinado cuales son los requerimientos de
secuencia y estructurales para que mantengan su funcion (Zaug y Cech, 1986; Uhlenbeck, 1987;
Hampel et al., 1990; Branch y Robertson, 1991). Ello ha permitido el desarrollo de ribozimas
capaces de procesar a sus sustratos en trans. Estas moléculas se asemejan a las enzimas
proteicas que no se consumen ni se modifican durante la catalisis. EI dominio de reconocimiento
del sustrato es distinto al dominio catalitico y mediante el cambio de la secuencia del dominio de

reconocimiento del sustrato es posible cambiar la especificidad de la ribozima (ver figura I. 10).
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Figura I. 10: Secuencia y estructura secundaria de los motivos minimos de las ribozimas hairpin (A) y
hammerhead (B). A: Motivo minimo de la ribozima hairpin capaz de unir y procesar efectivamente su RNA sustrato.
Las secuencias de la region J2/1 que son 6ptimamente procesadas por la ribozima hairpin se muestran en la caja
“a”. A'y B representan los dos dominios definidos del complejo enzima sustrato y J1/2-J4/3 son regiones de cadena
sencilla. B: Motivo minimo de la ribozima hammerhead que presenta actividad catalitica de sustratos en frans. Tanto
en A como en B el RNA sustrato se muestra en minuscula, mientras que el motivo minimo de la ribozima en
mayuscula. Con una flecha se indica el sitio de corte. N: cualquier nucleétido, Y: COU; R: A6 G; V: A, C 6 G; H: A,
Co U, B: C, G o U. Los nucledtidos destacados en negrita son indispensables para la actividad catalitica. Tomado
de (Romero-Ldpez et al., 2006).

Al igual que otras herramientas moleculares, también se ha estudiado el uso de ribozimas como
inhibidores en el desarrollo de una terapia anti HCV. La mayoria de los trabajos emplearon
ribozimas tipo hammerhead. Sin embargo, también se han utilizado la ribozima tipo hairpin y una

ribozima basada en la ribozima del virus de la hepatitis delta (ver tabla I. 5).
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En el primer estudio de disefio de ribozimas capaces de cortar el genoma del HCV, se aisl6 el
RNA total del higado de pacientes infectados con el genotipo 1b y se incub6 con una poblacion
de ribozimas tipo hammerhead sintetizadas in vitro que poseian secuencias aleatorias en el
motivo de unién con el RNA (Lieber et al., 1996). Se identificaron trece productos de corte. Se
seleccionaron seis sitios de corte para su estudio teniendo en cuenta la proximidad con el codon
de inicio de la traduccion y la localizacion en zonas conservadas y en regiones de simple cadena
del HCV. Los sitios de corte fueron retrotranscritos, amplificados y secuenciados. Ello permitio
inferir la secuencia de la regién aleatoria de las ribozimas que realizaban el corte (empleando la
secuencia complementaria al sitio de corte identificado). De las seis ribozimas estudiadas: cuatro
cortaban en la cadena de RNA de polaridad positiva, tres en regiones préximas al sitio de inicio
de la traduccion, en las posiciones 325 del dominio Ill del IRES, en la posicién 363 y 369 de la
region codificante para la proteina de la capsida y una en una posicion mas alejada del codén de
inicio, también en la region codificante de la proteina de la capsida (posicién 707). Dos ribozimas
cortaban en la cadena de RNA de polaridad negativa, (concretamente en las posiciones 342 y
401). Las ribozimas fueron clonadas en vectores adenovirales y su capacidad inhibidora fue
probada de manera independiente en células CHO que contenian la cadena negativa y positiva
del RNA del HCV y en aislados de hepatocitos de pacientes infectados con el HCV. Tras un
tiempo de incubacion se obtuvieron niveles de inhibicién que van desde un 40% a un 100%
segun el ribozima. Al tratar los hepatocitos de pacientes infectados con una mezcla de las tres
ribozimas, tras tres dias del tratamiento, los niveles de RNA eran indetectables mientras que en
los controles permanecian sin cambios (Lieber et al, 1996). En el mismo afio 1996 se
describieron cuatro ribozimas hammerhead dos de ellas tienen como blanco de accion el dominio
[l del IRES y dos de ellas, regiones codificantes para la proteina de la capsida. Dos ribozimas
presentaban unos niveles de inhibicién de la traduccion IRES dependiente de la luciferasa de

entre un 50% a un 73% en células Huh-7 (Sakamoto et al., 1996).
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Uso de ribozimas como herramienta molecular anti-HCV

Region blanco en el HCV | Eficiencia Referencias
5 Dominio I + (Macejak et al., 2000)
UTR ++ Macejak et al., 2000) (Welch et al., 1996)

(
Dominio Il + (Macejak et al., 2000)
++ (Sakamoto et al., 1996) (Macejak et al., 2000)
+++ (Welch et al., 1996)
(Lieber et al., 1996) (Macejak et al., 2000) (Lee et
al., 2000) (Macejak et al., 2001)

Dominio IV +++ (Gonzalez-Carmona et al., 2006)
Regidn codificante para la | ++ (Sakamoto et al., 1996) (Welch et al., 1996)
proteina de la capsida +++ (Lieber et al., 1996)

Tabla I. 5: Uso de ribozimas como herramienta molecular anti-HCV. Se muestran las distintas regiones del
genoma para las cuales se han disefiado ribozimas, el efecto inhibidor que segun el trabajo ha sido medido a nivel
de la traduccion, bien de la replicacion, o ambos y las referencias correspondientes. ++ y +++ igual que en la tabla .
2. Modificado de (Romero-Ldpez et al., 2006).

Se han realizado grandes avances en el disefio de las ribozimas hammerhead habiéndose
identificado las posiciones de la ribozima que pueden ser modificadas quimicamente
aumentando la estabilidad de la ribozima pero sin comprometer su actividad. (revisado por
(Goodchild, 2000)). En el tratamiento del HCV se disefiaron 15 ribozimas con modificaciones del
tipo 2-O-Me y 2’ deoxi-C-alil-uridine y enlaces de fosforotioato en algunas posiciones. El
tratamiento de células con las ribozimas mostré una reduccién del 40% al 80% en la traduccidn
del sistema HCV-5-UTR-luciferasa y de >90% en la replicacion de una quimera del HCV-
poliovirus. La enzima que corta en la posicidon 195 del HCV, en el dominio Illb era la que
presentaba los mayores niveles de inhibicién (Macejak et al., 2000). Los efectos observados para
dicha ribozima eran potenciados cuando se administraba junto con el IFN-q, hasta mostrar >98%
de inhibicion de la replicacion de la quimera HCV-PV (Macejak et al., 2001). También se
analizaron los efectos farmacocinéticos de la ribozima en ratones, donde tanto la administracién
subcutanea como intravenosa de 10 mg/kg y 30 mg/kg muestran un pico en el higado lo
suficientemente alto como para inhibir la replicacion del HCV. La ribozima es detectada en el
higado a los 15 min y hasta 48 hrs después de la administracion (Lee et al., 2000). Debido a
estos resultados tan prometedores se realizaron ensayos preclinicos y clinicos con la ribozima
que se le denomind Hepazyma™, no hay documentacion disponible que expliquen los motivos

pero los ensayos fueron suspendidos.

También se han realizado esfuerzos por mejorar la asociacion de las ribozimas por sus sitios de
accion en el RNA del HCV. Para ello se disefid6 una poblacién de moléculas basada en la

ribozima hammerhead que corta en la posiciéon 363 (Lieber et al., 1996) y se le adiciono en el
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extremo 3’ una secuencia aleatoria de 25 nucledtidos a través de la cual se esperaba la union a
los dominios especificos en el RNA sustrato. Se realizd un método de seleccion in vitro de dos
pasos (ver mas adelante). En una primera etapa se seleccionaron las variantes capaces de
unirse al IRES a través de la region variable, mientras que en un segundo paso se rescataban
las moléculas que conservan actividad catalitica y que en el extremo 3’ que conservan la
capacidad de unirse al sustrato. Mediante este proceso se obtuvieron RNAs quiméricos
compuestos por la ribozima y un aptamero (Romero-Lépez et al., 2005). Los RNAs quiméricos
mapeaban en los dominios Il, Ill y IV del IRES (Romero-Lépez et al., 2005). En trabajos
posteriores se caracterizaron los RNA quiméricos HH363-10 cuyo dominio aptamero se une al
subdominio llIf (Romero-Lépez et al., 2007), el HH363-50 que se une al dominio IV (Romero-
Lopez et al., 2009) y el HH363-24 que se une al subdominio Illd del IRES (Romero-Lopez et al.,
2012). Estas moléculas, ademas de presentar actividad catalitica eran capaces de inhibir la
formacion del complejo de la traduccion 80S y algunas el 48S en el IRES. HH363-10 y HH363-50
inhiben la traduccion IRES dependiente de la luciferasa de firefly y HH363-24 inhibe un 65% la
traduccion en estos sistemas. HH363-24 fue probada ademas en células portadoras de sistemas
replicones donde se pudo observar una inhibicion de hasta un 70% en la replicacion del RNA

viral (Romero-Lopez et al., 2012).

Las ribozimas tipo hairpin también se han estudiado para el tratamiento del HCV. Se generaron
ribozimas cuyos puntos de corte se localizan en las regiones 5 UTR y en la region codificante de
la proteina de la capsida. Los resultados obtenidos en la inhibicion de la traduccion IRES
dependiente de un gen de referencia, muestra resultados similares a los obtenidos con las

ribozimas tipo hammerhead (Welch et al., 1996).

Recientemente se realiz6 un trabajo en el que se utilizb una ribozima del tipo HDV (ribozima del
Virus de la Hepatitis Delta, (Levesque et al., 2010)). La ribozima del HDV fue la primera en
identificarse en las células humanas infectadas con virus. Debido a que es una ribozima que esta
bien adaptada al ambiente de las células humanas, es una candidata interesante para investigar
su potencial como inactivador de la expresion génica. En el dicho trabajo, la ribozima del tipo
HDV fue ademas modificada con un riboswitch que le permitia pasar de un estado activo a
inactivo y ser regulada por la presencia del RNA blanco. Al riboswitch se le llamé modulo SOFA'y
a la ribozima SOFA-HDV. La capacidad de inhibir la replicacién del HCV de diferentes ribozimas
SOFA-HDV que cortan in vitro distintas regiones del IRES, fue examinada en sistemas
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replicones. Las ribozimas no mostraron mas del 40% de inhibicion de la replicacion (Levesque et
al., 2010).

2.9.2.4. Aptameros

Los aptameros son moléculas de acido nucleico que se unen especificamente a su molécula
blanco. La metodologia para la seleccion de aptdmeros, SELEX (del inglés: Systematic
Evolution of Ligands by Exponential Enrichment) se definio por primera vez por Tuerk y Gold en
1990 (Tuerk y Gold, 1990).

Previamente a la descripcion del método SELEX, la evolucién molecular in vitro fue observada
por el grupo de Spiegelman en 1967 (Mills et al., 1967). Ellos estudiaban la evolucion in vitro del
RNA gendmico del bacteréfago QP, con el fin de identificar las secuencias minimas para poder
replicarse mas rapidamente. La replicacion del genoma es llevada a cabo por la RNA polimerasa
dependiente de RNA codificada por el propio genoma. EI ambiente in vitro posibilita la ausencia
de los requerimientos necesarios para completar el ciclo viral dentro de la célula (Mills et al.,
1967).

En 1990 cuatro grupos de manera independiente disefiaron y desarrollaron métodos de
seleccion (Ellington y Szostak, 1990; Green et al., 1990; Tuerk y Gold, 1990) o de evolucion
molecular in vitro (Robertson y Joyce, 1990). A partir de ese momento se tuvo conciencia del
gran potencial de estas metodologias para el desarrollo de &cidos nucleicos con actividades

cataliticas nuevas o mas eficientes, o para el desarrollo de aptdmeros.

A partir de su descubrimiento, el disefio de aptameros ha sido ampliamente extendido. Ello se
debe a que sus propiedades de reconocimiento se asemejan a las de los anticuerpos pero con la
ventaja de que pueden ser disefiados completamente, sintetizados quimicamente, poseen
mejores condiciones de almacenamiento y provocan muy poca o inexistente inmunogenicidad.
(2002). El reconocimiento de la molécula diana por parte de los aptameros de naturaleza
nucleotidica es posible gracias a la estructura tridimensional que adquiere el aptdmero asi como

de la secuencia nucleotidica (Patel et al., 1997; Patel y Suri, 2000).

Posteriormente, a la obtencion de aptameros seleccionados in vitro, en el 2002 se identifico la
presencia de aptameros en la naturaleza. Se observaron aptameros formando parte de los

riboswitches en mRNAs de varias especies lo que constituye un mecanismo bastante extendido
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de control de la expresion génica (Mironov et al., 2002; Nahvi et al., 2002; Winkler et al., 2002;
Winkler et al., 2002).

Los métodos de seleccion molecular in vitro por enriquecimiento exponencial siguen un esquema
general de tres pasos (ver figura I. 11): 1) Sintesis de la poblacion de partida. Generalmente se
disefia una poblacion de acidos nucleicos compuesta por una region central de secuencia
mutagenizada al azar, flanqueada por regiones de secuencia constante. Las secuencias
flanqueantes son necesarias para la unién de los cebadores necesarios para el paso de
amplificaciéon por PCR. 2) Seleccion: la poblacién de moléculas es incubada con el ligando.
Posteriormente se recuperan las moléculas con capacidad para unirse con el ligando. Existen
dos estrategias para lograr este objetivo: El ligando es inmovilizado en un soporte solido y el
aptamero es recuperado mediante la ruptura de las fuerzas que dirigen la interaccion (como por
ejemplo por calor). El aptamero es recuperado con el ligando y posteriormente es aislado gracias
a la presencia de una caracteristica particular (como un dominio o una estructura determinada).
3) Amplificacion: Se amplifican las moléculas seleccionadas para asegurar su enriquecimiento,
su persistencia en la poblaciéon y su pase en la siguiente ronda del método de seleccion
molecular. En la seleccion de aptameros de RNA tanto la poblacion de partida como cada
poblaciéon de moléculas que entra en una nueva ronda de seleccion es obtenida mediante
transcripcion in vitro a partir de moléculas de DNA intermediarias que poseen en su extremo 5’ el
promotor para la RNA polimerasa del bacteriéfago T7. Al finalizar cada etapa de seleccion se
sintetizan DNAs intermediarios mediante retrotranscripcion necesarios para el paso de
amplificaciéon por PCR. Mediante la ejecucion iterativa del proceso de seleccion y amplificacion la
complejidad de la poblacion de partida es reducida y se enriquece en las moléculas de interés.
Durante este proceso se puede aumentar la presion selectiva mediante condiciones de seleccion
mas exigentes, por ejemplo disminuyendo el tiempo de incubacién con el ligando, aumentando la

temperatura o disminuyendo la fuerza iénica.
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Figura I. 11: Diagrama de un método de seleccion molecular in vitro. En el cuadrante superior
se muestra la estructura de la poblacion de partida que entra al proceso de seleccion.
Posteriormente las moléculas se someten al paso de seleccion, donde se descartan las moléculas
inactivas para la unién. Se recuperan las moléculas capaces de unirse al sustrato que son
amplificadas. A continuacién la poblacién de moléculas activas entra a una siguiente ronda del
método de seleccion. Tomado de (Marton et al., 2010).

Para mejorar la estabilidad de los aptameros dentro de la célula o su incorporacion se pueden
realizar modificaciones quimicas. Dichas modificaciones deben realizarse tras del método de
seleccion en las moléculas més efectivas para la union. En este sentido, al oligonucleétido se le
puede conjugar un grupo peptidico, carbohidrato o lipidico, revisado por (Marton et al., 2010).
También se pueden realizar modificaciones en la posicion 2’ de la ribosa o en el esqueleto
azucar fosfato (Marton et al., 2010). En estos casos, cuando las modificaciones son realizadas
posteriormente a su seleccion de los aptameros, es necesario verificar que no se haya alterado
la afinidad por la molécula diana, ni la capacidad inhibidora. La capacidad de algunas RNA
polimerasas para incorporar nucleétidos modificados a la cadena creciente ha hecho posible el
uso de métodos de seleccidon con poblaciones de oligonuclettidos quimicamente modificados
(Proske et al., 2002; White et al., 2008). Las modificaciones quimicas utilizadas en estos trabajos
implican la modificacion 2' fluoro de la ribosa lo que le confiere una mayor estabilidad al
oligonucledtido. Recientemente se ha visto que los LNA pueden ser incorporados
enzimaticamente tanto al DNA como al RNA, ello permitira la incorporacion de LNAs en los ciclos
de seleccidn (Veedu et al., 2007; Veedu et al., 2008; Veedu et al., 2009).
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Se han seleccionado aptameros contra cualquier tipo de molécula pequefia, proteinas, acidos
nucleicos o incluso células. Generalmente la seleccion de aptdmeros con fines terapéuticos se
ha centrado en el desarrollo de aptameros contra proteinas (revisado por (Marton et al., 2010)).
Sin embargo la obtencion de aptameros con capacidades de unién a &cidos nucleicos,

especialmente el RNA, también ha sido estudiada.

Con la finalidad de encontrar inhibidores dirigidos a los dominios gendmicos funcionales del HCV
se han disefiado aptameros con la capacidad de unirse a los dominios I, Ill y IV del IRES y a el
X tail (ver tabla |. 6). En todos estos casos se trata de regiones del genoma que en si mismas
tienen una funcion en la biologia del HCV. Mediante el bloqueo de dichas regiones es posible
afectar el ciclo viral infectivo. El primer intento por desarrollar aptameros contra el genoma del
HCV se realizaron dos métodos de seleccion utilizando como dianas de unién en un caso
subdominio genomico SLI del X tail y en el otro caso el dominio IV del IRES (Aldaz-Carroll et al.,
2002). En el disefio experimental que utilizé como diana el dominio SLI del X tail, se obtuvo una
poblacién de aptameros que contenian un motivo de secuencia complementario al lazo apical
(Aldaz-Carroll et al., 2002). Se realiz6 un plegamiento teorico de los aptameros y se vio que el
motivo complementario a la secuencia del lazo apical de SLI se localizaban tanto en un lazo
apical, en un lazo interno del aptamero o bien en otras regiones simple cadena. Uno de los
aptameros seleccionados, el 5-39 tenia una afinidad de unién al SLI con un Kq de 66,8+3,7 nM.
El mapeo de la interaccién del aptdmero con SLI mostr6 que el aptamero se unia al subdominio
SLI mediante una interaccién que implica a los residuos del lazo apical del SLI y del lazo interno
del aptamero, interaccion ALIL (Apical Loop- Internal Loop). Los aptameros seleccionados contra
el dominio 1V presentaban un motivo consenso complementario al lazo apical del dominio IV. El
60% de los aptdmeros mostraban una estructura secundaria teérica donde el motivo consenso
se localizaba en un lazo interno del aptamero. EI mapeo de los residuos que participaban en la
interaccion del dominio IV con uno de los aptameros (IV-55 que presentaba una Kq de 20nM)
mostrd que la interaccion es del tipo ALIL (Aldaz-Carroll et al., 2002). Aunque estos trabajos
caracterizaron la interaccion de los aptameros con el RNA diana y fueron pioneros en el estudio
de aptameros dirigidos a RNA, no determinaban el efecto inhibidor sobre el ciclo viral de los
aptameros seleccionados. Dos grupos seleccionaron aptdmeros contra el dominio Il del IRES
(Kikuchi et al., 2003; Da Rocha Gomes et al., 2004). Uno de los trabajos caracteriza al aptamero
lla-14 que se une mediante una interaccion del tipo ALIL con el lazo apical del dominio II, con

una Kq de 35 nM. (Da Rocha Gomes et al., 2004). En este caso la union del aptamero esta bien
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caracterizada pero al igual que en los trabajos anteriores no estudiaban el efecto inhibidor del
aptamero. En el otro trabajo se aislaron aptameros con un motivo consenso complementario al
dominio Il del IRES: Los aptameros presentaban una Kq de 11 nM y el mapeo mediante ensayos
de proteccion con RNasas reveld que el tipo de interaccion implicaba a los nucleétidos del lazo
apical del aptamero con los del lazo apical del dominio II. Un tipo de interaccion semejante a un
complejo kissing. El efecto inhibidor de la traduccion de los aptameros fue probado in vitro,
donde se observd que eran capaces de inhibir un 40% la traduccién dependiente de IRES de la
luciferasa (Kikuchi et al., 2003). EI mismo grupo selecciond aptameros dirigidos contra el dominio
[lld del IRES: Tras cuatro rondas de seleccion se obtuvieron secuencias que se podian dividir en
tres grupos de moléculas que presentaban motivos de secuencia complementarios al lazo apical
del dominio llld, a la region simple cadena del extremo 3’ del dominio IV y un solo clon con un
motivo complementario al lazo apical del dominio lllb. Los autores se centraron en el estudio de
los aptameros con motivos complementarios al lazo Illd. Uno de los aptameros, el 3-07
presentaba una Kq de 9,6 4 e inhibia la traduccion IRES dependiente de la luciferasa hasta un
90% in vitro y hasta un 60% en células HeLa. El mapeo de la regién de interaccion reveld que los

nucledtidos que interaccionan se localizan en un lazo interno del aptamero (Kikuchi et al., 2005).

Aptameros como inhibidores del HCV
Region blanco del RNA del | Eficiencia | Referencias
HCV
5 UTR Dominio Il ++ (Da Rocha Gomes
et al, 2004)
(Kikuchi et al.,
2003)
Dominio Il ++ (Kikuchi et al.,
+++ 2005)
(Kikuchi et al.,
2005)
Dominio IV Nd (Aldaz-Carroll et al.,
2002)
3 UTR SLI Nd (Aldaz-Carroll et al.,
2002)
X tail Nd (Fukuda et al,
2008)

Tabla I. 6: Aptameros como inhibidores del HCV. En la tabla se muestran los distintos dominios
del genoma del HCV para los cuales se han disefiado aptameros, la eficiencia del efecto inhibidor y
las referencias correspondientes. Nd sefiala los aptameros a los que no se determind la eficiencia
inhibidora. +, ++y +++ igual que en la tabla |. 2. Adaptada de (Romero-Lépez et al., 2006).
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Como se mencion6 en el apartado 2.9.2.3. de Ribozimas, en el disefio de herramientas
moleculares contra el HCV con mejores propiedades inhibidoras se desarrollaron RNAs
quiméricos con un dominio aptamero y el dominio ribozima HH363 que corta en el RNA del IRES
del virus (Romero-Lopez et al., 2005). Los resultados obtenidos de este estudio permitieron
obtener conclusiones importantes acerca del rol de la estructura de los aptameros para su
funcion de unién al ligando. (Romero-Lopez et al., 2005). Mediante éste método se seleccionaron
inhibidores con dominios aptdmeros que tenian como blanco distintas regiones del IRES y se
observé que el efecto inhibidor de la traduccién del HCV in vitro que presentaba la molécula
completa es mayor que el de cada una de sus actividades en trans por separado (Romero-Lopez
et al., 2005). Estas observaciones sugieren que la molécula quimérica se completa se comporta

como un aptamero.

Pagina 54



3. Objetivos.

Debido a la ineficacia de los tratamientos actuales de la hepatitis C, en el presente trabajo nos
propusimos estudiar el potencial uso del dominio genémico CRE como diana de una terapia anti

HCV. Para el desarrollo del objetivo general se plantearon los siguientes objetivos especificos:

1) Seleccién de aptameros frente a un fragmento de RNA que contiene el dominio

gendmico CRE
2) Identificacion experimental de las dianas de unién de los aptameros en el dominio CRE.

3) Caracterizacion funcional de los aptameros seleccionados.
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4. Materiales y métodos.

4.1. Materiales

4.1.1. Productos quimicos.

En general se utilizaron reactivos de las casas Sigma (Saint Louis, USA), Fluka (Seelze,
Alemania), Roche (Mannheim, Alemania), Panreac (Barcelona, Espafia), Serva (Heidelberg,

Alemania) y Amresco (Solon, USA).
4.1.2 Enzimas de restriccion y modificadores de DNA y de RNA.

Las enzimas utilizadas como herramientas moleculares se obtuvieron de las firmas New England
Biolabs (NEB, Ipswich, USA), Invitrogen (California, USA), Promega (Madison, USA), Roche
(Mannheim, Alemania) y MBI Fermentas (Vilnus, Lituania), salvo excepciones que se indican en

Su Caso.
4.1.3 Isétopos radiactivos

El marcaje radiactivo se ha realizado utilizando el isétopo 2P en forma de [0-32P]JUTP o [y-
32P]ATP o pC?2P con actividades especificas de entre 3000 a 5000 Ci/mmol.

En todos los casos los isétopos fueron suministrados por Perkin Elmer (Wellesley, USA).

4.1.4 Peliculas autorradiograficas.

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

Medio LB liquido: Bactotriptona 10 g/l, extracto de levadura 5g/l, NaCl 5 g/l, pH=7.

Medio LB —agar: Medio LB liquido y agar 15%.

Medio de congelacion para células procariotas. Medio LB con glicerol a una concentracion final
de 25%.

Medio de Eagle modificado por Dublecco (DMEM de GIBCO, Life Technologies, Carlsbad, USA),
suplementado con 20% de suero bovino fetal (SBF) (Whittaker, USA). EI SBF utilizado para
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suplementar el medio es previamente inactivado por calor mediante incubacién de 30 min a
55°C.

Medio DMEM para el crecimiento de las células Huh-7 portadoras de replicones. Es el medio

DMEM suplementado con 20% de SBF que contiene ademas 0.5 mg/ml del antibiotico G-418.

Medio de congelacion para células eucariotas es medio DMEM, 20% SBF y dimetil sulfoxido
(DMSO) al 10%.

Para preformar los complejos lipidicos-RNA se utilizd el medio Opti-MEM (GIBCO, Life
Technologies, Carlsbad, USA).

4.1.6 Tampones

Tampon de electroforesis Tris-Acetato EDTA (TAE, 1X)

Tris-Acetato.............. 40 mM
EDTA...ccooeii 1mM
pH~8,5

Tris Base.............. 89 mM
Acido Borico......... 89 mM
EDTA.................. 2,5 mM
pH~8,3

Tampon de electroforesis para geles de poliacrilamida no desnaturalizantes (TB, 1X)

Tris-HCIpH =8,3......... 100 mM
Acido borico................. 86 mM

TrisBase....cccovvvviiiiiinn, 350 mM
SDS. 0,1%
pH=288
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Tampdn de electroforesis M (1X)

TrisBase.....coovevvveeiiinannn.. 150 mM
SDS. . 0,1%
pH=6,8

TrisBase ......ccccccvvvvveiiininnn, 25 mM
GliCinG......eeveeeiiiiiiiiiee e 192 mM
SDS.. 0,1 % (p/v)
pH~85

Tampon no desnaturalizante para carga en geles de agarosa (10X)

Glicerol.........cooeveeeiinins 50% (v/v) en agua
Xilencianol..................... 0,4% (p/v) en agua
Azul de bromofenal......... 0,4% (p/v) en agua

Tampon no desnaturalizante para carga en geles de poliacrilamida (2X)

Glicerol.........coovveeeiiiii 30% (v/v) en agua
TMNSX..oooi 20% (v/v) en agua
tRNA. 4% (p/v) en agua
Xilencianol.............ccccvvve.nn 0,4% (p/v) en agua
Azul de bromofenal............. 0,4% (p/v) en agua

Tampon desnaturalizante para carga en geles de poliacrilamida (2X)

Formamida desionizada................ 94% (viv)
Xilencianol...............cevvvvienne, 0,025% (p/v)
Azul de bromofenal................. 0,025% (p/v)
EDTA ..o, 17 mM

Tris-HCI, pH6,8............coeoee 10 mM
SDS.. 2% (plv)
EDTA. ..o 2 mM
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Glicerol........coooviviiiiiiiiiiii, 5% (p/v)
B-mercaptoetanol...................... 1% (VIv)

Azul de bromofenol.................... 0,1 mg/ml

Tampén de elucion de acidos nucleicos a partir de geles de poliacrilamida

NHEAC. . ovveeveeeresreerre, 500 mM
SDS.cveeeeeeeeeeereeeereeninns 0,1% (p/v)
EDTA, pH =8 1 mM

NasPO4....ooveviiiiii 20 mM
NaCl...oooeeeeee i, 150 mM
pH=75

NaCl.........cccceeenne 137 mM
KClooiiiiii, 2,7mM
Na2HPOs............... 4,3 mM
KH2POg4......ovee 1,4 mM
pH=74

TrissHCL pH =8 ovveieiei 20 mM
NACL....ooiiiiiii i 05M
GlICErOl.....evveeiiiieei e 10%
Triton X-100......ccvvviiiiiiiie, 1%
B-mercaptoetanol...........ccccccveeeeiiiiiiiinnn, 1'mM
Fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF) .......... 1 mM
DNasa l........coooiiiiiii 14/l
LiSOZIMa......coviiiiiiii 1 mg/ml

Pagina 59



Tampon Il.

Tris-HCIpH=7,0..........cceevnnnnnn. 20 mM
NaCl......ccvvieeeeee e, 1M
Glicerol........oovviviiiiiiiiiiiiiiiieeee, 10%
Triton X-100.........ccoiiviieeeeeiiiine, 1%
B-mercaptoetanol.......................... 1'mM

HEPES,pH=79.....c..cceen.. 5mM
MOCL2. i 2mM
KClL e 25mM

Tampdn para la degradacion con la RNasa T1 en condiciones desnaturalizantes (2x)

Citrato sodico, pH=4,5.............20 mM

EDTA. .o 1 mM
Urea.....ocooeviiiiiiiiiiiiiiiieee ™
Azul de bromofenal................... 1% (p/v)
Xilencianol............cccoovvvvniiinns 1% (p/v)

Solucion para la hidrdlisis alcalina de RNA (10X)

Carbonato s6dico..................... 100 mM
Bicarbonato sddico................... 100 mM
pH=95
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4.1.7 Construcciones de DNA y sintesis de RNA.

4.1.7.1 HCV-CRE194

Para la sintesis del RNA del HCV-CRE194 se construy6 un plasmido a partir del plasmido pUC18
(Fermentas, Vilnus, Lituania) al cual se le integr6 la secuencia del HCV que se extiende desde
los nucledtidos 9181-9371 del aislado Con1 del genotipo 1b. El fragmento 9181-9371 fue
obtenido mediante una reaccion de amplificacion utilizando como molde el plasmido pU3'HCV-
9181 (Romero-Lépez y Berzal-Herranz, 2009). Se disefiaron dos oligodesoxirribonucleotidos
(ODNs) cebadores. El primero, T7pHCV-9181: S
TATGAATTCTAATACGACTCACTATAGGGCAGTAAGGACCAAGTCCAA 3, que hibrida en el

extremo 5’ del genoma del aislado Con1 del HCV 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 la enzima EcoR1 (en cursiva). El segundo, asHCV-9371Sal: %
GTGGTCGACTCGGTTGGGGAGTAGATAGAT 3, aparea en la posicion 9371 del genoma viral y
contiene un sitio de corte para la enzima Sall (en cursiva). La reaccion de amplificacion se llevé a
cabo segun se describe en el apartado 4.2.10. El producto de amplificacién fue seguidamente
purificado por gel de agarosa (4.2.15.2.) y clonado en el plasmido pGEMT® Easy (Promega,
Madison, USA, 4.2.21.). A continuacién, el plasmido con el inserto fue incorporado en las
bacterias E. Coli mediante transformacion por choque térmico (4.2.5.1) y aislado mediante
miniprep (4.2.13.1). Posteriormente, el inserto de DNA del HCV fue subclonado en el vector
pUC18. Para ello, el plasmido pGEMT® Easy con el inserto asi como el plasmido pUC18, fueron
digeridos en forma paralela con las enzimas EcoRl| y Sall (4.2.20.1.1.). El producto de digestion
correspondiente al fragmento de DNA del HCV fue purificado por gel de agarosa (4.2.15.2.) y el

fragmento resultante fue ligado a través de sus extremos EcoRlI'y Sall con el vector pU18.

Para la sintesis del RNA se linealizé el plasmido pUC18 que contenia el inserto HCV-CRE 104
mediante la digestion con Sall y se realizd la transcripcion in vitro del fragmento como se indica
en4.211.1.

4.1.7.2. 3HCV-9181

El fragmento de RNA, 3HCV-9181 que contiene al CRE y a la regiéon 3'UTR del HCV, fue
obtenido por transcripcion in vitro del plasmido pU3'HCV-9181 (Romero-Lopez y Berzal-Herranz,

2009) linearizado con la enzima Hindlll.
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4.1.7.3. pET-NS5BA21.

Proviene del plasmido pET-24a (Novagen, Darmstadt, Alemania) y contiene la secuencia
codificante de la proteina NS5B pero que le falta la region C terminal de 21 nucledtidos necesaria
para el anclaje de la proteina en las membranas derivadas del reticulo endoplasmico. El
fragmento de DNA clonado corresponde a los nucle6tidos 7999 al 9308 del RNA del HCV.

Para la obtencion del fragmento de DNA, primeramente se aislé el RNA gendmico de las células
Huh-7 portadoras de los replicones subgendmicos con el reactivo Trizol® (4.2.15.5). EI RNA fue
retrotranscrito a cDNA (4.2.12.1) y el cDNA fue amplificado con los ODNs cebadores HCV-
7999_Nhel 5-CATATGGCTAGCTCGATGTCCTACACATGGACA-3' and asHCV-9308_Xhol 5'-
GTGGTGCTCGAGGCGGGGTCGGGCACGAGACAGG CT-3' (4.2.10). Los sitios de restriccion
se muestran en cursiva. Se forma independiente y simultanea se digirieron el amplicén y el
plasmido pET-24a con las enzimas de restriccion Nhel y Xhol y se purificaron por gel (4.2.15.2.).

A continuacion se ligo el fragmento de DNA al plasmido pET24a.
41.7.4. pGT-Pn

Una fraccion de las moléculas rescatadas durante las diferentes rondas de seleccion (P1 a P9)
fue clonada en el vector pGEMT®-Easy (Promega, Madison, USA, (4.2.21) para generar las
construcciones pGT-Pn (pGT-P1 a pGT-P9).

4.1.7.5. pUC19-aptamero

Las variantes clonadas en el vector pPGEMT®-Easy se subclonaron en el vector pUC19. Para el
subclonado en el vector pUC19 se incorporé el sitio de restriccion para el corte con la enzima
Sall mediante una PCR con los cebadores J'aptamer-CRE
CGACTGTCGACTACTCTTTAATTCGCTACCT y 5PCR-CRE
GCTATGAATTCTAATACGACTCACTATAGGGATATTATAGTACATAAA utilizando como molde
el DNA de los plasmidos pGT-Pn. A continuacién el DNA amplificado fue extraido por el método
de fenol-cloroformo y precipitacion (4.2.15.1), resuspendido en 30 ul de agua estéril y digerido
con las enzimas EcoRl y Sall (4.2.20.1.1). Simultdneamente se realizd la digestion del vector
pUC19 y se purificaron los fragmentos de DNA por gel de agarosa (4.2.15.2.). A continuacion se
llevé a cabo la reaccién de ligacion con el aptamero pUC19. Los productos de ligacion fueron
incorporados por choque térmico (4.2.3.1) en E. coli'y el DNA plasmidico se mandé6 a secuenciar.
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4.1.7.6. RNAg

El RNAg utilizado como control para numerosos ensayos fue obtenido a partir de la
transcripcion in vitro del plasmido pBSSK (Stratagen, La Jolla, USA) linearizado con la enzima
BamHI (Romero-Lopez et al., 2007).

4.1.8 Cepas Bacterianas

Las cepas bacterianas empleadas fueron:

E. coli. DH5aF’ (Raleight et al 1989, Woodcock et al 1989) F/endA1 hsdR17(re-mk*) supE44 thi-1
recA1 gyrA(Nal") relA1A (LacZYA-argF)U169 deoR(#80dlacA(lacZ)M15)

E. coli. TOP10 (Invitrogen, Camarillo, USA): F- mcrAA(mrr-hsdRMS-mcrBC) ®80/lacZAM15
AlacX74 recA1 araD139 A(ara-leu)7697 galU galK rpsL (StrR) endA1 nupG.

BL21 (DE3) pLysS Rosetta cells (Novagen, Darmstadt, Alemania): F- ompT hsdSg (rs~ ms-) gal
dem (DE3) pLysS (CamR)

4.1.9. Marcadores de masa molecular.
4.1.9.1. 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 gtl 1 (c1857, ind1, Sam7) digerido con Styl. Fragmentos (longitud en pb):
7743, 6223, 3472, 2690, 1882, 1489, 925, 421, 74.

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

4.1.9.2. Para RNA.

Se utilizd el marcador ssRNA “low range” de New England Biolabs (NEB, Ipswich, USA) que
contiene RNAs de seis tamafios moleculares: de 1000, 500, 300, 150, 80 y 50 nucledtidos.
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Se utilizé el marcador de RNA Century™ marker (Ambion, Austin, USA). Consiste en cinco
plasmidos linearizados listos para ser usados en la transcripcion in vitro para sintetizar RNAs de

500, 400, 300, 200 y 100 nucledtidos. Este marcador se utiliz6 marcado radiactivamente.
4.1.10. Programas informaticos.

A continuacion se relacionan los programas informaticos mas frecuentemente utilizados durante

el desarrollo de la presente tesis.

-Microsoft Office Word: version 2007. Microsoft Inc.
-Microsoft Office PowerPoint: Version 2007. Microsoft Inc.
-Microsoft Office Excel: Version 2007. Microsoft Inc.
-Sigmaplot: version 8.0: SPSS Inc.

-Internet Explorer: Microsoft Inc

-Mozilla Firefox

-Adobe llustrator CS3

-Adobe Photoshop CS3

-SeqEd: Perkin Elmer Corp.

-DNASIS Max: MiraiBio

-ImageQuant: Molecular Dynamics. 1Q Solutions
-MC-Fold.

-GraphPad

- EndNoteX. NilesSoftware Inc.
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4.2. Métodos.

4.2.1. Cultivo de células procariotas.

Las cepas de E. coli utilizadas a lo largo del estudio se cultivaron en medio liquido (LB, medio
Luria-Bertani) a partir, en cada caso, de un clon aislado crecido en medio solido (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 llevd 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.
4.2.2. Cultivos de células eucariotas.

Las células Huh-7 portadoras de los sistemas replicones se crecieron en medio DMEM (GIBCO,
Life Technologies, Carlsbad, USA) suplementado con suero bovino fetal (SBF, Invitrogen,
Camarillo, USA) al 20% y 0,5 mg/ml G-418. Fueron incubadas a 37°C en una atmésfera
enriquecida con un 5% de CO2. Las monocapas celulares fueron regularmente tripsinizadas en
estado de semi-confluencia. Previamente a la adicion de tripsina se quito el medio de cultivo y se
lavo la monocapa con PBS 1X para eliminar los factores del suero que inactivan la tripsina.
Posteriormente se trataron con tripsina 0,25% p/v, EDTA 0,2% durante 30 s a 1 min a
temperatura ambiente. La tripsina se neutralizé mediante el agregado de un volumen de medio
DMEM con un 20% de SBF, tras lo cual la suspensién celular se centrifugd a 1500 rpm a 25°C
durante 5 min. Las células sedimentadas se resuspendieron en medio DMEM con un 20% SBF y
se repartieron en frascos de cultivos a una concentracién aproximada de 2,5 x 10° células/ml de

medio. Los pases se realizaron por lo general cada 3 0 4 dias.

Para los ensayos de transfeccion se recolectaron las células y sedimentaron de la misma forma
que en el parrafo anterior. Una vez sedimentadas las células se resuspendieron en medio DMEM
sin antibiético y se cultivaron en una placa de 24 pocillos a una concentracion de 80000

células/pocillo. Cada pocillo llevaba un volumen de medio de 500 ul.
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4.2.3. Crioconservacion de células procariotas.

Para la crioconservacion de bacterias, se partié de un cultivo bacteriano en LB crecido durante
toda la noche. El cultivo bacteriano se rejuveneciéo mediante una dilucion 1:1000 en medio LB y
se incubo en agitacion a 37°C hasta alcanzar la fase de crecimiento exponencial (DOsoo aprox
0,4-0,6). A continuacion, 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.
4.2.4. Crioconservacion de células eucariotas.

Las células se recogieron mediante tripsinizacion y centrifugacion y se resuspendieron en medio
de congelacion a una concentracion 1 x 108 células/ml. Se alicuotaron en criotubos de 2 ml y
fueron congeladas de forma progresiva mediante incubaciones sucesivas en hielo y -80°C para

ser finalmente conservadas en vapor de Nitrégeno.
4.2.5. Transformacion de E. coli con DNA plasmidico.

4.2.5.1 Transformacion por choque térmico.
Preparacion de células competentes

Para la transformacién quimica por choque térmico es necesario preparar primero las bacterias
con CaCly para permeabilizar las paredes celulares para que las moléculas de DNA puedan
penetrar al interior de las células (Lederberg y Cohen, 1974; Hanahan y Meselson, 1983). Para
ello, las células pertenecientes a la cepa DH5a de E. coli fueron crecidas hasta una DOgoo de
0,4-0,6. Se recogieron por centrifugacion en frio durante 7 min a 6000 xg. Se resuspendieron en
0,5 volumenes de CaCl> 50 mM frio y se incubaron en hielo durante 30 min. Tras este periodo se
recogieron de nuevo por centrifugacion como se ha descrito y se resuspendieron finalmente con

CaCl> 50 mM en 1/20 del volumen original.
Transformacion

La transformacion de las bacterias competentes se realizd por 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 en hielo. En este método, la entrada del DNA adherido a la

superficie celular se facilita mediante un incremento en la temperatura hasta alcanzar los 42°C
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durante 90s. Las células se recuperaron 5 min en hielo y se afiadid6 1 ml de medio LB
precalentado sin antibiético y las células se incubaron en agitacion suave durante una hora a
37°C. A continuacion, se sembraron en placas de medio solido (aproximadamente 200 pl/placa)
en presencia del antibitico adecuado y se crecieron toda la noche a 37°C. La eficiencia de
transformacion obtenida mediante este protocolo suele ser de 108 células/ug de DNA plasmidico

utilizado.
4.2.5.2.Transformacion por electroporacion

En la transformacion por electroporacion las bacterias son sometidas a un campo eléctrico que
desestabiliza las estructuras de pared y membrana. Durante este proceso se inducen poros por

los que ingresa el DNA en las bacterias.

Se mezclaron 10-100 ng de DNA (disuelto un volumen de 1-5 pl) con 40 pl de células
electrocompetentes “One Shot® TOP10 Electrocomp™ E. col” de Invitrogen (California, USA) en
suspension. La mezcla se mantuvo en hielo durante 1 minuto y seguidamente se transfirio a una
cubeta de electroporacién de 2 mm fria en hielo. La electroporacion se realizd en el
electroporador MicroPulser de Bio-Rad (California, USA) con un voltaje de 2,5 kV (programa
EC2) un tiempo aproximado de 5 mseg. A continuacién se le adicion6 960 ul de medio LB sin
antibiotico a 37°C. La suspension se transfirié a un tubo de de 15 ml y se incubd a 37°C durante
1 hr con agitacién a 225 rpm. Se sembr6 160 pl en placas de medio sdlido con el antibi6tico
apropiado y se crecieron toda la noche a 37°C. La eficiencia de transformacion suele ser de 10°-
1010 células/ug de DNA.

4.2.6 Seleccion de colonias recombinantes de E. coli

La incorporacion del plasmido en las bacterias permitio la seleccion por la adquisicion de nuevas
funciones. Por un lado, las células transformadas se seleccionaron por la resistencia al
antibiotico conferida por el plasmido. Por otra parte, la clonacién del inserto en el marco de
lectura del peéptido a permitid seleccionar las bacterias recombinantes. Las colonias
recombinantes se identificaron por la actividad de la B-galactosidasa. Las cepas bacterianas
utilizadas (DH5a y TOP10, 4.1.8.) son defectivas para la sintesis esta enzima debido a la
eliminacién del gen que codifica para uno de sus péptidos (el péptido a). Los plasmidos que
portan este gen restauran la sintesis de la enzima en las células transformadas mediante un

fendmeno de complementaciéon genética. Asi, en presencia de un sustrato cromogénico
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denominado X-gal (5-Br-4-Cl-3-indolil-3-D-galactopiranésido) y el inductor IPTG (Isopropil-3-D-
tiogalactopiranosido) las células transformadas adquieren coloracion azul. El sitio de clonacién en
este tipo de plasmidos se situa dentro del marco abierto de lectura del gen del péptido a por lo
que en los plasmidos recombinantes que contienen un inserto se altera la pauta para la lectura

del gen y las colonias son de coloracion blanca.

Para este tipo de seleccion las células se sembraron en medio LB sélido conteniendo ampicilina
50 pg/ml, X-gal 40 pg/ml e IPTG 150 pg/ml.

Las bacterias transformadas con los plasmidos pGT-Pn y pUC19-aptamero que se utilizaron en

el método de seleccidn molecular. Las colonias positivas fueron chequeadas por PCR (4.2.10.)
4.2.7. Transfeccion de las células eucariotas.

Para cada transfeccion se utilizd un cultivo de células Huh-7 NS3 19, preparado 20 hr antes de
las transfecciones como se indica en el apartado 4.2.2. La transfeccion de las células eucariotas
con los RNAs de los aptameros se realizd mediante la utilizacion del reactivo lipidico catidnico
TransFectin (Bio-Rad, California, USA) y se siguieron las instrucciones del fabricante. Se
mezclaron 50 pl de opti-MEM junto con 3 ul de TransFectin y por otro lado 50 pl de opti-MEM
con 3 pg de RNA. A continuacion se juntan ambas mezclas y se deja incubar 20 min a

temperatura ambiente. Posteriormente se adiciona gota a gota al cultivo celular.
4.2.8. Sintesis de acidos nucleicos

Los oligodesoxirribonucledtidos (ODN) sintéticos utilizados durante el desarrollo de este trabajo
experimental, 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).
4.2.10. Reaccion en cadena de la polimerasa

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) permite la amplificacion exponencial y especifica
de una molécula de DNA. Es llevada a cabo mediante una reaccion enzimatica que requiere una
DNA polimerasa termoestable. Se basa en sucesivos ciclos de tres pasos: desnaturalizacién de

la doble hebra, hibridacién de los cebadores especificos y extension por sintesis de DNA.
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Las reacciones de amplificacion mediante PCR se realizaron en los termocicladores: Perkin
Elmer Gene Amp PCR 2400 (Wellesley, USA) o Thermo Electron Corporation Px2 Gradient PCR
Block (Thermo, Massachusetts, USA). La mezcla de reaccion contenia dNTPs 200 uM cada uno,
MgCl, 2 mM, DNA molde 1 ng/ul, Tag DNA polimerasa (Biotools, Madrid, Espafa) 0,015 U/pl,
tampon de reacciéon suministrado por la casa comercial 1x y cada uno de los ODNs a una
concentracion final de 0,5 uM. Se utilizaron distintos protocolos de amplificacion. Generalmente
se realizaron entre 25 y 35 ciclos de amplificaciéon que consistian en 30 s de desnaturalizacion a
95°C, 30 s de hibridacién a la temperatura adecuada para cada ODN y 30 s de extension a 72°C.
Antes del comienzo del primer ciclo se realizé un paso de desnaturalizacion inicial de 2 min a

95°C y al finalizar la serie de ciclos se realizé una etapa de elongacion de 7 min a 72°C.

Las PCRs utilizadas para la seleccién de colonias portadoras de los plasmidos recombinantes se
realizaron a partir de una colonia con el kit 2x ReddyMix™ PCR Master Mix (Thermo,
Massachusetts, USA). Las reacciones se llevaron a cabo en un volumen final de 10 ul. Para ello,
4 ul de agua fueron resuspendidas con sus respectivas colonias y los ODN correspondientes a

una concentracién final de reaccion de 1 uM.
4.2.11. Transcripcion in vitro.

4.2.11.1. Transcripcion in vitro a pequeia escala.

Las moléculas de RNA se obtuvieron mediante la transcripcion in vitro catalizada por la enzima

RNA polimerasa dependiente de DNA, del bacteriéfago T7.

Los DNAs molde utilizados fueron plasmidos previamente linearizados con enzimas de
restriccion o fragmentos de DNA de doble cadena obtenidos por PCR. Previamente a su
utilizacion en la transcripcion in vitro, los DNAs fueron purificados por gel de agarosa o por

extraccién fendlica y posterior precipitacion (4.2.15.1.).

Las reacciones de transcripcion se llevaron a cabo en un volumen total de 50 ul en presencia de
2 g de DNA molde, tampdn de reaccion (Tris-HCl 40 mM pH = 7,9, MgCl> 6 mM, espermidina 2
mM, NaCl 10 mM, DTT 10 mM), 0,01% de Tritén X-100, NTPs 1 mM de cada uno, 0,5 U/ul de
inhibidor de RNasa y T7 RNA polimerasa (purificada y calibrada en el laboratorio). La reaccion
fue incubada durante 2 horas a 37°C. A continuacion el DNA molde fue eliminado por digestion
con RQ1 DNasa (4.2.20.1.2.).
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La sintesis de RNA marcado internamente se realizd de manera similar a la descrita pero con las

concentraciones de nucleétidos modificados segun se describe en el apartado (4.2.23.1.3.).

Una vez sintetizados, todos los RNAs se resolvieron mediante electroforesis en geles de

poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes y se purificaron a partir del gel (4.2.15.3).
4.2.11.2. Transcripcion in vitro a gran escala.

Para la transcripcion in vitro de RNAs a gran escala utilizados para la realizacion del método de
seleccidén molecular in vitro asi como en las transfecciones de las células Huh-7 portadoras de
los replicones subgenomicos del HCV, se utilizd el Kit de transcripcion in vitro Ribomax™
(Promega, Madison, USA). Este Kit permite la produccion de grandes cantidades de RNA. Se
siguieron las instrucciones del fabricante. Brevemente, se incubaron entre 5-10 ug de DNA con,
el tampdn suministrado por el fabricante (80 mM HEPES pH = 7,5, 24 mM de MgClz, 2 mM de
espermidina, 40 mM DTT), los rNTPs a una concentracion final de 25 uM cada uno y una mezcla
de enzimas suministrada por el fabricante. Las reacciones se incubaron a 37°C durante 3 hr. Al
finalizar la reaccién el DNA molde se degradd con la reaccion catalizada por la RQ1 DNasa
(4.2.20.1.2.).

Los RNAs obtenidos se purificaron mediante el método de extraccion fenolica (4.2.15.1) y
cromatografia de excusién molecular por tamafio (4.2.15.4) y posterior precipitacion con EtOH
(4.2.15.1).

4.2.12. RT-PCR cuantitativa.

La técnica de RT-PCR cuantitativa combina las reacciones de transcripcion reversa y PCR
cuantitativa a tiempo real. Con esta técnica una molécula molde de RNA es retrotranscrita a
cDNA vy posteriormente amplificada mediante una reaccion de PCR en donde se cuantifica el
producto resultante al finalizar cada ciclo de amplificaciéon. La deteccién puede realizarse de
distintas formas, el sistema que utilizamos en el presente trabajo, consiste en el empleo de una
sonda TagMan. La sonda TagMan consiste en un ODN que hibrida con el DNA molde, la sonda
tiene unidos de forma covalente en su extremo 5 un fluoréforo (en este caso la 6-
carboxyfloresceina, FAM) y en el extremo 3', un quencher (el utilizado en este trabajo fue el
tetrametildrodamina, TAMRA). Primeramente, la sonda TagMan que tiene el fluoréforo y el
quencher ligados, hibrida con el DNA molde. En esta situacion el quencher esta proximo al
fluoréforo y absorbe la fluorescencia emitida por el mismo. Cuando la Tag DNA polimerasa
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amplifica la hebra molde la actividad 3'-5" exonucleasa causa la degradacion de la sonda y
entonces el quencher y el fluoroforo se liberan. De forma tal, que ahora el fluoréforo es capaz de

emitir su fluorescencia que es detectada por el lector incorporado en el termociclador.
4.2.12.1. Retrotranscripcion.

Brevemente, 20 ng de RNA total fue hibridado con un exceso molar de cebadores hexameros de
secuencia aleatoria en un volumen de 10 pl mediante incubacion durante 2 min a 95°C y
enfriamiento lento hasta 16°C. Posteriormente, se adicioné 10 pl de una mezcla de reaccion que
contenia dNTPs, tampon de reaccion, inhibidor de RNasas y RT MultiScribe™ proporcionados
por el fabricante y a las concentraciones finales de reaccion tal y como lo especifica el fabricante
(4 mM de dNTPs, 1x de tampdn de reaccion, 1U/ul de inhibidor de RNasas y 0,5 U/ul de
MultiScribe™, Applied Biosystems, Wellesley, USA). La sintesis del DNA se realizé en dos pasos
en una primera etapa se realizé un paso de extension a baja temperatura, (16°C durante 30 min)
seguido de un paso de extensién a alta temperatura (42°C durante 30 min). La enzima se

inactivd mediante choque térmico incubando la reaccion durante 5 min a 85°C.
4.2.12.2. PCR cuantitativa.

La PCR cuantitativa se llevo a cabo utilizando 3 pl de la mezcla de DNA copia obtenida en el
paso previo. Se diluy6 en la mezcla “Master Mix 2x” (Applied Biosystems, Wellesley, USA) junto
con los cebadores C-149 y C-342 (a una concentracion final de 0,6 pmol/pl, (Martell et al., 1999))
y la sonda TagMan FT-275 (a una concentracién final de 150 nM (Martell et al., 1999). La
reaccion se realizd en un volumen final de 15 ul y la amplificacion mediante 40 ciclos (de 15

segundos a 95°C y extension durante 1 minuto a 60°C).

Como normalizador se utilizd la cuantificacion del gen endégeno humano que codifica para la
enzima Gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa, GAPDH. La cuantificacion del gen de GAPDH,
se realizd a partir de 3 pl de la mezcla de DNA copia y se utilizé el kit “Human GAPD (GAPDH)
Endogenous Control kit” 20X de Applied Biosystems y la mezcla “Master Mix 2x”. Las reacciones
se realizaron segun las especificaciones del fabricante, en un volumen final de 15 ul y la
amplificaciéon se llevd a cabo utilizando el mismo protocolo de 40 ciclos empleado en la
amplificacién del RNA del HCV y de forma simultanea.
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4.2.13 Aislamiento de DNA plasmidico de E. coli

4.2.13.1. Pequeiia escala

Para el aislamiento a pequefa escala destinado a la obtencion de DNA plasmidico para las
reacciones de secuenciacion automatica o para el subclonage se utilizo el kit comercial “Plasmid
Mini Extraction Kit” de AccuPrep® (Texas, USA) siguiendo las instrucciones del fabricante. Esta
técnica se basa en la lisis celular con una solucién que contiene 200 mM de NaOH y 1% p/v SDS
proporcionada por el fabricante, la retencién del DNA plasmidico en una resina lo que permite su

lavado y a continuacion la elucion del DNA plasmidico de la misma.
4.2.13.2. Gran escala

Para el aislamiento de DNA plasmidico a escala preparativa se emple6 el Kit comercial “Plasmid
Purification Plasmid Maxi kit de QIAGEN® (Dusseldorf, Alemania). De la misma forma que en la
extraccion a pequefia escala, la extraccion se basa en la lisis alcalina de las células y la
retencion del DNA plasmidico en una resina, de la que sera eluido en una solucion de baja
fuerza idnica. El protocolo seguido es basicamente el mismo descrito para el método anterior
aunque existen pasos adicionales de purificacion de DNA mediante precipitaciones con
isopropanol y etanol absoluto. Se parte de 500 ml de de cultivo bacteriano crecido hasta
saturacion en agitacion a 37°C durante toda la noche. EI DNA obtenido mediante este protocolo
fue principalmente utilizado para la preparacién de marcadores de masa molecular para DNA,
como vectores plasmidicos en proceso de clonacién y como DNAs molde en reacciones de

transcripcion in vitro.
4.2.14. Electroforesis.
4.2.14.1. De acidos nucleicos.

4.2.14.1.1. En geles de agarosa.

Los geles de agarosa se prepararon al 0,8-2% (p/v) en tampén TAE 1X con 100 pg/ml de
bromuro de etidio (BrEt). Como tampdn de carga se utilizé la solucion de alta densidad que se
describe en el apartado 4.1.6. Durante la electroforesis se utilizo el tampén TAE y se realiz6 a 10
6 20 V/cm. EI DNA fue visualizado por trans-iluminacién con luz ultravioleta a 312 nm.
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4.2.14.1.2. En geles desnaturalizantes de poliacrilamida.

Para la electroforesis de poliacrilamida se utilizé una solucion de acrilamida:bisacrilamida en una
proporcion 19:1. Los geles se prepararon al 4-20% de poliacrilamida (p/v) y 7 M de urea en TBE
1X. Como catalizadores de la reaccion de polimerizacion 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 (4.1.6), se desnaturalizaron mediante
incubacion a 95°C durante 2 min y se conservaron en hielo hasta el momento de ser cargadas
en el gel. La electroforesis se realiz a la misma intensidad de corriente que el paso previo y
durante un tiempo variable dependiendo del tamafio de las moléculas y de la capacidad
resolutiva del gel. Para la purificacién 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

méxima de acrilamida de 10% fueron secados por vacio a una temperatura de 80°C.
4.2.14.1.2. En geles nativos de poliacrilamida.

Para las electroforesis en condiciones no desnaturalizantes se utilizaron geles nativos de
poliacrilamida preparados con la misma solucion de acrilamida:bisacrilamida que para las
condiciones desnaturalizantes con tampon de electroforesis TB y no se afadié urea. El
porcentaje de poliacrilamida utilizado fue del 5% (p/v). Como catalizadores de polimerizacion se
utilizaron APS y TEMED, tal y como se ha descrito en el apartado 4.2.14.1.1. Previo a la
electroforesis se realizd una pre-electroforesis de aproximadamente 20 min con una intensidad
de corriente de 10 mA. Las muestras se prepararon por la adicién de tampon de carga no
desnaturalizante (4.1.6) y se conservaron en hielo hasta su carga en el gel. La electroforesis se
desarrollé a temperatura ambiente a una intensidad de 10 mA durante 8-10 hr. Todos los geles

se prepararon con un grosor de 0,8 mm y se secaron a vacio antes de su exposicion.
4.2.14.2. Electroforesis de proteinas.

La electroforesis de proteinas se realizd en condiciones desnaturalizantes en geles de
poliacrilamida con SDS. Las dimensiones del gel fueron de 10 cm x 10 ¢cm x 0,75 mm. Los geles
se prepararon al 10% a partir de una solucién de acrilamida:bisacrilamida al 30% (29,2:0,8) con
tampdn L, 4.1.6. Como catalizadores de la reaccion de polimerizacion se usaron APS (0,025%,
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p/v) y TEMED (0,004 % v/v). Para una mejor resolucion de las proteinas la fraccidn superior del
gel se encontraba menos concentrada (al 5%) y a diferente pH (tampdn de electroforesis M,
4.1.6.). Las muestras se prepararon en tampdn de carga para proteinas y se desnaturalizaron
durante 2 min a 95°C. La electroforesis se desarroll6 en una cubeta Hoefer™ SE 260 (GE
Healthcare, Little Chalfon, Reino Unido) con tampon Running (4.1.6.) a una intensidad constante
de 40 mA.

4.2.15. Purificacion de acidos nucleicos
4.2.15.1. Extraccion fendlica y precipitacion

La extraccién fendlica es una técnica que permite la eliminacion de proteinas presentes en las
mezclas de reaccién y el cambio de tampon. La muestra se llevo a un volumen final de 100 ul
con agua miliQ estéril. Se afiadié un volumen igual de fenol equilibrado a pH = 8,0. Las dos fases
se mezclaron por agitacion y fueron separadas por centrifugacion a 13000 rpm durante 2 min. La
fase acuosa se rescatd y se paso6 a otro tubo. A continuacién, se afiadié un volumen igual de
cloroformo:alcohol isoamilico (24:1) y se repitié el proceso descrito. La fase acuosa resultante se
precipitd mediante la adicion de 3 volumenes de etanol absoluto, 0,1 volumen acetato sddico 3 M
y opcionalmente se agregé glicbgeno (10-20 ug por precipitacién). La mezcla se incub6 30 min a
-80°C y se centrifugd en frio otros 30 min a 13000 rpm. Los &cidos nucleicos precipitados se
lavaron con 250 ul de etanol al 70%. Se centrifugd nuevamente de forma breve, se decanto el
sobrenadante y el precipitado se seco por centrifugacion a vacio durante 4 min. El sedimento se

resuspendi6 en un volumen apropiado de agua estéril.
4.2.15.2. Purificacion de DNA a partir de geles de agarosa.

Para la purificacién de un fragmento de DNA a partir de un gel de agarosa primeramente, las
moléculas de DNA de interés se separaron en funcién de su tamafio mediante electroforesis en
gel de agarosa en presencia de BrEt. Posteriormente, las moléculas se localizaron en el gel por
trans-iluminacién con luz ultravioleta y se escindié con una cuchilla el fragmento de gel que
contenia las moléculas del tamafio de interés. A continuacion el fragmento de DNA se eluy6 de

la agarosa mediante distintos métodos:
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4.2.15.2.1. Método de congelacion con fenol.

Se triturd la pieza de agarosa y se mezclé con un volumen igual de fenol. La muestra se congelo
a -80°C durante 10 min e inmediatamente después, y sin dejar que se descongelara, se
centrifugd a temperatura ambiente a 13000 rpm durante 15 min. La fase acuosa resultante se
recuperd y se extrajo el DNA una vez con fenol saturado en Tris Base, una segunda vez con
fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1) y una ultima vez solamente con cloroformo:alcohol
isoamilico (24:1). El volumen recuperado se precipitd con etanol absoluto y acetato sddico y el

DNA fue finalmente resuspendido en agua.
4.2.15.2.2 Método “Wizard SV Gel Clean Up ®” (Promega, Madison, USA).

En este método el DNA queda retenido en una resina para posteriormente lavarlo y eluirlo con
agua. El fragmento de agarosa se sumergid en un volumen adecuado de una solucidn de unién a
la resina y se incubd a 65°C hasta que la agarosa se disolvi6 completamente. La solucion se
paso por la resina a la cual se unieron los acidos nucleicos. A continuacion la resina se lavé para
eliminar las impurezas unidas junto al DNA. Por ultimo el DNA se eluyd con agua estéril libre de

RNasas y DNasas.
4.2.15.3. Purificacion de acidos nucleicos a partir de geles de poliacrilamida.

Tras la electroforesis, las moléculas de interés se localizaron en el gel por “UV shadowing”. Para
ello el gel se coloco sobre una placa de silica-gel 60 F254 y fue irradiado con epiluminiscencia
UV a 254 nm. El fundamento de esta técnica consiste en que la luz ultravioleta excita al
fluorocromo de la placa que emite energia en forma de fluorescencia. La region del gel en la que
se encuentran las moléculas de acido nucleico absorbe parcialmente la luz ultravioleta.
Entonces, el apantallamiento por parte de los acidos nucleicos hace que la placa no emita

fluorescencia en esa zona y se vea sombreada.

En el caso de purificacion de acidos nucleicos marcados radiactivamente, éstos se localizaron en
el gel mediante exposicion en pelicula autorradiografica durante unos minutos y posterior
revelado de la misma. La superposicion de la pelicula con el gel permitié identificar la region del
gel que contiene los acidos nucleicos. La zona identificada se escindi6 y se fragmentd en piezas
menores con una cuchilla estéril. Se le afadieron entre 200 y 300 ul de tampén de elucion
(4.1.6) y se incubd durante toda la noche a 37°C, si se trataba de DNA, o a 4°C si era RNA.

Pagina 75



Finalmente se recuper6 el acido nucleico del tampdn de elucion mediante extraccidn fendlica y

precipitacion con etanol y acetato sédico (4.2.15.1).

La mayoria de los oligonucledtidos sintéticos, asi como las moléculas de RNA, fueron purificados
mediante electroforesis en geles de poliacrilamida desnaturalizantes de forma previa a su

utilizacion.
4.2.15.4. Cromatografia por exclusion de tamaiios.

Esta técnica ha sido extensamente utilizada para la eliminacion de nucleotidos libres.
Primeramente, 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 se equilibré con 0,1 ml
del disolvente de la muestra. A continuacion se agregd la muestra, que fue llevada a un volumen

final de 0,1 mly se filtré por centrifugacion en idénticas condiciones.
4.2.15.5. Extraccion de RNA a partir de células eucariotas con Trizol®Reagent.

La extraccion del RNA a partir de células eucariotas se realizo con el reactivo Trizol® de la casa
comercial Invitrogen (California, USA). El reactivo Trizol® es una mejora del método de
Chomczynski y Sacchi (Chomczynski y Sacchi, 1987) y consiste en una solucién monofésica de
fenol e isotiocianato de guanidina. Una vez que se homogeiniza la muestra (que puede ser de
células en cultivo o de tejidos) con el reactivo Trizol®, se le adiciona cloroformo lo que permite la
separacion de tres fracciones: una superior que contiene al RNA, una interfase y una fase inferior

que contiene al DNA y proteinas.

La extraccion de RNA a partir de las células Huh-7 con el reactivo Trizol® se realiz6 siguiendo
las instrucciones del fabricante. La extraccion de RNA con la finalidad de cuantificar el RNA viral
de las células transfectadas con los aptameros se realiz6 a partir de un cultivo de células Huh-7
portadoras de los replicones subgenomicos que habia sido transfectado 20 hr antes a la
extraccion (4.2.15.5). Primeramente, se lavaron las células con PBS 1X. Se utilizaron 200 ul de
Trizol por pocillo. Para permitir la completa disociacion de los complejos nucleoproteicos se
homogenizaron las muestras con pipeta y se incub6 5 min a temperatura ambiente. A
continuacion se afiadieron 40 pl de cloroformo, se agitaron las muestras mediante el uso de un
vortex durante 15 segundos para permitir que el cloroformo se mezcle completamente y se
incub6 3 min a temperatura ambiente. Seguidamente, se centrifugaron las muestras a 12000 xg
durante 15 min a 4 °C, lo que permitid la separacién de las tres fases. Posteriormente se
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transfirié la fase acuosa a un tubo nuevo y se elimind el DNA genomico mediante el tratamiento
con 2 U de RQ1 DNasa (4.2.20.1.2). A continuacién, el RNA se purifico mediante tres
extracciones fendlicas (4.2.15.1) consecutivas, seguidas de purificacién por cromatografia de

exclusion molecular por tamafio (4.2.15.4.) y posterior precipitacion.
4.2.16. Purificacion de la proteina NS5BA21.

La proteina recombinante NS5BA21 fue obtenida de un cultivo de bacterias las bacterias E. coli
BL21 (DE3) pLysS Rosetta cells (Novagen, Darmstadt, Alemania) portadoras del plasmido pET-
NS5BA21, segun el protocolo descrito por Mas et al. (Bellon-Echeverria et al., 2010).
Brevemente, las bacterias se inocularon en 30 ml de medio LB/kanamicina y se crecieron
durante toda la noche a 37°C. Posteriormente se rejuvenecieron los cultivos bacterianos
mediante adicion de 1,25 ml de cultivo crecido para cada 500 ml de medio con antibi6tico. Se
crecieron los cultivos en agitacién a 37°C hasta alcanzar una DOsgoo de 1. Una vez alcanzada la
DO correspondiente se incubaron los cultivos en hielo y se le afiadieron 10 ml de etanol absoluto
y 50 pl de IPTG 1 M que es el inductor del gen que codifica la proteina. Se incubaron 2 hrs a 4°C
y a continuacion se indujo la expresién del gen de NS5BA21 mediante la incubacion en agitacion
a 17°C durante 17-18 hrs. Posteriormente se centrifugaron las bacterias a 5000 xg durante 10
min a 4°C y se lavo con PBS 1x, (60 ml para 4000 ml de cultivo bacteriano). El pellet se
resuspendi6 en 40 ml de tampon de lisis (4.1.6.) y se le agregdé media tableta de mini EDTA-free
Protease Inhibitor Cocktail (Roche, Mannheim, Alemania). Para lisar las células se sonicaron en
hielo, 12 ciclos de 10 segundos/10 segundos. A continuacion se centrifugd el lisado durante 45
min a 25000 rpm a 4°C y se eliminaron los restos de paredes bacterianas y de células no lisadas
mediante el filtrado utilizando una membrana con un poro 0,22 um. El extracto celular se pasé
por una columna de niquel “Ni-NTA agarose affinity column” (Invitrogen, Camarillo, USA)
previamente equilibrada con 30 ml de tampén | (4.1.6) suplementado con 20 mM de imidazol. Se
realizaron lavados con 20 ml de tampon |l suplementado con 20 mM de imidazol y con 80 ml de
tampon de lavado (4.1.6.) suplementado con 50 ml de imidazol. La elucién se realizd mediante la
adicion de 12 ml de tampédn Il suplementado con 250 ml de imidazol y se tomaron fracciones de
1,5 ml. Todo el proceso de purificacion fue seguido mediante electroforesis SDS-PAGE 'y tincion

con azul de coomassie.
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4.2.17. Cuantificacion de acidos nucleicos.

4.2.17.1. Mediante espectrofotometria.

Debido a que los anillos aromaticos de las bases nucleotidicas son capaces de absorber la luz a
260 nm, es posible determinar la concentracidn de los &cidos nucleicos en solucion
espectrofotométricamente. Como coeficientes de extincion molar se tomaron 0,020 (ug/ml)-'cm-!
para el DNA (donde una Axso de 1 equivale a una concentracion de 50 pg/ml), 0,025 (pg/ml)-tem-
' para el RNA (A2s0 = 1 corresponde a 40 pg/ml) y 0,027 (ug/ml)-cm-! para oligonucledtidos de
cadena sencilla (Ao = 1 corresponde a 37 pg/ml). La concentracion se calculé por

determinacion de la A2so de la muestra problema.

La absorbancia a 280 nm permite determinar la contaminacion de la muestra con proteinas. La

relacion Aeo/A2s0 debe estar comprendida entre 1,8-2,0 para considerar la muestra pura.
4.2.17.2. Cuantificacion de RNA marcado radiactivamente en solucién.

El célculo de la concentraciéon de RNA en solucién marcado internamente con [a-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 funcién de: i) la cantidad de isétopo utilizado durante sintesis, ii) la cantidad del
correspondiente nucleétido frio, iii) y el numero de posibles incorporaciones del nucleétido
marcado en la molécula (numero de uridinas en la secuencia). La actividad especifica
(uCi/molécula), en combinacion con el valor de dpm final de la muestra, permite el calculo del
numero de moléculas segun la relacion 1 uCi = 2,2x106 dpm. Las medidas de radiacion B se
realizaron generalmente sobre 10 ul de la muestra en el contador de radioisotopos “Quick Count”
(Bioscan, Washington, USA).

4.2.17.3. Cuantificacion de RNA radiactivo inmovilizado en soporte sdlido.

Para la cuantificacion de acidos nucleicos inmovilizados en geles de poliacrilamida o en
membranas de nitrocelulosa se utilizd el escaner Storm 820, (GE Healthcare, Little Chalfon,
Reino Unido). El soporte sélido con la muestra radiactiva se expuso en una pantalla que contiene
un elemento susceptible a ser excitado, Europio. El escaner tiene un laser que irradia al Europio
y este pasa a un estado excitado inferior, permitiendo la liberacién de energia en forma de
fluorescencia que puede ser cuantificada por el programa ImageQuant®©.

Pagina 78



4.2.18. 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 con 1 ug del DNA problema y 6,4
pmol del cebador adecuado en un volumen de 12 ul. EI DNA se secuencié mediante un sistema
basado en el método de Sanger (Sanger et al., 1977), por mediacién de una reaccién de PCR
utilizando el “Big dye kit 3.1” de Applied Biosiystems (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 (3730 Geneic Analyzer,

Applied Biosystems, Wellesley, USA).
4.2.19. Digestion de acidos nucleicos.
4.2.19.1. DNA

4.2.19.1.1. Enzimas de restriccion.

El DNA fue digerido con enzimas de digestion segun las condiciones de reaccion especificadas
por el fabricante (tampoén de reaccion y temperatura). Por lo general se utilizaron entre 2-5 U de
enzima por cada g de DNA y el tiempo de incubacion fue muy variable (de 1 hr a toda la
noche). Las digestiones dobles se realizaron simultdneamente cuando las condiciones de
reaccion lo permitieron. Se realizaron digestiones control, independientes para comprobar la
eficiencia de la reaccion de cada enzima por separado. Las digestiones dobles con tampones de
reaccion incompatibles se realizaron de forma secuencial. Tras la primera digestion el DNA fue
purificado mediante extraccién fendlica y precipitacion con etanol (4.2.15.1.) y posteriormente se

realiz6 la segunda digestion.

La digestion de DNA mediante enzimas de restriccion fue visualizada mediante electroforesis de

una alicuota de reaccidn en geles de agarosa tefiidos con EtBr.
4.2.19.1.2. RQ1 DNasa.

La RQ1 DNasa (Promega, Madison, USA) es una DNA endonucleasa libre de ribonucleasas,
utilizada para la degradacion del DNA molde empleado en las reacciones de transcripcién in
vitro. Una vez finalizada la sintesis de RNA, se afiadieron a la mezcla 0,5 U de enzima por cada

Mg de DNA presente y la reaccién se incub6 durante 15 min a 37°C.
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4.2.19.2. RNA.
4.219.2.1. RNasa T1.

La digestion con RNasa T1 se utilizd para determinar la accesibilidad en moléculas de RNA asi

como para la generacion de marcadores de peso molecular.

En la determinacién del perfil de accesibilidad de una molécula de RNA, se utilizaron trazas
(0,02-0,05 pmol, 300-500 CPM) de RNA marcado radiactivamente en su extremo 5’ (4.2.23.1.1)
6 3 (4.2.23.2.) y se utilizaron 0,01 U de RNasa T1 (Ambion, Austin, USA) en tampé6n de unién
(4.1.6.) durante 2 min para los aptameros o 10 min para el RNA del HCV-CRE+g4 a temperatura
ambiente. Para evitar la degradacién excesiva del RNA sustrato las reacciones se hicieron en
presencia de 2,8 ug de tRNA. La reaccion finalizé mediante la extraccion de la RNasa T1 con un
volumen de fenol (4.2.15.1.). EI RNA se resuspendié en tampdn desnaturalizante para carga en
geles de poliacrilamida (4.1.6) y los productos de degradacion se resolvieron en geles
desnaturalizantes de poliacrilamida de alta resolucion al 6 6 al 10 %, 7M de urea. Las
dimensiones de los geles eran de 0,4 x 450 x 350 mm. La potencia se mantuvo constante a 30 W
durante un tiempo que oscilé entre 90 min a 5 hr. Los geles se secaron a vacio y se visualizaron

en un escaner de fluorescencia (Storm 820, GE Healthcare, Little Chalfon, Reino Unido).

Como marcador de peso molecular se realizaron las reacciones de degradacion parcial con la
RNasa T1 en condiciones desnaturalizantes, sobre las moléculas de RNA de longitud y
secuencia conocida marcadas radiactivamente con 32P en el extremo 3’ en el caso del HCV-
CRE194 y 5’ en el caso de los aptameros. Ello permite el procesamiento de todos los nucledtidos
de guanina independientemente de su conformacion. Para ello se incubaron trazas de RNA a
degradar en presencia de tampon de corte desnaturalizante (4.1.6.) y 0,01 U de RNasa T1
durante 3 min a 55°C. Los productos de degradacién se resolvieron en geles de poliacrilamida de

alta resolucion como se detalla en el parrafo anterior.
4.2.19.2.2. Degradacion con Pb?* del RNA.

La hidrolisis parcial con plomo de una molécula de RNA ocurre en los nucleétidos que se
encuentran en simple cadena. De esta forma, mediante el analisis de los productos de corte es

posible inferir aspectos de la estructura secundaria de la molécula.

Las reacciones de degradacion se realizaron sobre moléculas de RNA marcadas

radiactivamente con 32P en uno de sus extremos. Se utilizaron 0,02-0,05 pmol de RNA con una
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actividad especifica de 300-500 CPM en presencia de 2,8 ug de tRNA en tampdn de union
(4.1.6.) y se tratd con una solucion de acetato de Pbz* 15 mM durante 20 min en el caso del
HCV-CRE194 0 4 min para los aptameros a 4°C. Las reacciones se pararon mediante la adicion
de 100 mM de EDTA vy se extrajeron los acidos nucleicos segun el método descrito en 4.2.15.1.
Los productos de degradacion se resolvieron en geles de poliacrilamida de alta resolucion de

igual manera que en el apartado 4.2.20.2.1.
4.2.19.2.3. Hidrdlisis alcalina de RNA.

La hidrélisis alcalina del RNA se realizo con una solucion de carbonato-bicarbonato sédico 0,1 M,
pH 9,5. Se trataron 0,02-0,05 pmol de RNA marcado radiactivamente en su extremo 5’ con 32P
con 0,5 pl de la solucion de carbonato-bicarbonato y 1,5 ug de tRNA. La mezcla de reaccion se
incubd durante 90s a 95°C y la reaccion se pard por la adicion del tampdn de carga
desnaturalizante (4.1.6.). Los productos de degradacion se resolvieron en condiciones de
electroforesis de alta resolucion de la misma forma que en los apartados anteriores, (4.2.20.2.1.
y4.2.20.2.2).

4.2.20. Ligacion del DNA.

La ligacion del DNA es llevada a cabo mediante la reaccion catalizada con la DNA ligasa del
bacteriofago T4 que cataliza la formacién de un enlace fosfodiéster entre un extremo 5’ fosfato y
uno 3’ OH. Esta se llevd a cabo en presencia de 2,5% de polietilen glicol (PEG), 0,1 U/ul de T4
DNA ligasa y tampén de reaccién 1X (40 mM Tris-HCI pH 7,8; 10 mM, MgClz; 10 mM, DTT y 5
mM, ATP). Se ha descrito que la reaccion de ligacién es mas eficiente en presencia de ATP, por
lo cual se suplementé con 1 mM de ATP. La reaccion se incubd toda la noche a 15°C. Para la
construccion de plasmidos recombinantes por inclusién de un fragmento de DNA, el vector y el
inserto se utilizaron como norma general a una relacion de concentraciones de 1:3

(vector:inserto).

Para la reaccion de ligacion en el vector pGEM®-T Easy, el DNA procedente de una reaccion de
PCR fue purificado en gel de agarosa (4.2.15.2). La reaccion de ligacion se realizd segun las
especificaciones del fabricante. Se incubaron 50 ng de vector con un exceso de DNA y 0,3 U/pl
de T4 DNA ligasa, en el tampdn de reaccién proporcionado por el fabricante (Tris-HCI 30 mM,
pH=7,8; MgClz, 10 mM; DTT, 10 mM; ATP, 1 mM y PEG al 5%). La reaccién se incub6 durante
toda la noche a 4°C.
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4.2.21. Desfosforilacion de acidos nucleicos.

4.2.21.1. Desfosforilacion de DNA.

Para evitar la religacion de plasmidos que seran utilizados como vectores de ligacién, se elimina
el grupo fosfato del extremo 5'. Ello se realizd mediante la incubacion del DNA (5-10 ug) en
presencia de 1 U de la fosfatasa alcalina (Promega, Madison, USA) y del tampon 1X distribuido
por la casa comercial durante 1 hr a 37°C. A continuacién se inactivd la enzima mediante la
incubacién a 70°C durante 10 min y eliminada mediante extraccién con fenol y precipitacién
(4.2.15.1).

4.2.21.2. Desfosforilacion de RNA.

El marcaje radiactivo con 32P de los RNAs en 5’ requiere la eliminacién previa del grupo fosfato
en el extremo 5'. Para ello, se afiaden 3 U de fosfatasa alcalina (Promega, Madison, USA) para
100 pmoles de RNA y se incuba en el tampdn comercial, durante 1 hr a 37°C. La reaccion se
realizo sobre el RNA purificado mediante electroforesis en gel de acrilamida tras la sintesis in

vitro.
4.2.22. Técnicas de marcaje de acidos nucleicos.
4.2.22.1. Marcaje radiactivo de RNA.

4.2.22.1.1. Marcaje radiactivo en el extremo 5’.

El marcaje radiactivo de moléculas de RNA en el extremo 5 se llevd a cabo mediante la
fosforilacion en el extremo 5* desfosforilado del RNA. Para la reaccién de fosforilacion se utilizo
la enzima T4 polinucledtido quinasa, que cataliza transferencia del grupo fosfato situado en
posicion y del ATP a extremos 5’OH del DNA y RNA de cadena sencilla o doble. En este caso se
emple6 como donador de grupos fosfato el nucleétido marcado radiactivamente [y-32P] ATP, con
una actividad especifica de 5000 Ci/mmol. Se utilizaron 7 ul de isétopo (70 pCi totales) por
reaccion para un volumen final de 10 pl, aproximadamente 15 pmoles de RNA previamente
desfosforilado para el marcaje. La eliminacién del nucleétido no incorporado tras la reaccién se
realizd mediante electroforesis en gel desnaturalizante de poliacrilamida y purificacion del RNA
marcado de tamafio adecuado. Seguidamente se eluyd, fenolizé y precipitd con etanol absoluto.
Fue resuspendido en agua esteril.
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4.2.22.1.2. Marcaje radiactivo en el extremo 3’.

Para el marcaje en el extremo 3’ se utilizd la enzima T4 RNA ligasa (Promega, Madison, USA),
que es capaz de catalizar la adicién de un nucledsido [5'-32P] 3'-5' bifosfato al extremo 3’ OH de
un RNA simple cadena. Previamente al marcaje se desnaturalizd el RNA mediante incubacion
durante 2 min a 90°C y posteriormente se enfrié en hielo. Se mezclaron 1 a 2 ug de RNA con 3
Ml (30 uCi totales por reaccion) y 1 U/ul de T4 RNA ligasa en un volumen final de 10 pl. La
reaccion se llevd a cabo en presencia de tampon de ligacion proporcionado por el fabricante,
BSA, 0,01%; PEG, 1%, inhibidor de RNasas, 2 U/ul a 4 °C toda la noche. EI RNA obtenido fue

purificado por gel de poliacrilamida desnaturalizante a 6%.
4.2.22.1.3. Marcaje radiactivo interno.

Durante la reaccidn de transcripcion in vitro (4.2.11.1) se disminuyd la concentracion de UTP de

1 a 0,4 mM. Las reacciones fueron suplementadas con 20 uCi de [0-32P] UTP.
4.2.22.2. Marcaje interno con biotina de RNA.

El marcaje interno con biotiona se realizd durante la transcripcion in vitro del RNA de forma
similar a como se describe en el apartado 4.2.11.1, con la salvedad que se vari6 la concentracion
de UTP y se suplementd con una cantidad variable de 16-bio-UTP. La cantidad de 16-bio-UTP
depende del numero de posiciones disponibles en la molécula y del numero de sitios biotinilados
que se deseen. En el protocolo descrito por Theissen et al (Theissen et al., 1989) es posible
conseguir una molécula de RNA biotinilada en una sola posicion siguiendo los siguientes

calculos:
Bioa=n[(d/r)-d + 1]

Donde n es el numero 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 = 16-bio-UTP/(16-bio-UTP + UTP)

donde 16-bio-UTP y UTP hacen referencia a la concentracion de UTP biotinilado y UTP en la

reaccion respectivamente.
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De esta manera se puede calcular la concentracion de 16-bio-UTP necesaria en la reaccién de

transcripcion in vitro para conseguir moléculas de RNA biotiniladas en una sola posicion.

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

precipitacion con etanol. Se resuspendié en agua estéril.
4.2.23. Reacciones de asociacion.

Los ensayos de asociacion entre los aptameros y el HCV-CRE+94 se llevaron a cabo utilizando
los aptameros marcados radiactivamente internamente con 32P (4.2.23.2). Primeramente se
desnaturalizaron y renaturalizaron los RNAs en tampdn cacodilato mediante calentamiento 3 min
a 95°C y renaturalizacion 10 min a 37°C. Se inici6 la reaccion al mezclar 5 nM de aptameros con
120 pM de HCV-CRE194 en un volumen final de 10 pl incubarlas 30 min a 37°C. La reaccion se
detuvo con la adicion de un volumen de tampon de carga no desnaturalizante para geles de
poliacrilamida nativos (4.1.6.). La formacion del complejo se aprecié como un cambio en la
movilidad electroforética de las moléculas en geles de poliacrilamida nativos (4.2.14.1.2.). Los
geles se secaron antes de la visualizacién en un escaner de fluorescencia (Storm 820, GE
Healthcare, Little Chalfon, Reino Unido).

Para la determinacion de los Kq se realizaron ensayos de asociacion de igual forma a la descrita
en el parrafo anterior con la diferencia de que se incubaron 5 pmoles aptdmero marcado con
concentraciones crecientes de HCV-CRE+g4 que iban desde (0 a 1250nM). Los datos obtenidos
se ajustaron a curvas exponenciales que permitian calcular las constantes de disociacion Kg, con

el programa SigmaPlot 4.0.

Para el mapeo del sitio de union entre los aptameros y el fragmento de RNA del HCV que
contenia el CRE se realizaron ensayos de asociacion previamente a la digestion con RNasa T1'y
Pb2*. Por un lado se realizaron ensayos de asociacién con el RNA del aptamero marcado en 5’y
el RNA HCV-CRE1g en frio. Por otro lado, las reacciones de asociacion se llevaron a cabo
utilizando el fragmento de RNA del HCV marcado en 3’y la molécula de aptamero sin marcar, de
esta forma se identificaron los nucleétidos del HCV-CRE194 que participan en la interaccion.
Primeramente, las moléculas en tampon de unién se desnaturalizaron mediante calentamiento a
95°C, 2 min 0 a 65°C durante 7 min (para los aptameros y el RNA del HCV, respectivamente). A

continuacién, se renaturalizaron los RNAs mediante incubacion durante 10 min a 37°C.
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Seguidamente, se realizaron los ensayos de asociacion mezclando ambas moléculas, 0,05 pmol
del RNA (300-500 cpm) marcado radiactivamente en su extremo 5" 6 3’ con 32P y 10 pmol de
RNA sustrato y se incubd a 37°C durante 30 min. Posteriormente se detuvo la reacciéon mediante

la incubacion en hielo y se procedi6 con la degradacién con RNasa T1 o Pb2+.
4.2.24. Método de seleccion molecular in vitro.

Debido a que el método de seleccion molecular in vitro es de especial relevancia en el trabajo
que se describe en la presente memoria, se dedicara un capitulo para su descripcion a pesar de

que algunas técnicas estén referenciadas en este apartado.
4.2.24.1. Obtencion de una poblacion de partida.

La construccion de la poblaciéon inicial de moléculas utilizadas en el método de seleccion se
realizé a partir de un DNA molde. Este se obtuvo mediante la hibridacion de 3 nmol de cada
ODN (5'aptamerCRE, 5 GCTATGAATTCTAATACGACTCACTATAGGGATATTATAGTACATAA
AN3cAGGTAGCGAATTAAAGAGTAGTC 3’ (en cursiva se sefiala el sitio de restriccidn para el
corte con la enzima EcoRl y subrayado el promotor de la T7 RNA polimerasa) y 3PCR-CRE, 5
TCGACTACTCTTTAATTCGCTACCT 3'). Previamente se desnaturalizaron las moléculas por

calentamiento a 95°C durante 2 min y se renaturalizaron mediante disminucién lenta de la

temperatura hasta alcanzar la temperatura ambiente. Seguidamente se llevd a cabo una
reaccion de extension utilizando 2,5 U de fragmento Klenow (MBI Fermentas, Vilnus, Lituania),
con el tampén de reacciéon suministrado por el fabricante, 0,25 mM de cada dNTPs en un

volumen final de 150 ul de agua. La reaccion transcurrio a 37 °C durante 1 hr.

Los DNAs obtenidos mediante hibridacién y extension fueron purificados mediante cromatografia
de exclusion por tamafio (4.2.15.4), extraccion fendlica y precipitacion con etanol absoluto
(4.2.15.1). Las muestras se secaron mediante centrifugaciéon a vacio y se resuspendieron en

agua.

A continuacién, se sintetizo por transcripcién in vitro una poblacién de RNA utilizando el Kit de
transcripcion in vitro Ribomax™ (Promega, Madison, USA) siguiendo las instrucciones del
fabricante. Se incub6 el DNA copia con el tampon suministrado por el fabricante (80 mM HEPES
pH = 7,5, 24 mM de MgClz, 2 mM de espermidina, 40 mM DTT) los rNTPs a una concentracion
final de 25 uM cada uno y una mezcla de enzimas suministrada por el fabricante. Las reacciones
se incubaron a 37°C durante 3 hr. Al finalizar la reacciéon el DNA molde se degrad6 con la
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reaccion catalizada por la RQ1 DNasa (4.2.20.1.2.). EI RNA resultante se purificd por extraccion
fendlica (4.2.15.1) y posterior precipitacion con EtOH (4.2.15.1). Para la produccion del RNA de
la poblacion de partida del método de seleccion molecular in vitro se realizaron cuatro reacciones

con el kit de Ribomax™ a un volumen final de 100 pl.

Antes de la primera ronda de seleccién 6,4 nmol de las moléculas de RNA (3,8 x 105 moléculas)
fueron adicionados a la columna de sefarosa-estreptavidina e incubados durante 30 min a 25°C
con la finalidad de descartar el RNA que se une inespecificamente a la columna. EI RNA eluido
que constituia la poblaciéon de RNA de partida, fue concentrado con Centricon YM-10 (Millipore,

Bedford, USA; 4.2.17.) y posterior precipitacion y resuspencion en 1 ml de tampén de union.

4.2.24.2. Seleccion de las moléculas que se unen al HCV-CRE 194.

Para seleccionar aquellas moléculas capaces de unirse a la molécula sustrato, HCV-CRE 194 se
realizaron ensayos de asociacion con la molécula de RNA sustrato inmovilizado en una columna

de sefarosa-estreptavidina.

El RNA sustrato se inmovilizo utilizando como soporte sélido una columna de sefarosa-
estreptavidina (HiTrapTM Streptavidin HP, GE Healthcare, Little Chalfon, Reino Unido). La
estreptavidina es una proteina que se obtiene de la bacteria Streptomyces avidinii, y que es
capaz de unirse con alta afinidad a la biotina. La unién estreptavidina-biotina es muy fuerte y

estable.

Primeramente la columna fue equilibrada con un tampoén que permite el establecimiento de las
uniones estreptavidina-biotina (4.1.6.). Para ello se procedié segln las instrucciones del
fabricante y se aplicaron 10 volimenes del tampén de union a un flujo de 1 ml/min. EI RNA
biotinilado internamente (4.2.23.1.3.) fue desnaturalizado durante 7 min a 65°C y posteriormente
renaturalizado a 37°C durante 10 min. A continuacién se incorporaron a la columna 22,5 nmol de
dicho RNA a un flujo de 0,1-0,5 ml/min. Las moléculas no unidas se eliminaron mediante la
adicion de 10 volumenes de tampon de unién (4.1.6) a un flujo de 1 ml/min. Mediante estos
pasos de lavado la columna queda equilibrada con el tampdn necesario para el paso de

seleccion.

A continuacién le adicionaron 4,5 nmoles de la poblacion de partida resuspendidos en 1 ml de
tampdn de union y se incubd en presencia del HCV-CRE19s durante 30 min a una temperatura

que vari6 segun la ronda del método de seleccion (25°C en las tres primeras rondas y 37°C en
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los ciclos cuarto a noveno). Las moléculas no unidas se descartaron mediante lavados sucesivos
con tampdn de unién a temperatura ambiente. Las variantes unidas al sustrato fueron rescatadas

por la adicién de tampdn de unién calentado a 95°C.

El volumen de los acidos nucleicos obtenidos al final de cada ronda del método de seleccion
molecular in vitro fue disminuido utilizando el sistema Microcon® (Millipore, Bedford, USA). La
concentracion se produce por el paso de la solucion mediante centrifugacion a través de una
membrana de celulosa de tamafio de poro variable, en funcién de las moléculas a concentrar. En
el presente trabajo, se utilizé la variedad YM-10 y se siguieron las instrucciones del fabricante

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

Después de reducido el volumen se precipité el RNA con etanol absoluto y acetato sodico. De la
ronda cuarta a la novena ademés de aumentar la temperatura de incubacion se disminuy6 la
relacion entre la molécula sustrato HCV-CRE194 y €l nUmero de moléculas de la poblacion de
partida de 5:1 a 1:2 y de la ronda seis a la nueve, se disminuyé la fuerza iénica desde 10 mM de
MgCl, a 2 mM de MgCl..

4.2.24.3. Amplificacion.

Las moléculas de RNA obtenidas al finalizar el paso de seleccién fueron amplificadas mediante
RT-PCR. La retrotranscripcion se realizo utilizando la enzima retrotranscriptasa SuperScript™ ||
(Invitrogen, Camarillo, USA), mientras que la PCR se llevd a cabo con la Tag polimerasa
Certamp (Biotools B&M Labs, Madrid, Espafia). Las reacciones se realizaron segun las
especificaciones de los fabricantes con cambios menores. Brevemente, se incubd el RNA con 10
pmol de cebadores 3'PCR-CRE y 0,5 mM de cada dNTP en un volumen final de 12 pl. Se incubd
5 min a 95°C y se incub6 en hielo. A continuacion se agregaron 10 pl de una mezcla que
contenia el tampdn de reaccion, DTT a una concentracién 20 mM y 40 U de anti RNasa. Se
incubo a 55°C durante 2 min. Se agregaron 1ul de SuperScript Il (200 U) y se incubd durante 50
min a 55°C. La enzima se inactivd mediante la incubacion durante 15 min a 70°C. Se reservaron

10 ply los otros 10 pl restantes se utilizaron para la amplificacion por PCR.

La PCR se realiz6 con el kit de Certamp (MBI Fermentas, Vinus, Lituania) para amplificaciones
complejas que es especial para fragmentos ricos en GC o con estructuras secundarias dificiles
de amplificar. Este kit utiliza una mezcla de enzimas con actividad 3'-5" correctora de pruebas y

polimerasas convencionales sin esta actividad. La reaccion se realizé segun las especificaciones
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del fabricante escaladas a 100 pl final de reaccion. EI DNA resultante se dividio en tres partes
una para la sintesis de RNA, otra para el clonado en pGEM®-T easy para el posterior analisis de
secuencias y otras se reservo. La construccion de las poblaciones (P1-P8) de RNA que entraran
en una nueva ronda de seleccion se sintetizaron utilizando el kit de Ribomax. EI DNA copia se
incubo con el tampdn suministrado por el fabricante (80 mM HEPES pH = 7,5, 24 mM de MgCly,
2 mM de espermidina, 40 mM DTT), los rNTPs a una concentracion final de 25 uM cada uno y
una mezcla que contiene las enzimas T7 RNA polimerasa y la pirofosfatasa, por el fabricante.
Las reacciones se desarrollaron a 37°C durante 3 hr. Al finalizar la reaccién el DNA molde se
degrad6 con la reaccion catalizada por la RQ1 DNasa (4.2.20.1.2.). EI RNA resultante se purific

por extraccion fendlica (4.2.15.1) y posterior precipitacion con EtOH (4.2.15.1).

4.2.25. Ensayos de competicion de la union de la proteina NS5BA21 al
extremo 3’ del HCV.

Los ensayos de competicion de la union de la RNA polimerasa NS5BA21 al extremo 3’ del HCV
se realizaron utilizando el fragmento de RNA, 3'HCV-9181 marcado internamente con 32P
(4.2.231.3.). Previamente a la realizacion de los ensayos se desnaturalizd el RNA por
calentamiento a 95°C durante 1 min y enfriamiento hasta los 4°C. Se mezclaron 0,013 fmol del
RNA 3'HCV-9181 con 5 nM de la proteina recombinante NS5BA21 en tampdn de unién para la
NS5BA21 (4.1.6.) y en ausencia o presencia de aptameros a una concentracion de 2500 nM.
Como control se utilizd el RNAgq (2.1.7.). Las reacciones se desarrollaron durante 30 min a 37°C
y a continuacién se incubaron durante 5 min en hielo. Las mezclas se diluyeron en 100 pl del

tampon de unién.

Las curvas de competicion de los aptdmeros se realizaron incubando la proteina y el RNA del
HCV en presencia de concentraciones crecientes de 15-2500 nM de aptameros o del RNA no

relacionado de 80 nucleétidos.

4.2.26. Inmovilizacion de los complejos ribonucleoproteicos en un soporte
sélido (Dot-Blot).

La técnica de Dot-Blot es utilizada para detectar proteinas. En el presente trabajo se utiliz6 para
detectar los complejos ribonucleoproteicos formados al incubar el RNA 3'HCV-9181 unido a la
proteina NS5BA21. Se empleé una membrana de nitrocelulosa de (GE Healthcare, Little
Chalfon, Reino Unido) con un tamafio del poro de 0,45 um, previamente humedecida con el
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mismo tampdn que las reacciones de union. Se monta el dispositivo de Dot-Blot y se aplican las
reacciones de competicion de la unién de la NS5BA21 a 3'HCV-9181 directamente como una
gota sobre la membrana. Seguidamente, se aplica vacio. A continuacién se lavan las
membranas dos veces con tampén de unién durante 2 min. Mediante este procedimiento, los
complejos ribonucleoproteicos quedan retenidos en la membrana, y los acidos nucleicos que no
estan unidos a ellas son descartados con los lavados. Se secan las membranas y se cuantifica la
cantidad de RNA marcado que queda unido al filtro (4.2.18.3.) y el programa ImageQuant©
(Molecular Dynamics, Uppsala, Suecia). Los valores de ICsq fueron calculados con el programa
SigmaPlot 8,020 utilizando la ecuacién y= ymaxd/(1 + 10(LogiCsxX)), donde ymax €S €l porcentaje
méximo de RNA 3'HCV-9181 unido a la proteina, ICso la concentracion del aptdmero que

produce el 50% de la competicidn méxima y X es la concentracion de aptdmero.
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5. Resultados

5.1. Seleccion molecular in vitro.

Con el objetivo de identificar moléculas de RNA que se unan especificamente y puedan afectar a
la actividad del elemento de activacion de la replicacion CRE del HCV (Lee et al., 2004), hemos
realizado un método de seleccion molecular in vitro. Las estrategias de seleccion in vitro pueden
utilizarse para seleccionar acidos nucleicos con una gran variedad de propiedades. Una de las
aplicaciones de los métodos de selecciéon molecular in vitro es la identificacion de moléculas que
se unen especificamente a una molécula banco. A estas moléculas se les llama aptameros y al
método de seleccion se le denomina SELEX (systematic evolution of ligands by exponential
enrichment) (Tuerk y Gold, 1990). El reconocimiento de la molécula diana por parte de los
aptameros es posible gracias a la estructura tridimensional del aptamero asi como de su
secuencia. En el presente trabajo se utilizo como molécula diana en el método de seleccion, un
fragmento de RNA de 194 nucleétidos que corresponde a la region que mapea desde los
nucleotidos 9181 al 9371 en el genotipo 1b del HCV (Lohmann et al., 1999) y que incluye al
dominio gendémico CRE. El dominio CRE se localiza en el extremo 3’ de la region codificante
para la RNA polimerasa del HCV y posee una estructura bien definida de tres tallos lazos que se
llaman 5BSL3.1, 5BSL3.2 y 5BSL3.3 (figura R.1). En el transcurso de esta memoria nos

referiremos al RNA diana como HCV-CRE 4.
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Figura R.1. Secuencia y estructura secundaria del HCV-CRE1. Se sefialan los subdominios genémicos
5BSL3.1, 5BSL3.2 y 5BSL3.3. Las coordenadas corresponden a las posiciones de los nucleétidos en el genoma del
aislado Con1 del genotipo 1b del HCV (Lohmann et al., 1999).

Para el desarrollo del método de seleccion se disefid una poblacion de moléculas de RNA con un
tamaro de 75 nucledtidos, que posee una region central de 30 nucledtidos mutagenizados al
azar, flanqueada por dos regiones de secuencia fijas necesarias para los pasos de amplificacién
llamadas PBS (siglas obtenidas del inglés, que significan sitios de union de oligonucledtidos).
Debido al tamafio de la region central, para que todas las moléculas estén representadas, la
poblacion tenia un tamafio tedrico de 1,15x10'8 variantes de secuencia. Sin embargo, las
condiciones experimentales limitaron la heterogeneidad a un maximo de 10 variantes. Para la
obtencion de la poblacion de partida, tal y como se describe en materiales y métodos (4.2.24.1)
primeramente se sintetizé una poblacién de DNA doble cadena (dsDNA) mediante la hibridacion
y extension de los oligonucledtidos sintetizados quimicamente 5’aptamerCRE y 3'PCR-CRE (ver

tabla R.1). El oligonucledtido 5’aptamerCRE contiene la secuencia del promotor de la RNA
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polimerasa del bacteriéfago T7 (a la que se referira como T7 RNA polimerasa) y la region de
secuencia variable de 30 residuos mutagenizados al azar. Dicha region se obtuvo a partir del

empleo de una mezcla equimolar de los cuatro nucleétidos basicos (A, C, G, T).

Nombre Secuencia del oligonucleétido’

SaptamerCRE | GCTATGAATTCTAATACGACTCACTATAGGGATATTATAGTACATAAAN;AGGTAGCGAATTAAAGAGTAGTC

3 PCR-CRE | TCGACTACTCTTTAATTCGCTACCT

5 PCR-CRE | GCTATGAATTCTAATACGACTCACTATAGGGATATTATAGTACATAAA

Tabla R.1: Secuencias de los oligonucledtidos utilizados para el método de seleccion molecular. *Subrayado
se sefialan los sitios de restriccion para EcoRI y Sall. En negrita y cursiva la secuencia del promotor de la T7 RNA
polimerasa, en gris la secuencia de los PBS a ambos lados de la regién central de 30 nucleétidos mutagenizados al
azar (Nao).

Posteriormente, el dsDNA fue sometido a un proceso de amplificacién por PCR de siete ciclos
con los oligonucledtidos 3'PCR-CRE y 5’PCR-CRE (Tabla R. 1.). Los productos resultantes se
utilizaron como molde para una transcripcion in vitro mediante la cual se obtuvo una poblacion de
RNA. EI RNA obtenido se adicioné a una columna de sefarosa-estreptavidina y se incubo
durante 30 min, el RNA no unido constituye la poblacion de partida PO con la que se inicié el
método de seleccidn molecular in vitro. Este paso se realizé para descartar las moléculas de

RNA capaces de unirse a la columna de sefarosa-estreptavidina.

El RNA sustrato, HCV-CRE1a4, fue sintetizado mediante transcripcion in vitro en presencia de
biotin-16-UTP a una concentracion en la mezcla de reaccion en la que so6lo se incorpora
tedricamente una molécula de nucleotido biotinilado por molécula de RNA sintetizado (Theissen
et al., 1989). La presencia de un grupo del tamafio y caracteristicas quimicas de la biotina
podrian afectar la estructura del HCV-CRE+194. Debido a ello, es necesaria la incorporacion de un
solo grupo de biotina por molécula de HCV-CRE+es. A continuacion, se inmovilizd el sustrato,
HCV-CRE1g4, a una columna de sefarosa-estreptavidina mediante la unién biotina-estreptavidina
(ver materiales y métodos). La presencia de varias biotinas podria hacer que una molécula de
HCV-CRE1gs se fijara a la columna de sefarosa-estreptavidina por varios sitios imposibilitando el
correcto plegamiento de la molécula diana, HCV-CRE194. Una vez fijado el sustrato, se equilibro
la columna con tampdn de unién (ver materiales y métodos 4.1.6.) y a continuacion se adicion6
la poblacion PO (en el mismo tampén). Se dejé transcurrir la reaccién de unién durante 30 min a
25 °C y se procedi6 a lavar la columna con tampon de union con la finalidad de descartar las
moléculas no unidas. Las moléculas que permanecen unidas al HCV-CRE1¢4 inmovilizado a la
columna, fueron eluidas mediante lavados con tamp6n de unién calentado a 95°C.

Posteriormente, se concentraron las moléculas con capacidad de unirse al HCV-CRE1g4, fueron
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retrotranscritas a cDNA y amplificadas por PCR. EI DNA resultante se utilizo como molde en una
transcripcion in vitro para dar lugar a la poblacion P1 que se sometié a una nueva ronda del
método de seleccion. En total se realizaron nueve ciclos (ver figura R.2). En las ultimos ciclos del
proceso se aumentd la presion selectiva mediante la disminucion de la proporcion entre la
concentracion de la molécula blanco, HCV-CRE1g4, inmovilizada en la columna y la poblacién de
RNA, desde 5:1 a 2:1 y aumentando la temperatura de incubacion de la molécula blanco con la
poblacion desde 25°C a 37°C en la ronda cuatro, cambiando entonces la temperatura de unién y
disminuyendo la fuerza iénica desde 10 mM de MgCl> a 2 mM de MgCl2 en las rondas siete a la

nueve.

DNA molde
T?P=: p— transcrlpcmn
RFPCR cDNA in vitro
RNA  5PBS 5'PBS
5'PBS 5'PBS
RNA
Elucion \<Unic’m

Selecuon

jﬁj‘i Moleculas

inactivas

Figura R.2: Esquema del proceso de selecciéon molecular in vitro. En el DNA molde para la transcripcién in vitro
se representa como una linea discontinua la regién aleatoria de 30 nucleétidos, flanqueada por las secuencias
constantes que funcionan como lugar de unién de oligonucledtidos que se esquematizan como una linea continua y
en gris el promotor de la RNA polimerasa del bacteriéfago T7, T7P. Mediante la transcripcion in vitro se sintetiza la
poblacion de partida que entra en el paso de seleccion para la union con el HCV-CRE1g4 (fijado a la columna de
sefarosa). Mediante lavados se descartan las moléculas inactivas para la unién y a continuacién se eluyen por
calentamiento a 95°C las moléculas capaces de unirse al HCV-CRE1e4 (moléculas activas). EI RNA eluido es
retrotranscrito a cDNA para ser amplificado por PCR (RT-PCR). Una vez amplificado se utiliza como molde para la
sintesis de una poblacién de RNA que entrara en una nueva ronda de seleccion.
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5.1.2 Analisis de los aptameros seleccionados.

Para proceder con el analisis de los aptameros obtenidos en el proceso de seleccion molecular
se clonaron las moléculas de las poblaciones P6 a P9 en el vector pPGEM®-T. Posteriormente las
cepas DH5a de Esterichia coli fueron transformadas con el producto de ligacion mediante el
método de transformacién por choque térmico o electroporacién (ver materiales y métodos). A
continuacion, los DNAs plasmidicos de las colonias fueron extraidos y secuenciados

automaticamente para su posterior analisis.

5.1.2.1. Analisis de la estructura primaria de los aptameros de las poblaciones P6-
P9.

Para realizar el analisis de las moléculas obtenidas se clonaron y secuenciaron las moléculas de
las rondas P6, P7, P8 y P9 y se analizaron un total de 93 variantes (42, 19, 17 y 15
respectivamente). Por otro lado se clond y secuencié la poblaciéon PO para utilizarla a modo de
control. En el andlisis de la PO, se observa que la region de la secuencia central de 30
nucleotidos mutagenizados al azar muestra un patrén completamente aleatorio. Sin embargo, el
analisis de la poblacion seis permitio la clasificacion de las variantes en cinco grupos definidos
por un motivo de secuencia comdn a todos sus componentes, con excepciones puntuales que
permiten definir un motivo consenso caracteristico de cada grupo. En algunos de los
representantes se pudieron identificar dos o incluso tres motivos consenso. La figura R.3
muestra las distintas variantes de la poblacién P6 clasificadas en grupos segun la secuencia

seleccionada.
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GRUP02: §’ GGYUGS'

P65 CACGGCUGLBEAAGEUAGCUGUACCAGGEC
PE-23 CEUGUGCEC GCANCUGCEGACAGGGE PE-19 CEUCCCEECUGCEACAGRAUGGEGACALGE
PE-43 GCALC GUAUUGCAGUGRCCCEECUGUA Pe-43 GCAUCGGEUGGEGEUALUGCAGUGCCCEGECL GUIA
P6-45 CGUGUGUGCUGGCUAGY GUCCEE P6-50 CBEAGGUUGUGLGEGEGACEUCUGUUGUGE
PE-53 CA UGUUAGUUACGCGUAGGCGUGCC PE-64 CCGAGBGBUGGECUGGEGACAGCAGGAGGAGCE
Pe-61 CGEGE ACGECUACAGUCGCUGUGUGAG PE-73 GEUACGECAUGECECUACG GCUGEAUCEUG
PE-64 CCGA CUGGEEGACAGCAGGAGGAGCE PE-#1 GUCEGECLEUUGACACGUGLAG GUGGELGE
P6-79 GCUAL CCUGGUCCGUCEEEEGECCE PE-96 CEUGUUACGECUGUGCUGEEUACAUCGGUG
PE-£3 AJUGGUGACCULLGUGCUACGGGCA PE-100 CEAGUGCGAUUCGUALGEUUGACAGECACC
PE-27  CHEUGALAGUUGUGCUGGCCGAUG AC PE-101 GEUAACGUGGECCULAGGGCAGGAGGCL
PE-83 CGcu GUAGAGGUGUUL GUGUGCUGL PE-103 GEUUGGACGUCEUCUGUGEGE GACUCGUGE
PE-93 CGAUGGGGEAUGGGUCGUGCUACGT G
Pé-26 CEGECGUCGACUGARGUUUGA AGGA GRUPD 4:5' GUGUG 3
PE-91 GUCGECUBUUGACACGUGUAGUGUG Pé-2 COUBGACGAGAGCUBBUAGUGU GUGGCEAU
Pe-94 COCACUNCAGGGCGAIAAGRAUGUGACAG  poy  GGLUCUBEAUGBLECUBUUUGUGUGUGEU
Pe-102  COGCACGAUGUGUCUACCGE G660 pé-20 CAACGUGGBCAAUGGCEUSUSUACGAUGUGE
P GUCGAGGAUGCCUCUUAGGGU GUGAGGEC
Pe-23 CGUGUGCECABUBGECAUCUGCGBACAGGE
Pe-29 COUGGAUGCGEUGCEUGGU GUGUCCAGUCA
BRUPD 3:5' YGGGY 3 P6-45 COUGUGUGCUGECUAGUGBUGABUCEEE
: Pe-50 CAGAGBUUGLGUGGGEEACEUCUGUUGUGE

P6-5 CACGBCUGUGGAAGEUAGCUGUACCAGG GO

PE-8
pé-21
PE-23
P6-43
PE-57
PE-76
Pé-81
PE-33
PE-24
PE-35
Pé-36
P&-57
PE-33
Pé-29
Pé-3
P&-93
Pé-94
Pé-96
P&-99
PE-101

CAUBUACOACUGGGAGAIGECGUBLCCE P6-61 CGGAGUGAACGGCUACAGUCGCUGUGUGAG

. PE-80 CHCUAGUGUGECEUGUUECAUUAG GCAGAG
GUCGAGGAUGCCUCUVAGGGUGUGAGGGE .
CEUGUGCECAGLGEGCAUCUGCGEGACAGGEE z::i CCCUGUGUUGGGCGGGCUﬁCPﬁEﬁE;z‘:iGGCAUUWGGMGACU GGCCaG
GCAVGGELGHGEUAUUGCAGU GCCCGGEUGY o
o P6-3%  CGCUGGUGBGEGUABAGBUGUUUBUGUGCUGU

CEECCUGCGAUCUGGAUGCUGCEL

co

AL CCU ARG i CUAAUCE BEUCE P61  GUCGBCUGUUGACACEUBUAGUGUGGGUG
CAGGAUBAGUAL 5 UOCUOREEAULGG PE-95 CG6UGUGCEUGUGGEGACECAUUCRUACAG
GUGGALUGGUGARCUILGUGCUA 6 05 A Pe-38 GAUBABBCCUCGBUAGUGU GRACAGUGCAG
CeOUALAL BG6CUACGUGUGUGEAG PE-99 GUGGCCGUGUGGBCAACGGAACAUGCCRUG
6666CEUGBUUCHEEACGCCULBUACGAACE P&-102 COBCACGAUGUGUCUACCELEBUBEEGC

CBCUGGUGGGUAGAGEU GUUUGUGUGCUGU
CGCCGUGCCAGCULT CGGUGCGGCAGE Pé-1 GCUGCUGUUACGUACUAAGGUGCGGCG GGG
GUCGGCUGUUGACACGUGUAGUGLIGEGUGE Pé-19 COUCCCGGCUGCGACAGGAGGGGACALGG
CGAUGGGGALGEGLCEUGCUACGCEGUGAG Pé-44 COCEECUNNGEGGACGUUAGCCAUCY GAUG
COCAGUGGAGGECGAAURAGAAL GUGACAG Pé-50 CEGAGGUUGUIGLGEE GGACGUCUGUUGUGC
COUGUUACGECUGUGCUGEEUACAUCGEUG Pé-64 CCGAGGUGRCUGGGGACAGCAGGAGBAGLS
GUGGCCOUGLIGEECAAC GGAACAUGCCGUG Pé-19 GCUAUGGUGECCUGGUCCAUCEGGGGGCCE
COGUAACGUGGLCUUAGGECAGGAGGCUG Pé-95 CGEGUGUGCEUGLGEGGACGCEUICGUACAG
PE-102  COGCACGAUGUGUCUACCGCEGUGGEEC
PE-103 GEUUGGACGUCGUCUGUGE GG GACUCGUGT

Figura R.3.: Secuencia de la region central de 30 nucleétidos de los aptameros de la poblacion P6
seleccionados para unirse al HCV-CRE194. Las secuencias estan alineadas segln la secuencia del motivo
compartido por todas ellas que se muestra en colores. En la parte superior se escribe la secuencia del motivo
consenso. Y pirimidina (C o U), R purina (A o G). En minuscula se sefialan los nucleétidos que forman parte de la
secuencia fija correspondiente al sitio de union de oligonucledtido.

El analisis de secuencias P7, P8 y P9 no reveldé cambios significativos en las conclusiones
obtenidas a partir del analisis de P6 (figura R.4). De igual forma que en P6, en las otras
poblaciones las secuencias se pueden agrupar en cinco grupos definidos por motivos consenso

que contenian la misma secuencia nucleotidica que definia a los motivos consenso identificados

en la poblacion 6. Sin embargo, este analisis brindé informacién adicional que permitio la
definicién de un consenso extendido en uno o dos nucleétidos para cuatro de los cinco motivos
consensos en la poblacion ocho y nueve. De esta forma la secuencia del motivo consenso del
grupo 1, 5 RGUGR 3, (donde R significa purina, G o A) evolucion6 para dar lugar a la
secuencia un nucleétido mas extensa 5 RGUGRR 3. De forma analoga, la secuencia del motivo
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consenso del grupo 2, 5 GGYUG 3’ (donde Y significa pirimidina, C o U) dio lugar a la secuencia

5 GGYUGUG 3, que es dos nucleotidos mas extensa. Asi mismo, el motivo consenso del grupo
3,5 YGGGYR 3’ se extendié una purina en posicién 3, 5 YGGGYR 3'. El motivo consenso del

grupo 4, es mas extenso, paso de ser 5 GUGUG 3’ a 5 YGUGUG 3'. Finalmente, en el motivo

consenso del grupo 5, 5 UGGGGR 3, no se observaron cambios.

F7-10 GECCGUGUGL COGCECUUGUGEEE
F7-14  CCUAACAGGAUUGGUCGCUAC C

F7-1% GC UGCEGCECUACGUGCUVUGGGEE
P7-20 CUGGEUAGUGCEE CCECCGUGUCA

F7-26 UGGCAUGAUCG CEUGUGAGBCGUG

F7-49 CCGUGCGUGC UUGGUCACGGCCUGE
F7-54 CEGCCEUUGCUGE UUGBCCECAGUG
P7-65 CAUCAUUGGCGGCAGGA CGGUCUAC

F7-90 CEGCCEUUGCUGE UUGBCCGCAGUG

Pi-% GECEUAUGUAL CAGUCGUGGCAGL
P&-27 GUCCCUGUGCAGE GUGCUUGCUGG
P-2% CHEUGUGAUCE CAUCGUCUUGUGG
Pe-53 CGUGCUACGAL UGCUACGAGUGGG
P2-54 CCUGUACUAGUGCGGCE CGUGGGUA

PE-63 GCAGUGGGT CAGGACACUUGGGAG
Pa-21 COGCUGGUGGEUGCAGL CCGGUGAC

P9-39 GGCAGUGCGAGGEC CCUGAUUGCGUY
F3-71 CAUGUGCUUGGCUUGAGG GGCUGC

P4-100 COUGAGUGECUGGGCACCUUCUG GA

GRUPQ 3.5 YGGGYR 3"

P7-14  CCUAACAGGAUUGGUCGCUACGGUGGEE
P7-20 CUG
Pr-ar GUCEGECEUGEEUUGUEEAACGCCUGUGUGE
P7-93 CAAGUGCUCGUGUGUGGAGAG GECGUGECY

PT-35  CUGGGAUGGUGCEGECUACUUCAGGEGGUUG

P$-54 CCUGUACUAGUGCGGUGAGUGAGCGL G

GCOUGAGAUGGUUAGUCE

P3-56 GEUUGUGAC

Pg-65 CUGCCULGEGUUCECUGCEUGGAGUGCGEE
P62 GAUGUGEUS

P$-71 FAAUGUUGUGCGGUCCCGE
Pg-ge 3UAGUBGUBUCGUS

Po-§ CGUGUCGALG ICCEUUCGCCUGUGEEE
Pa15 ' CCGCCUGEE

Po-23 CAUGGUGLIGGEECAGGAGUCACCGCGEUGEC
P9-34 GUGGCEECUGUGGEUUBUCCCEECCUUGE GlUa

Po-63 COEAGCEUGHGCEAUUAUAGAGUUGCCGUG
P9-100 CBUGAGUGGCUGGECACCUUCIGAGUGEEGA

SUAGUGCGBAGBUGAGCCECCBUGUCA

Pi-13
P7-49
F7-54
F7-7%
F7-90
F7-3

GRUPQ2: & GGYUGUG

COGACAUUGUGECGECGGECU GAUCGCGAG
CCBUGCEUGCAGUGEUUGEUCACGEECCUGE
CGECCEUUGCUGGBAGUGEEUUGGGCGCAGUG
COUACAGCUCECEGCCACUGEUUGUGUGUG
CEECCEUUGCUGGAGUGELIUGECCGCAGUG
GECUGUGUGCUUGUGCUGUGUCACCAAGU G

F7-35 CUGGGAUGGUGCEECUACUUCAGGG GUUG

P7-97

GUCGECAUGGEUUGUGEAACGCCUGUGUGE

Fi-53 UGCCCCOCCUCACAAAGGGAUGGGCUGUGE

P3-56
P3-34

P7-10
P7-26
P7-43
P7-T%
P7-91
P33

GGUUGUGACCGEGCGUGAGAUG GUUAGUCG
GUEGCEECUGUGEUUGUCCCGECCUUGE GY

GRUPO 4: 5 YGUGUG 3

GECCEUGUGUAGUGAGCGBCGCUUGUEGEE
UGGCAUGAUCGAGUBGCGL GUGAGCGUG
CGUGUAUCGEAGUGUGCCEECEUAVGGUAG

CEUACAGCUCGCGGECCACUGGUUGUGL GUG

GECUGUGUGCUUGUGCUGUGUCACCAAGUG
CAACUGCUCGEUGUGUGGAGAGGECGUGECY

P7-97 GUCGGCEUGHGUUGUG GAACGCCUGUGLGE

P20
P48
P60
P70

P9-13
P3-15
P9-35
P3-37
P3-82
P9-87
P3-3%

COUCGCAACGUGAUGEEGACGUGUGGCUCE
GRCGUGUGABGCECCUGAGCUGUGAGGAGS
CECEUGUGGAGGCAUCGAUUGU GUGCUGGE

CCCGUUGEUGUGEGACGAGEUGULGUGLGE

CEUGCUGCEUGUGEUGUUGUGEUCUUGGUG
CEUGCUGAGUGLGY GCCECCUGEE
GCUGUGUGCAGUGCUUGEGECCECUGE
COGCUUGAGGEEAGCGUGUGUGCUAGCGUGE
CGUGUGCCEUGSUUAGUGUUGGGECUGCAGGY
CEUGUGUGECUCUGECAGCUGUCGCEUCEEG
GEAUUGUGUGAGCGCE GCACUCUGUUCACGE

GRUPO §6: 5 UGGGGR 3'
P7-4  GGCEUUGEUUUGUAUCGCGGCUNCEGEEGa
P7-10 GGCCEUGUGUAGUGAGBCBEECECULGUGEEG
P715 CGUCCCAAUUGACACGUGGCAGGE GAGCCE
P7-1% GCAGUGAUGCGECECUACGUGCUUUGBEGEGGa
P7-93 GEUCEAAUUCCUCCAUGGCUCAUCGEEEAG
Pg-29 COUCGECAACGUGAUGEEGACGU GUGGCUCE

P38 COUGUCGAUGGGAGCCOUUCECCUGUGGEGAA
Po-100 CEUGAGUGECUSRRCACCULCUGAGUGEEEGA

Figura R.4: Region central de 30 nucleétidos de los aptameros de la poblacion P7 a la P9 seleccionados para
unirse al HCV-CRE1q4. Se alinearon las secuencias segun el motivo consenso y en la parte superior a cada grupo
de secuencia se muestra el motivo consenso observado en las Ultimas poblaciones. Y pirimidina (C o U), R purina (A
o G). En mintscula se sefialan los nucleétidos que forman parte del sitio de union de primer.
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5.1.2.2. Analisis de las dianas tedricas de union en el HCV-CRE19a.

El analisis de complementariedad en el HCV-CRE19s reveld que cada motivo consenso es
complementario a una secuencia en el RNA diana. Estos resultados sugieren que cada motivo
seleccionado podria estar implicado en la unién al HCV-CRE1gs, y que el sitio més probable para
su union en el HCV-CRE1g4 sea la secuencia complementaria del motivo consenso (ver figura
R.5).
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Figura R.5. Secuencias complementarias a los motivos consenso en el HCV-CRE194. En la figura se sefialan
con un codigo de colores las secuencias complementarias en el HCV-CRE1 a los motivos de secuencia
seleccionados en la poblacion 6. Debajo de cada secuencia identificada en el HCV-CRE194 se sefiala el grupo en el
que se clasificaron las variantes de moléculas que compartian el motivo consenso complementario (en amarillo para
las variantes del grupo 1, en rojo para las variantes del grupo 2, en verde para las del grupo 3, en violeta para las del
grupo 4 y en azul para las del grupo 5).

Las variantes pertenecientes al grupo 1 estan definidas por la secuencia consenso 5 RGUGRR
3’, poseen una secuencia complementaria en el HCV-CRE 194, Cg204UCACUg209 €n la region 5’ del
tallo lazo 5BSL3.1 que tiene una estructura en simple cadena en el HCV-CRE19s (Lee et al.,
2004).
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La secuencia complementaria en el HCV-CRE 194 de las variantes pertenecientes al grupo 2, cuyo
motivo consenso es 5 GGYUGUG 3’ es la secuencia Ca2s2ACAGCCa2s3 que se localiza en el lazo
apical del subdominio 5BSL3.2 (Lee et al., 2004).

Las moléculas pertenecientes al grupo 3, definidas por la secuencia 5 YGGGYR 3, tienen una
secuencia complementaria en el HCV que corresponde a los nuclettidos UgsGCCCGesot y que

forman parte del lazo interno del subdominio 5BSL3.2.

El grupo 4 definido por el motivo 5" YGUGUG 3', poseen su region complementaria en el HCV-
CRE194, Co314AUGUGg319 localizada en la region de simple cadena que une al subdominio
5BSL3.2 con el subdominio 5BSL3.3.

Por ultimo las moléculas pertenecientes al grupo 5 cuyo motivo consenso es 5" UGGGGR 3,
tienen su region complementaria, Ug3g1CCCCAg3gs €n la region 3’ del HCV-CRE1g4, proxima al

codon de terminacion de la sintesis de la proteina NS5B.

El porcentaje de variantes de secuencias que pertenecen a cada motivo consenso fue variando
en representatividad en las distintas rondas del proceso de seleccion molecular (ver figura R.6).
En general, los motivos de secuencia que tienen un mayor numero de representantes son los de

las moléculas del grupo 1, 3y 4.

Porcentaje de motivos seleccionados en las poblaciones
P6 a P9

35 4

30 -

25 G1

20 - mG2

mG3
15 -
G4

10 mG5

P6 P7

Figura R.6: Porcentaje de motivos consenso en las poblaciones P6 a P9. En la grafica se muestra el porcentaje
de variantes de moléculas rescatadas que pertenecen a cada grupo en cada poblacion (P6, P7, P8 y P9).
Nuevamente se respeté el cddigo de colores para sefialar cada grupo de secuencias. Amarillo, grupo 1; rojo, grupo
2, verde, grupo 3; violeta, grupo 4 y azul, grupo 5.
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5.2. ldentificacion experimental de las dianas de unién en el HCV-
CRE1gs.

Para el anélisis de los nucledtidos implicados en la interaccion entre el aptamero y el HCV-

CRE1g4 se eligieron aptameros pertenecientes a cada grupo (ver tabla R.2.).

Aptameros elegidos para el analisis de las dianas de unién en el HCV-CRE ga.
Grupo | Motivo Aptamero | Secuencia central de 30 nucleétidos
1 5 RGUGR 3’ P6-61 CGG ACGGCUACAGUCGCUGUGUGA
P7-54 CGGCCGUUGCUGG UUGGCCGCAGU
2 5 GGYUGYG 3’ P7-78 CGUACAGCUCGCGGCCACUGGUUGUGUGU
P8-58 UGCCCCGCCUCACAAAGGGAUGGGCUGUG
3 5 YGGGYR 3’ P7-14 CCUAACAGGAUUGGUCGCUACGGUGGGC
P8-71 CAGGUUGGGCAAAUGUUGUGCGGUCCCG
4 5 GUGUG 3’ P9-15 CGUGCUGAGUGUGUUGGGCAGCCGCCUGG
5 5 YGGGGA 3’ P9-8 CGUGUCGAUGGGAGCCGUUCGCCUGUGGGGA

Tabla R.2.: Aptameros elegidos para el analisis de las dianas de unién en el HCV-CRE194. Se muestra el grupo
al que pertenecen, el motivo consenso, el nombre del aptdmero y la region central de 30 nucledtidos. En codigo de
colores se sefialan los motivos consenso.

Primeramente se evalud si los aptdmeros eran capaces de unirse al HCV-CRE1g4 para ello se
realizaron ensayos cualitativos de asociacién entre los aptameros y el HCV-CRE+1o que se
resolvieron en geles de poliacrilamida nativos. Como control de los ensayos de asociacion se
utilizé el RNAgo, (Romero-Lépez et al., 2007). Como se observa en la figura R. 7 cuando los
aptameros son incubados con el RNA del HCV-CRE1g4, se forma un complejo con menor

movilidad electroforética poniendo de manifiesto la unién de los aptdmeros al HCV-CRE 1g4.

% de RNA sustrato sin acomplejar

P8-71 P9-8 P9-15 80
N + N + - +__HCV-CRE194

s:- COMPLEJIO | «
30
20
- L - <« APTAMERO | 10 I
[1] — —

RNAg, P&-61 P7-54 P7-78 PS-58 P7-14 P2-71 P9-15 P9-3

Figura R. 7.: Asociacion de los aptameros al HCV-CRE19a. A: Autorradiografia de un gel de poliacrilamida en la
que se muestra un ensayo representativo de la asociacién entre los aptdmeros y el HCV-CRE+19s. Como control se
utilizé el RNAso. B: Representacion gréfica del porcentaje de RNA sustrato que no se une al aptamero.
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Para estudiar la region de interaccion entre el aptamero y el HCV-CRE1g4 se realizaron analisis
de sensibilidad a la degradacién parcial con nucleasas y agentes quimicos especificos. Existen
varios agentes quimicos y bioldgicos con distintas especificidades. En el estudio que se describe
en esta memoria se utilizaron la RNasa T1 y el Pb2*. La base de esta técnica radica en el hecho
de que la estructura del RNA determina la sensibilidad a la degradacion que sufren los
nucledtidos que componen la molécula de RNA. De forma que si se conoce la especificidad del

agente quimico es posible inferir las caracteristicas estructurales de la molécula.

La RNasa T1 es una endorribonucleasa que corta en 3’ de las guaninas desapareadas en la
molécula de RNA mediante una reaccién de transesterificacion dejando extremos 5 OH y 3’
fosfato. Fue aislada por primera vez a partir del hongo Aspergillus oryzae. Actualmente muchas
casas comerciales venden RNasas recombinantes obtenidas a partir de cultivos de E. coli. El
reconocimiento especifico de la RNasa T1 por las guaninas en el RNA simple cadena ocurre
mediante interacciones que implican los residuos Tyr42, Glu46 y Asn98 de la RNasa (figura R.
8).

ASN uR SN Yy

Figura R. 8.: Modelo del sitio de unién a la guanina de la RNasa T1 acomplejado con 2’ GMP. En la figura se
muestran la base de la guanina, los atomos del esqueleto proteico que se corresponde con los atomos Tyr42,
Asnd3, Asnd4, Tyrd5, Glud6 y Asn98 asi como las cadenas laterales de la Tyr42, la Tyrd5 y la Glu46. Los dtomos O,
N, C y H se muestran con tamafios decrecientes. Figura tomada de (Steyaert, 1997).

El i6n metalico Pb2* ha sido extensamente utilizado para el analisis de la estructura del RNA. La
hidrélisis del RNA por los iones metalicos generalmente ocurre mediante un mecanismo
intramolecular de transesterificacion entre el enlace 3', 5 diéster internucleotidico para dejar un

extremo 5 OH y un extremo 2', 3’ fosfato ciclico. Los enlaces fosfodiester en el RNA simple
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cadena son hidrolizados mucho mas rapidamente que en el RNA doble cadena. La eficiencia en
el corte de un enlace fosfodiester en un polinucledtido de RNA esta determinado por dos
requisitos: 1) la localizacion propicia del ion metalico hidratado para facilitar la desprotonacién del
grupo 2’ OH de la ribosa (Figura R. 9. A a B) 2) la flexibilidad de la regién analizada para permitir
la formacién de un intermediario del estado de transicion de fosforo penta-coordinado y la
subsecuente ruptura del enlace fosfodiester (Figura R. 9. B a C). De esta forma las regiones mas
flexibles en el RNA son las mas propicias a reaccionar (Ciesiolka et al., 1998). Los apilamientos
de bases como en el RNA doble cadena o regiones ricas en G causan una rigidez en la cadena
que impide la hidrdlisis catalizada por metales. De esta forma se observan ejemplos en que en
las regiones de RNA simple cadena donde existen varios residuos de guanina consecutivos son

menos sensibles a la hidrdlisis por Pb2*.

Figura R. 9: Mecanismo de hidrélisis del RNA inducida por Pb?*.

Se realizaron ensayos de proteccion para identificar los residuos en el HCV-CRE194 que estan
implicados en la interaccion con el aptamero. Para ello se marco el HCV-CRE194 €n el extremo 3’
con 3P. Ello se llevd a cabo mediante la reaccion catalizada por la T4 RNA ligasa. En esta
reaccion la citidina 3, 5’ bifosfato marcada en 5 (pC®2P) se une al extremo 3' OH del HCV-
CRE194 mediante la formacién de un enlace fosfodiester. Posteriormente se realizaron ensayos
de asociacion con el HCV-CRE+19 marcado y el aptamero sin marcar (ver materiales y métodos).
Los complejos fueron digeridos parcialmente con RNasa T1 y degradados con Pb2* (ver
materiales y métodos, 4.2.20.2). Los productos de reaccion se resolvieron en geles de

poliacrilamida desnaturalizantes de alta resolucion al 6%, junto con los productos de los ensayos
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de proteccion del HCV-CRE 194 en ausencia de aptdmero. A continuacion los geles se secaron y

se analizaron en un escaner de fluorescencia (Storm 820, GE Healthcare).

Para descartar que las diferencias de accesibilidad observadas entre los ensayos de proteccion
del HCV-CRE+94 en presencia y ausencia de los aptdmeros sean debidas a una interaccion
inespecifica por parte del aptdmero con el HCV-CRE+qs, Se realizaron ensayos controles de
degradacion del HCV-CRE+94 en presencia del RNAgo, que no presenta complementariedad con
el HCV-CRE194. Como se observa en la figura R. 9, el mapeo del HCV-CRE19 en presencia del
RNAgo no presenta cambios significativos en el patron de degradacion respecto a los ensayos

realizados en ausencia del RNAg.
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Figura R. 9.: Ensayo de sensibilidad a la
digestion con RNasa T1 y degradacién con Pb2*
- del HCV-CRE14. En la figura se muestra la
on— autorradiografia de un gel de poliacrilamida
desnaturalizante al 6% en la que se aprecia el
patrén de digestion con RNasa T1 y degradacién
con Pb?* del HCV-CRE1g4 (marcado en 3’ con 32P)
: | en ausencia (-) y presencia (+) del RNAgo. El
. 5BsL3.3 | mapeo de los subdominios estructurales del CRE
o= con los principales elementos de estructura se
. sefiala a la derecha. Las coordenadas
nucleotidicas se sefialan a la izquierda. Con un
asterisco a la izquierda se sefiala un sitio 1abil a la
hidrolisis en la molécula, HCV-CRE194. C, HCV-
CRE1g4 incubado en tampdén de union; OH,
hidrélisis alcalina del HCV-CRE1g4; T1L digestion
con RNasa T1 del HCV-CRE1g en condiciones
desnaturalizantes.

De forma similar, se procedié con el mapeo de la regién de interaccién del HCV-CRE194 en los
aptameros. Para ello, se llevaron a cabo ensayos de asociacion con los aptameros marcados

radiactivamente en el extremo 5. Los aptameros fueron incubados en presencia y ausencia del
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HCV-CRE194 y sometidos a degradacion parcial con RNasa T1 y Pb?. Los productos de las
reacciones de los ensayos de sensibilidad a la degradacion en ausencia y presencia de HCV-
CRE194 se resolvieron, en geles desnaturalizantes de poliacrilamida de alta resolucién al 10%. A
partir de las diferencias de accesibilidad de los nucleétidos, entre los ensayos de proteccidn en
ausencia y presencia de HCV-CRE1g4, €s posible determinar los nucledtidos del aptamero que

estan implicados en la interaccion con el HCV-CRE1g4.
5.2.1. Dianas de los aptameros del grupo 1

Como representantes del grupo 1 se analizaron los aptameros: P6-61, que pertenece a la
poblacion seis (figura R.11y R.12), y P7-54, que pertenece a la poblacion siete del método de
seleccion (figura R.13. y R.14). El motivo consenso de los aptameros del grupo 1, AGUGA, es
complementario a la secuencia Us20sCACUg209 de la regién que se localiza en posicion 5’ al tallo
lazo 5BSL3.1. Por lo que la secuencia Ug20sCACUg200 €s el sitio de interaccion teérico con el
HCV-CRE19. Como se muestra en la figura R. 9., la region 5 al subdominio 5BSL3.1 es

altamente accesible a la digestion con RNasa T1 'y degradacién con Pb2*.
Aptamero P6-61

Los resultados del andlisis experimental de proteccién frente a la digestion con RNasa T1 y
degradacion con Pb?* realizado para el HCV-CRE+g4 en presencia y ausencia del aptdmero P6-
61 se muestran en la figura R.11. En el patrén de degradaciéon con PbZ*, en presencia del
aptamero P6-61, se observa una proteccion evidente en los nucleétidos Ug2sCACUCCo211 de la
region simple cadena en posicion 5’ al tallo lazo 5BSL3.1. También se aprecia proteccion en los
nucledtidos Cg208CCo300 del lazo interno del subdominio 5BSL3.2 y en general, para toda la
molécula, una menor sensibilidad a la degradacion. La secuencia  UgsCACUCCo211 e€s
complementaria a los nucledtidos G22GAGUGA2s del aptdmero, y la proteccion més acusada
observada en esta secuencia, podria explicarse por la unién del aptamero. La menor sensibilidad
observada en otras regiones, podria interpretarse como un cambio conformacional,
correspondiente a un plegamiento mas compacto, producido por la unién del aptdmero en el
extremo 5’ del HCV-CRE 4.
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Figura R.11: Andlisis experimental de
sensibilidad a la digestion con RNasa T1 y
degradacion con Pb2* del HCV-CREiss en
ausencia (-) y presencia (+) del aptamero P6-61.
Autorradiografia de un gel de poliacrilamida
desnaturalizante al 6% en la que se muestra el
patron de digestion con RNasa T1 y degradacion

con Pb?* del HCV-CRE1 marcado en 3' en
ausencia (-) y presencia (+) del aptamero P6-61.
Se sefiala, a la derecha del gel, los subdominios
del CRE (con lineas) y la regién correspondiente a
los residuos que se protegen en presencia del
aptamero (con un corchete y un asterisco). A la
izquierda se sefialan las  coordenadas
nucleotidicas y se referencian los nucleétidos de la
region que experimenta cambios en presencia del
aptamero. C, HCV-CRE1g4 incubado en tampdn de
unién; OH, hidrdlisis alcalina de HCV-CRE1g4; T1L
digestion con RNasa T1 de HCV-CRE g4
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Una vez detectada la posible diana en el HCV-CRE194, se realizd el estudio de los nucleotidos
del aptamero que pueden estar implicados en la interaccion. El analisis experimental de
proteccion frente a la RNasa T1 y el Pb2* realizado con el aptdmero P6-61 en presencia y
ausencia del HCV-CRE1g4 se muestra en la figura R.12. Los residuos G22GAGUGA2s que en
ausencia de HCV-CRE1g4 son sensibles a la degradacién (T1 -, Pb2* -), cuando el aptamero es
incubado con HCV-CRE+g4 (T1 +, Pb2* +), se protegen. Estos resultados sugieren que la
secuencia G22GAGUGAs participa en la interaccion de P6-61 con HCV-CRE1g4. Es de destacar
que la secuencia del aptamero G22GAGUGA:zs, que se protege en presencia del HCV-CRE1gs
incluye al motivo consenso seleccionado, AGUGA. Ademas, es complementaria a los nucleétidos
Us20sCACUCCg211 de la region del HCV-CRE+94 que se protege en presencia del aptamero (ver
figura R.10). En conjunto estos resultados sugieren que P6-61 interacciona con el HCV-CRE1g4
mediante la secuencia G22GAGUGAzs, del aptdmero y la secuencia complementaria,
Ug20sCACUCCg211 del HCV-CRE 194.
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Figura R.12. Ensayo experimental de sensibilidad a la RNasa T1 y Pb?* del aptamero P6-61. Autorradiografia
de un gel de poliacrilamida desnaturalizante al 10% en el que se resolvieron los productos de las reacciones de
proteccion frente a la RNasa T1 (gel de la izquierda) y Pb2* (gel de la derecha) del aptamero P6-61 marcado en 5’
con 3P en ausencia (-) y presencia (+) de HCV-CRE1u. A la izquierda del gel se sefalan las posiciones de los
nucledtidos y a la derecha se referencia la secuencia que se protege cuando el aptamero es incubado con el HCV-
CRE1g. C, P6-61 incubado en tampén de union; OH, hidrélisis alcalina del P6-61; T1L digestion con RNasa T1 del
P6-61 en condiciones desnaturalizantes.
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Aptamero P7-54

En la figura R.13 se aprecia el anélisis experimental de sensibilidad a la digestion con la RNasa
T1y Pb2* del HCV-CRE+94 €n ausencia y presencia del aptamero P7-54. De manera similar a los
resultados obtenidos con el aptamero P6-61, que también pertenece al grupo 1, se observa
proteccion en la region UgsCACUCCAg12. Igualmente, se puede observar una menor
exposicion en los nucle6tidos Ce29sCCo300 del lazo interno del subdominio 5BSL3.2 y en general
una menor sensibilidad a la degradacion con PbZz* en el HCV-CRE1g. Los nucledtidos
Ug20sCACUg200 SON complementarios a la secuencia consenso AGUGG del aptamero, por lo que
la menor sensibilidad méas evidente en esta region podria explicarse por la unién del aptamero.
Sin embargo, los cambios observados en el resto de la molécula se podrian atribuir a un cambio

conformacional en el HCV-CRE+19s a causa de la union del aptdmero.

HCV-CREj94
U205 _
Co211 =
Co217

9240=— 5BSL3.1

9260—

9280—

5BSL3.2

9300—

it Figura R.13: Mapeo de los nucledtidos del HCV-
S p— S CRE194 que interaccionan con el aptamero P7-54. El
s HCV-CRE+g4 marcado en 3’ fue incubado en ausencia
Gl () y presencia (+)  del aptamero P7-54 y
s0— . posteriormente sometido a digestion con la RNasa T1
y degradacién con PbZ*. Los productos de las
reacciones fueron resueltas en un gel de poliacrilamida
desnaturalizante al 6% que se muestra en la figura. A

o lazo 5BSL3.3 ~ .
S | apical la derecha del gel se sefialan los subdominios
estructurales del CRE y con un corchete y un asterisco
24— se sefiala la region correspondiente a los residuos que
se protegen en presencia del aptdmero. A la izquierda
se sefialan las posiciones nucleotidicas y se
referencian los nucledtidos de la regidén que
experimenta cambios en presencia del aptamero. C,
HCV-CRE1ges incubado en tampoén de union; OH,
hidrolisis alcalina de HCV-CRE+94; T1L digestion con
RNasa T1 de HCV-CREs en condiciones

A continuacion se realizaron ensayos de sensibilidad a la digestion con la RNasa T1 y

degradacion con Pb2* del aptamero P7-54 en presencia y ausencia del HCV-CRE+94 (ver figura
Pagina 106



R.14). En la figura R.14, se observa que los residuos G32GAGUss que en ausencia de HCV-
CRE1 (T1 -, Pb2* -) son sensibles a la degradacion con RNasa T1 y Pb2*, en presencia del
HCV-CRE+94 (T1 +, Pb2* +), se protegen. Estos resultados sugieren que la secuencia G32GAGUss
del aptdmero podria interaccionar con el HCV-CRE1g4. En concordancia con estos resultados, la
secuencia G32GAGUss, es complementaria a la secuencia Ag7CUCCg211 de la regién 5 del
HCV-CRE19s que se protege en presencia del aptdmero. Estos resultados sugieren que el
aptdmero P7-54 se une al HCV-CRE+194 mediante una interaccion en la que participan los
nucleotidos Gs2GAGUss del aptamero y Ag27CUCCo211 del HCV-CRE 104.

o1 Pb’

p7.54 O -~ * -+ HCV-CREw

70— -

60 —

50 — :

40 Figura R.14. Ensayos de proteccion frente a la RNasa

T1 y Pb2 del aptamero P7-54. Se muestra la

—Uss autorradiografia  de un gel de poliacrilamida

(desnaturalizante al 10%) en la que se resolvieron los
productos de las reacciones de proteccién frente a la
30— 2 RNasa T1 (T1) y PbZ para el aptdmero P7-54 (marcado
en 5'), en ausencia (-) y presencia (+) de HCV-CRE1g4. A
la izquierda del gel se sefialan las coordenadas
nucleotidicas. A la derecha del gel, se muestra la
secuencia que se protege cuando el aptdmero es
incubado con el HCV-CRE1g. C, P7-54 incubado en
20 — tampoén de unién; OH, hidrolisis alcalina del P7-54; T1L
digestion con RNasa T1 en condiciones desnaturalizantes
del P7-54.
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En conclusion, los ensayos de sensibilidad a la digestion con la RNasa T1 y degradacién con
Pb2* del HCV-CRE194 para los aptdemros pertenecientes al grupo 1, evidencian una marcada
proteccion en la secuencia UgsCACUCCAg212 localizada en la region 5’ de la molécula. Esta
secuencia es complementaria a los nucleétidos que se protegen en los aptameros P6-61 y P7-

54, indicando que esa es la diana de unién.
5.2.2. Dianas de los aptameros del grupo 2.

A continuacion se muestran los resultados obtenidos del estudio de la identificacion de las dianas

de union en el HCV-CRE 194 de los dos aptameros del grupo 2, P7-78 que pertenece a la séptima

Pagina 107



ronda del método de seleccion molecular (figuras R.15y R.16) y P8-58 (figuras R.17 y R.18) que
pertenece a la octava ronda. Como se dijo anteriormente, los aptdmeros de este grupo tienen el
motivo consenso 5 GGYUG 3’ que es complementario a la secuencia Cg284AGCCy2ss del lazo
apical del subdominio 5BSL3.2. Como se muestra en la figura R.9., el lazo apical es una region

accesible a la degradacion con la RNasa T1'y Pb2*,

Aptamero P7-78

Al igual que como se hizo con los aptameros pertenecientes al grupo 1 se realizaron ensayos de
sensibilidad a la degradaciéon con la RNasa T1 y Pb2* del HCV-CRE19s marcado en 3, en
presencia y ausencia del aptamero P7-78 (ver R.15). En los resultados del patron de
degradacion con Pb2* en presencia de P7-78 se observa que los nucleétidos Cos2ACAg2e5 del
lazo apical del subdominio 5BSL3.2 del HCV-CRE+1es presentan una menor sensibilidad a la
degradacion. Por otra parte, los nucledtidos Usz77 @ Ugagr son mas sensibles a la degradacion
con Pb?* (Figura R.15). Estos resultados dejan de manifiesto que la interaccion del aptamero P7-

78 con el HCV-CRE1g4 causa una reorganizacion estructural en la que estan implicados los

residuos del lazo apical del subdominio 5BSL3.2.

| apical | 5BSL3.1

|2, |5BSL3.2
lazo
interno
9320 e
Figura R.15: Andlisis experimental de los nucleétidos
del HCV-CRE14 que interaccionan con P7-78. Se
s SBslae muestra la autorradiografia de un gel desnaturalizante de
pan | o poliacrilamida al 6% en la que se resolvi6 el patrén de

KRS degradacion frente a RNasa T1 y Pb2* del HCV-CRE1g4
marcado en 3’ incubado en ausencia (-) y presencia (+)
del aptamero P7-78. C, HCV-CRE1g incubado en tampon
de unién; OH, hidrdlisis alcalina de HCV-CRE19es; T1L
digestion con RNasa T1 de HCV-CRE1gs en condiciones
desnaturalizantes. A la derecha del gel se sefiala: con
lineas, los subdominios estructurales del CRE y con un
corchete y un asterisco la regién correspondiente a los
residuos que experimentan cambios en la sensibilidad
en presencia del aptamero. Las posiciones nucleotidicas
y los nucledtidos de la regién que se ve afectada por la

presencia de P7-78 se referencian a la izquierda del gel.
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Posteriormente se realizaron ensayos de proteccion frente a la digestion con la RNasa T1 'y
degradacion con Pb?* para el aptdmero P7-78 (marcado en 5’) en presencia y ausencia del HCV-
CRE1g4 (ver figura R.16). En presencia de la molécula HCV-CRE1g4 (R.16 T1 + y Pb2* +) se
protegen los residuos GaGUUGUGss, sugiriendo que el aptamero P7-78 podria estar
interactuando con el HCV-CRE 194 mediante esta secuencia. La unioén con el RNA sustrato, HCV-
CRE+194, causa un cambio conformacional en P7-78 que causa una mayor sensibilidad en la Cas.

La secuencia protegida, GaoGUUGUG4s es complementaria a la secuencia C292ACAGCCo2s9 del

lazo apical del subdominio 5BSL3.2 sugiriendo que esa es su diana de unién.
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- & Figura R.16. Ensayo de proteccion frente a la RNasa
- T1 y Pb? del aptdmero P7-78 marcado en 5’ en
= ausencia (-) y presencia (+) de HCV-CRE1s. En la
- - figura se muestra la autorradiografia de un gel de
0_ = poliacrilamida desnaturalizante al 10% en la que se
- resolvieron los productos de los ensayos de proteccion.
- En el margen izquierdo del gel se sefialan las
- coordenadas nucleotidicas y en el margen derecho, la
: " secuencia que se protege cuando el aptamero es
pr o incubado con el HCV-CREi. C, P7-78 incubado en
= tampdn de unién; OH, hidrdlisis alcalina del P7-78; T1L
- digestion con RNasa T1 del P7-78 en condiciones
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Aptamero P8-58

En la figura R.17 se observan los resultados obtenidos de los ensayos de proteccion frente a la
RNasa T1 y Pb?* para el HCV-CRE194 en presencia y ausencia del aptamero P8-58. En
presencia de P8-58, los nucledtidos Co2s2ACAGy286 del lazo apical del subdominio 5BSL3.2 se

vuelven parcialmente resistentes a la degradacion. Mientras que los nucleétidos Go271AGACAg276
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y Ug93CGUGg07 muestran una mayor sensibilidad a la degradacién con RNasa T1 y Pb2
(Figura R.17). Estos resultados sugieren que el aptamero P8-58 se une a la secuencia
Co282ACAGg286 del HCV-CRE+1o4 que es complementaria a parte del motivo consenso del
aptamero (C45UGUGag).

HCV-CRE194
—
9200 —

lazo

9220 =— | apical 5BSL3.1

9240 —
G9271 —

Asass *| apica Figura R.A17: Ensayo de sensibilidad a la
Goze0— 5BSL3.2 digestion con RNasa T1 y degradacion con
Coooos il Pb2* del HCV-CRE194 en ausencia () y

presencia (¥} del aptamero  P6-61.
Autorradiografia de un gel desnaturalizante de
poliacrilamida al 6%. En el gel, se observan los
= productos de las reacciones de proteccion frente a
c-——— . la RNasa T1 y Pb2* del HCV-CRE19s marcado en
P 3’ en ausencia (-) y presencia (+) del aptamero
9320 — ! P8-58. Se sefiala a la derecha del gel, con lineas
= los subdominios del CRE y con un corchete y un
B | o asterisco la region correspondiente a los residuos
5BSL3.3 que presentan un cambio de sensibilidad en
9340 — . presencia del aptamero. En el margen izquierdo
del gel se sefialan las posiciones nucleotidicas y
se referencian los nucledtidos que experimentan
cambios en presencia de P8-58. C, HCV-CRE1g4
incubado en tampdn de union; OH, hidrolisis
alcalina de HCV-CRE-+g4; T1L digestion con RNasa
T1 de HCV-CREjg4.
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A continuacion se realizé el estudio de los nucledtidos del aptamero que participan en la union
con el HCV-CRE1g4. De igual forma que en los otros aptameros estudiados, se realizaron
ensayos de proteccion frente a la RNasa T1 y el Pb2* con el aptamero P8-58 en presencia y
ausencia del HCV-CRE+194 se muestran en la figura R.18. En presencia de HCV-CRE1q4 (Figura
R.18, T1 + y Pb2* +) se aprecia proteccion en los residuos Gs7GGAUGGGCUGUGss. Estos
resultados sugieren que el aptamero P8-58 mediante su motivo consenso (G43sGCUGUG4g) se
une a la secuencia Co282ACAGCCy2g3 del HCV-CRE1o4 (figura R.17), a pesar de que en las
condiciones ensayadas en el HCV-CREiu no se observa proteccion en los nucledtidos

Co287Ca288. Posiblemente la interaccion se extienda a la secuencia G3sAUG42 que se protege en
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el aptamero (figura R.18) y que es complementaria a la secuencia UggaGUCg202 del tallo
5BSL3.2. Ello provocaria una desestructuracion de la doble hélice del tallo 5BSL3.2, dejando
expuesta la secuencia complementaria desde la Goz71 a la Ugzs1 @ la degradacion con RNasa T1
y Pb2* como se observa en la figura R.17. En conjunto estos resultados sugieren que el aptdmero
P8-58 se une al HCV-CRE1e mediante la interaccion de la region GssAUGGGCUGUGsg del
aptdmero con la secuencia Cg282ACAGCCUGUCqg202 del HCV-CRE 194
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An E "R g Figura R.18.: Ensayos de proteccion frente a la
— - &S - 5 digestion con RNasa T1 y Pb?* del aptamero P8-58
- - a marcado en 5’ en ausencia (-) y presencia (+) de HCV-
_\8 CRE194. En la figura se muestra la autorradiografia de un
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gel desnaturalizante de poliacrilamida al 10% en la que
: - se resolvieron los productos de las reacciones de
0V—5 9 sensibilidad a la RNasa T1 y Pb?* de P8-58. En el

. margen izquierdo del gel se sefialan las posiciones de los
nucledtidos y en el margen derecho, se muestran los
residuos que se protegen en presencia de HCV-CRE1g4.
” C, P8-58 incubado en tampén de union; OH, hidrolisis
alcalina de P8-58; T1L digestion con la RNasa T1 de P8-

20— 58 en condiciones desnaturalizantes.

Los ensayos experimentales de las dianas de union en el HCV-CRE+g para los aptdmeros del
grupo 2, P7-78 y P8-58, ponen de manifiesto una reorganizacién estructural en los nucleétidos
expuestos del lazo apical del subdominio 5BSL3.2. En concordancia con estos resultados, el
patron de sensibilidad a la digestion con RNasa T1 y Pb2* de los aptdmeros, muestra una clara
proteccion en los nucleotidos del motivo consenso. Este motivo es complementario a la
secuencia Coos2ACAGCCy2s9 del lazo apical del subdominio 5BSL3.2 indicando que esa es la

diana de unién para los aptameros del grupo 2 en el HCV-CRE 1g4.
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5.2.3. Dianas de los aptameros del grupo 3

Los aptameros del grupo-3 tienen el motivo consenso 5 YGGGY 3’ que es complementario a la
secuencia Gg297CCCGeso1 del lazo interno del subdominio 5BSL3.2. Se eligieron los aptdmeros
P7-14 (figuras R.19 y R.20) y P8-71 (figuras R.21 y R.22) pertenecientes a las poblaciones siete
y ocho respectivamente para la identificacién experimental de las dianas de union en el RNA

HCV-CRE+94 de los aptdmeros pertenecientes al grupo 3.
Aptamero P7-14

Los resultados obtenidos del ensayo de proteccion frente a la RNasa T1y Pb2* del HCV-CRE 194
en presencia y ausencia de P7-14 se muestran en la figura R.19. En presencia del aptamero se
observa una menor sensibilidad a la degradacion con Pb2*, en los residuos Ug2esGCCCGo3o1 del
lazo interno del subdominio 5BSL3.2. Asimismo, el patron de digestion con la RNasa T1 muestra
una clara proteccion en la Ggogr. Ello sugiere que la diana de union para el aptamero P7-14 en el
HCV-CRE 194 es la secuencia Ug29sGCCCGozo1 del lazo interno del subdominio 5BSL3.2.

T po
5 c — —
HCV-CRE194 © =g ik P14
—=

9200 —

11920 | 5BSL3.1

apical

LR &

9260 — S8 —d

G9297 —
-— }*
G9301 —

A9302

lazo
apical

Go286 —
5BSL3.2

lazo
interno

= Figura R.19: Andlisis experimental de los
nucleétidos del HCV-CRE1ss que interaccionan
con P7-14. Autorradiografia de un  gel
- |z desnaturalizante de poliacrilamida al 6% en el que
s se resolvieron los productos de los ensayos de
5BSL3.3 proteccion frente a RNasa T1 y Pb?* del HCV-
CRE19s (marcado en 3') en ausencia (-) y presencia
(+) del aptamero. A la derecha del gel con lineas se
sefialan los subdominios del CRE y con un corchete
y un asterisco, la region que se protege en
presencia de P7-14. A la izquierda se sefialan las
coordenadas nucleotidicas y se referencian los

- - nucledtidos de la regidén que en presencia del
360 s aptamero, experimentan cambios en la sensibilidad
frente a la RNasa T1 o Pb2*. En la parte superior
del gel OH, hidrolisis alcalina de HCV-CRE1g4; T1L,
- digestion con RNasa T1 de HCV-CREi1s en
condiciones desnaturalizantes.

9320 —

9340 —
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Posteriormente a la identificacion de la diana de unién en el HCV-CRE194 para P7-14 se estudid
la secuencia de interaccion en el aptamero. Los resultados obtenidos de los ensayos de
proteccion frente a la RNasa T1 y Pb2* realizados para el aptdmero P7-14 se muestran en la
figura R.20. En presencia del HCV-CRE194 (Figura R.20, T1 + y Pb2* +) se aprecia proteccion en
los residuos G43UGGGCas, esta region incluye el motivo consenso UGGGC complementario a la
secuencia Gg20sCCCGaso1 del lazo interno del subdominio 5BSL3.2 del HCV-CRE g4

Figura R.20: Ensayos de sensibilidad a la
digestion con RNasa T1 y Pb?* del aptamero P7-
14. En la figura se observa la autorradiografia de un
gel desnaturalizante de poliacrilamida al 10% en el
que se resolvid el patron de degradaciéon del
aptdmero P7-17 marcado en 5 en ausencia (-) y

E e presencia (+) de HCV-CRE1es. En el margen derecho

E ad del gel se muestra la secuencia que se protege en

o . <E presencia de HCV-CRE+94. En el margen izquierdo

it se sefialan las coordenadas nucleotidicas del

d PR aptamero. OH, hidrolisis alcalina del P7-14; TiL

bl i digestion con RNasa T1 del P7-14 en condiciones

; - desnaturalizantes. Las cruces a la izquierda sefialan
i - las bandas fruto de degradacién inespecifica.

En conjunto, estos resultados sugieren que P7-14 se une al HCV-CRE1g mediante los
nucledtidos UsaGGGCA49:Ug20sGCCCGoe3o1. La proteccion en la Gaz del aptdmero en presencia
del HCV-CRE+s4 (figura R.20) podria explicarse de dos maneras, por un impedimento estérico a
la accesibilidad a la RNasa T1 debido a su proximidad con la regién de interaccién, o bien
mediante una interaccion Gs3UssGGGCA49.Ug206GCCCGAg302 donde se formaria el par de bases
no canodnico G-A entre la G4z del aptdmero y Agao2 del HCV-CRE 194.

Aptamero P8-71

Se realizaron ensayos de sensibilidad a la digestion con la RNasa T1 y degradacion con Pb2* del

HCV-CRE+9s en presencia y ausencia del aptamero P8-71 (ver figura R.21). En presencia del
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aptdmero (T1 +y Pb2* +) se observa proteccion en los residuos Gg297CCCGo3o1 del lazo interno
del subdominio 5BSL3.2. Este resultado sugiere que la secuencia Ggoe7CCCGg301 €5 la diana de
union de P8-71 al HCV-CRE 194.

lazo

e |5BSL3.1

lazo
apical

lazo

interno | 5BSL3.2

YT 1],

- 2 &8 Figura R.21: Ensayos de sensibilidad a la
boos 7 dnm ",i_! digestion con RNasa T1 y degradacion con Ph2+
T P el del HCV-CRE192 en presencia o ausencia de P8-
71. Autorradiografia de un gel desnaturalizante de
no poliacrilamida al 6% en la que se resolvieron los
apical productos de los ensayos de sensibilidad frente a la
5BSL3.3 RNasa T1y Pb2?* del HCV-CRE19s marcado en 3’ en
ausencia (-) y presencia (+) del aptamero P8-71. A
la derecha del gel se sefiala con lineas los
subdominios del CRE y con un corchete y un
asterisco los residuos que se protegen en
presencia de P8-71. A la izquierda del gel se
muestran las posiciones de los nucledtidos y se
referencian algunos nucledtidos de la region que se
9360 — protege en presencia del aptdmero. C, HCV-CRE 14
incubado en tampén de union; OH, hidrolisis
alcalina de HCV-CRE1gs; T1L digestion con RNasa
T1 de HCV-CREHg4.
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9340 —
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A continuacion, se realiz6 el analisis experimental de sensibilidad a la degradacion con la RNasa
T1y Pb2* para el aptamero P8-71 en presencia y ausencia del HCV-CRE1gs (ver figura R.22). En
presencia del HCV-CRE+194 se observa que los nucledtidos que forman parte del motivo
consenso, UsGGGCao, se protegen lo que sugiere que el aptamero P8-71 esta interaccionando
con el HCV-CRE194 mediante estos residuos.
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40 — ) Figura R.22. Ensayos de proteccion frente a la
1 - RNasa T1y Pb?* del aptamero P8-71. En la figura
¢ PASE - se muestra la autorradiografia de un gel de
- - < poliacrilamida (desnaturalizante al 10%) en la que
:' o se resolvieron los productos de las reacciones de
0 o b - proteccion de P8-71 marcado en 5’ realizados en
S PTG, ausencia (-) y presencia (+) de HCV-CRE1g. En el
« - g G margen derecho del gel se muestra la secuencia
. 8 que se protege cuando el aptamero es incubado
: u con el HCV-CRE1s. En el margen izquierdo se
* ’4— G sefialan las posiciones nucleotidicas. OH, hidrolisis
- . - alcalina del P8-71; T1L digestion con RNasa T1 en
: o condiciones desnaturalizantes del P8-71.
20 - - -
- - -

En conjunto, los resultados obtenidos se corresponden con la unién de P8-71 al HCV-CRE g4,
mediante una interaccion que implica los nucledtidos U2sGGGCs del aptdmero y la secuencia
complementaria (Go297CCCGo301) del lazo interno del subdominio 5BSL3.2. Ello pone de

manifiesto que P8-71 se une al lazo interno del subdominio 5BSL3.2.

En conclusion el estudio experimental de la diana de union en el HCV-CRE1g4 para los
aptameros del grupo 3, indica que los aptdmeros se unen al RNA sustrato mediante el motivo

consenso a la secuencia Ggas7CCCGa3p1, del lazo interno del subdominio 5BSL3.2.
5.2.4. Dianas de los aptameros del grupo 4

Los aptameros del grupo 4 tienen el motivo consenso 5 GUGUG 3’ que es complementario a la
secuencia que conecta al tallo lazo 5BSL3.2 con el tallo lazo 5BSL3.3 (ver figura R.9., donde se
observa que la regién es accesible al mapeo con la RNasa T1 y el Pb2*). Como representante

del grupo 4 se estudio al aptamero P9-15.
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Aptamero P9-15

Se realizd el mapeo de los nucledtidos del HCV-CRE+1ges que interaccionan con P9-15 (figura

R.23). En los resultados se observa que en presencia del aptamero P9-15 (T1 + y Pb2* +) se
protegen los residuos Ag196GCUCAAACUCACUCy10 de la region 5’ del HCV-CRE1g4 y los

residuos Gg2g7CCCGo301 del lazo interno del subdominio 5BSL3.2. Sin embargo, no se observa

proteccion en la region complementaria al motivo consenso del grupo 4. Estos resultados indican

que si bien el aptdmero P9-15 interacciona con el HCV-CRE194 no lo hace mediante la secuencia

que conecta el tallo lazo 5BSL3.2 con el tallo lazo 5BSL3.3, Cg314AUGUg318, complementaria al

motivo consenso del grupo 4. La interaccidn con el aptdmero causa un cambio conformacional

en el HCV-CRE19s que provoca un marcado aumento en la sensibilidad a la digestiéon por la

RNasa T1 de las guaninas Ggosg y Gogso.
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Figura R.23: Analisis experimental de los
nucleétidos del HCV-CRE194 que
interaccionan con P9-15. En la figura se
muestra la autorradiografia de un gel
desnaturalizante de poliacrilamida al 6% en la
que se resolvieron los productos de los ensayos
de proteccién frente a RNasa T1 y Pb2* del
HCV-CRE1g4 (marcado en 3’) en ausencia (-) y
presencia (+) del aptamero P9-15. En el margen
superior del gel C es el HCV-CRE+g incubado
en tampon de unién; OH es la hidrélisis alcalina
de HCV-CRE1es y T1L es la digestion con RNasa
T1  de HCV-CREws en  condiciones
desnaturalizantes. A la derecha del gel con
lineas se sefialan los dominios estructurales del
CRE y con un corchete y un asterisco, la region
que se protege en presencia de P9-15. A la
izquierda, se sefialan las  posiciones
nucleotidicas y se referencian algunos
nucledtidos de la regiéon que se protege en
presencia del aptdmero.
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En la figura R.24. se muestran los ensayos de sensibilidad a la digestion con la RNasa T1y Pb2*
realizados para el aptamero P9-15 en presencia y ausencia del HCV-CRE1gs. En los resultados
de digestion con la RNasa T1 en presencia del HCV-CRE194 se aprecia una mayor sensibilidad
en los residuos GssGGso, lo que pone en evidencia la ocurrencia de un cambio conformacional
en el aptamero en presencia del HCV-CRE1g4. A pesar del cambio conformacional observado en
el aptamero, los resultados obtenidos no permiten evidenciar los nucledtidos que interaccionan
con el HCV-CRE1g4. Por otro lado, no se observan cambios en la estructura del RNA que
contiene los nucledtidos del motivo consenso, G2oUGUG3s.

o T Pp®
COHE - + - +HCV-CRE1gs
P9-15 =
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40—
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Figura R.24: Ensayo de proteccion frente a la RNasa
T1 y acetato de Pb% del aptamero P9-15.
Autorradiografia de un gel de poliacrilamida
desnaturalizante al 10% en el que se aprecia el patron de
digestion con RNasa T1 y degradaciéon con Pb2* del
aptdmero P9-15 (marcado en 5') en ausencia (-) y

_/GH

z presencia (+) de HCV-CRE1s. A la izquierda del gel se
U sefialan las coordenadas nucleotidicas y a la derecha los
s nucledtidos del motivo consenso del grupo 3. En el
margen superior del gel: C es P9-15 incubado con el
tampén de union; OH es la hidrélisis alcalina de P9-15 y
- TIL es la digestion con RNasa T1 en condiciones
desnaturalizantes de P9-15.
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5.2.5. Dianas de los aptameros del grupo 5

A continuacidn se muestran los resultados del analisis del aptamero P9-8 que pertenece al grupo
5 (Figuras R.25 y R.26). Los aptameros pertenecientes al grupo 5 comparten la secuencia
consenso 5" UGGGGR 3’ que es complementaria a la secuencia Ugss1CCCCAg3s6 que se localiza

cercana al coddn de terminacién de la traduccion.

Aptamero P9-8

De manera similar a la realizada anteriormente, para identificar la diana de unién en el HCV-
CRE194 del aptamero P9-8, se realiz6 el analisis experimental de proteccion frente a la RNasa T1
y Pb2* con el HCV-CRE+19s en presencia y ausencia de P9-8 (figura R.25). Los resultados en
presencia del aptdmero (Figura 25, T1 +y Pb2* +) no muestran cambios evidentes en el patron
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de degradacion. Sin embargo en la region complementaria al motivo consenso Ugss1CCCCAgze6

podria apreciarse una menor sensibilidad a la degradacién con Pb?*,

gl A PD
c OF - + - + P98
9220 — —
9240 — ’ ey | 5BSL3.1
9260 — - —

9280 — ..‘ .

e
—
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lazo

intemo | 5BSL3.2

9300 —

- —
9320 —

= o 5BSL3.3
e Figura R.25: Determinacion experimental de los
nucleétidos del HCV-CRE1s: que interaccionan
con P9-8. En la figura se observa la autorradiografia
de un gel desnaturalizante de poliacrilamida al 6%
en la que se resolvieron los productos de los
ensayos de proteccion frente a RNasa T1 y Pb?* del
HCV-CRE1gs (marcado en 3') en ausencia (-) y
presencia (+) de P9-8. A la derecha del gel con
lineas se sefialan los dominios estructurales del
CRE y con un corchete y un asterisco, los
nucleétidos complementarios al motivo consenso del
Usze1— grupo 5. A la izquierda estan las coordenadas

x nucleotidicas, y se referencian algunos nucleétidos
del HCV-CRE1g4. En la parte superior del gel C es el
HCV-CRE1g4 incubado en tampon de unién; OH es la
hidrolisis alcalina de HCV-CRE1s y TIL es la
J digestion con RNasa T1 de HCV-CRE1u en
condiciones desnaturalizantes.

Ugss1

A9366 —

A continuacion, se realizaron ensayos de proteccion frente a la RNasa T1 y Pb2* con el aptamero
P9-8 en presencia y ausencia del HCV-CRE1s (figura R.26). Los resultados obtenidos en
presencia del RNA sustrato (figura R.26) muestran una menor sensibilidad a la digestion con la
RNasa T1 en los residuos G47GGGso del motivo consenso. Ello sugiere que estos nucledtidos
estan participando en la interaccion con la molécula diana. Teniendo en cuenta que los
resultados obtenidos para el HCV-CRE1gs sugieren que P9-8 se une a la secuencia
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Ug3s1CCCCAg3s6. LOs datos obtenidos del patron de degradacion de P9-8 indican que

efectivamente esa es la diana de unién en la molécula sustrato.

= T P
F T+ <~ + HCV-CREis

-altme NGy Figura R.26: Analisis experimental de proteccion
P, frente a RNasa T1 y Pb?* del aptamero P9-8 en
ausencia (-) y presencia (¥} de HCV-CREe.
Autorradiografia de un gel desnaturalizante de
poliacrilamida al 10% donde se resolvieron los
productos de las reacciones de proteccion. El
- aptamero se marc6 radiactivamente en el extremo
o 5. A la derecha del gel se muestran los residuos
i que se protegen en presencia de HCV-CRE1g4, a la

v izquierda del gel se muestran las coordenadas
o6 - nucleotidicas. C, P9-8 incubado en tampo6n de
union; OH, hidrolisis alcalina de P9-8; T1L digestion
e con la RNasa T1 en condiciones desnaturalizantes
de P9-8.

5.3. Estudio de la estructura de los aptameros dirigidos frente al
subdominio 5BSL3.2.

Como se detall6 en el apartado 1.2, se ha descrito que el subdominio 5BSL3.2 interacciona in
vitro con la proteina RNA polimerasa, NS5B (Lee et al., 2004), (Zhang et al., 2005). Ademas
mutaciones o eliminaciones en el subdominio 5BSL3.2 inhiben la replicacién del HCV en cultivos
(Lee et al., 2004; You et al., 2004; Friebe et al., 2005; You y Rice, 2008). Debido al rol esencial
del subdominio 5BSL3.2 en la replicacion centramos el estudio en los aptameros pertenecientes
a los grupos 2 (P7-78 y P8-58) y 3 (P7-14 y P7-71), cuyas dianas de unién al HCV-CRE1g4 se
localizan en el subdominio 5BSL3.2. En primer lugar profundizamos el analisis de la estructura

secundaria.

El conocimiento de la estructura de un aptamero es importante ya que como se ha dicho
anteriormente el reconocimiento de la molécula diana por parte de un aptdmero es posible

gracias a su estructura y secuencia nucleotidica. La estructura secundaria queda definida por los
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enlaces de hidrégeno entre las bases. El estudio estructural se realizd mediante ensayos de
sensibilidad a la degradacién con la RNasa T1 y Pb2* asi como también mediante el empleo de
programas informaticos de prediccion de estructura. Los resultados de ensayos de sensibilidad a
la digestion con la RNasa T1'y degradacion Pb2* para los aptameros del grupo 2 y 3 se muestran
en los apartados 5.2.2 y 5.2.3. Los datos obtenidos a partir de estos ensayos se impusieron
como restricciones en el estudio in silico de la estructura secundaria del aptamero. El estudio se
llevé a cabo con el algoritmo informatico MC-Fold. A diferencia de los programas de modelado
de estructura secundaria clasicos que consideran las interacciones de bases Watson-Crick A-U y
G-C asi como los pares G-U, el MC-fold tiene en cuenta todos los pares de bases no canonicos
que pueden tener lugar ademas de los pares G-U (Parisien y Major, 2008). EI MC-Fold utiliza los

datos estadisticos obtenidos del Protein Data Bank (Berman et al., 2000).

En los ensayos de sensibilidad a la digestion con la RNasa T1 para el aptamero P7-78 en
ausencia de HCV-CRE1g4 (Figura R.16, T1 -) se aprecia una menor sensibilidad a la digestion en
los residuos desde la Gss a la Gsg. Asimismo, se observa una mayor sensibilidad a la
degradacion en los residuos desde la Gao a la Gas sugiriendo que se encuentran formando parte
de una simple cadena. Con las restricciones obtenidas a partir de estos resultados se realiz6 un
plegamiento utilizando el programa MC-Fold donde se obtuvo la estructura secundaria que se
muestra en la figura R.11.C. La estructura secundaria estd compuesta por tres dobles hélices (de
8, 9y 5 pb) unidas en una misma regioén de forma tal que el aptdmero adquiere una estructura
semejante a una Y (ver figura R.27.). Dos de las hélices estan formando parte de tallos lazos y
los nucledtidos del motivo consenso, mediante los que interacciona con la molécula diana

(5.2.2), GaoGUUGUGss, se localizan en el lazo de uno de ellos.

aGgUY us
UACVBU UG(_40
G-C
U-A
50—G-C
A
6-CGg
GecC© . .
U Cg Figura R.27.: Modelo de la estructura secundaria del
60 8:8A3° - aptamero P7-78. En la figura se muestra el modelo de
'A\GA £a I estructura obtenido con el MC-Fold utilizando los datos
uA G,/ YsCA
N\ . o .
\ AAU\A\AU U10’ Aoy A obtenidos de los ensayos de sensibilidad a la degradacion con
70\AGGAGA cG Y Ayh la RNasa T1 en la figura R.16. En rojo se resaltan los residuos
6 que forman parte del motivo consenso. Se sefiala con puntas
Cg de flecha negra los residuos de guanina que presentan alta
Ay sensibilidad a la degradacién con RNasa T1.
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El patron de degradacion de la RNasa T1 del aptamero P8-58 en ausencia de HCV-CRE1g4
(Figura R.18, T1 -) muestra una menor sensibilidad a la degradacion en los residuos desde Gs7 a
la Gs3 y en la G Por ofro lado, tanto con la RNasa T1 como con Pb2, se observa
desproteccion en los residuos desde la Ass a la Uss sugiriendo que se encuentran formando parte
de una simple cadena. Con las restricciones obtenidas de los resultados del mapeo con RNasa
T1 y Pb?* se realizd una prediccion del plegamiento utilizando el programa MC-Fold, como
resultado se obtuvieron una serie de estructuras secundaria subdptimas (ver figura 13 donde se
muestran dos de ellas). Aunque todas las estructuras subdptimas pueden ajustarse bastante
bien al patrén de degradacion obtenido con la RNasa T1 y Pb2* de P8-58, ninguna de ellas se
ajusta completamente al mismo. Por ejemplo, como se muestra en la figura R.18 la G2z es
sensible a la digestidén con la RNasa T1, ello concuerda con la estructura B de la figura R.28, y
no con la estructura A en donde la Go7 esta formando parte de una doble hélice. Sin embargo,
los nucledtidos C2UCs31 son sensibles a la degradacion con plomo (figura R.18), lo que se
corresponde con la estructura A en donde se localizan en el lazo (figura R.28) y no con la
estructura B en la que forman parte de un tallo. Aunque ninguna de las estructuras subdptimas
por si sola se corresponde con los resultados de sensibilidad a la digestion con RNasa T1 y
degradacion con Pb2*, observado en la figura R.18, si lo haria el conjunto de estructuras
subdptimas. En todas las estructuras subdptimas obtenidas los residuos del motivo consenso
(sefialados en rojo en la figura R.28) se localizan en una fraccién de la secuencia del lazo y en la

doble hélice de un tallo lazo.

40
-l"GVG
A AGCGA B
y A% 40\1\646‘.5 "
L & s £ Figura R.28.. Modelo de dos
7CUG_CE:_3° 72GEUGLCU530 estructuras suboptimas de P8-58. Las
50, &8 = _Gé,CE estructuras fueron obtenidas con el
Ag:g L programa MC-Fold en el que se tuvo en
8—8 ¢ cuenta el patrén de degradacion que se
CGA-UA/m GA_UA/20 muestra en R.18. En las estructuras se
60\?\ A 60 g A sefialan en rojo los residuos que forman
Uu'o\UAcAUq J'A\&AC Al parte del motivo consenso y en negrita los
70;G&A§U‘AG 70 _,LGAAA\ld\A:GU que se protegen en presencia del HCV-
mﬁu\guu i mﬁkﬁﬂu‘uAl CRE194 y que no forman parte del motivo
A\gcg\,,\‘u c\U\A‘UA 10 consenso. Las puntas de flecha negra
e 3’AGGG sefialan los residuos de guanina que son
3 5§ sensibles a la degradacion con RNasa T1.

Los resultados de los ensayos de sensibilidad a la digestion con la RNasa T1'y degradacion con
Pb2* de P7-14 en ausencia de HCV-CRE19s (Figura R.20, T1 - y Pb2* -) permiten observar una
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menor accesibilidad en los residuos Gss al Ga2 y en los residuos Gso a la Uso. Asimismo, los
residuos desde la Ga43 a la A49 son sensibles a la digestion con T1'y degradacion con Pb2t. Con
RNasa T1 la mayor exposicion de las GssGGq7 es clara, sin embargo con Pb2* no se observa una
mayor sensibilidad. Ello se debe a que las guaninas consecutivas en secuencia apilan los anillos
de sus bases generando un impedimento en la flexibilidad de la cadena nucleotidica de esa
region. Al tener una menor flexibilidad no se puede formar el intermediario del estado de
transicion requerido para la hidrdlisis por Pb2*. Con las restricciones obtenidas con la RNasa T1
se realiz6 una prediccion de la estructura secundaria con el programa MC-Fold (Figura R.29). En
el modelo de estructura obtenido, el aptamero P7-14 se pliega en una estructura compuesta por
dos tallos lazos. Uno de ellos esta constituido por una doble hélice de nueve pares de bases y un
lazo apical de tres nucledtidos. El otro tallo lazo, es de mayor tamario de 13 pares de bases con
un lazo apical de siete residuos, cinco de los cuales constituyen el motivo consenso UssGGGCas
de los aptameros pertenecientes al grupo 3, y que son los que interaccionan con el HCV-CRE 194
(apartado 5.2.3).
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Figura R.29.: Esquema de la estructura secundaria del
aptamero P7-14. La estructura fue obtenida con el programa
informéatico MC-Fold teniendo en cuenta el patron de degradacion
de la RNasa T1y Pb2* que se muestra en la figura R.20. En verde
se sefialan los residuos correspondientes al motivo consenso.
Las puntas de flecha negras sefialan las guaninas que son
sensibles a la degradacion con la RNasa T1.
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En los ensayos de sensibilidad a la degradacion con la RNasa T1 del aptdmero P8-71 en
ausencia de HCV-CRE1qs (figura 22, T1 -) se observa una menor accesibilidad en los residuos
Gss a la Gag. Asimismo, los residuos Gz3 a la Gzg son sensibles a la digestion con T1 sugiriendo
que forman parte de una simple cadena. Las restricciones obtenidas a partir de la digestion con
la RNasa T1 se utilizaron para realizar una prediccion de la estructura secundaria con el
programa MC-Fold (Figura R.30). El plegamiento obtenido para el aptamero P7-71 consiste en
una estructura formada por tres hélices. Una de las hélices tiene nueve pares de bases y forma
parte de un tallo lazo con un lazo apical de 13 nucledtidos donde se localizan los residuos
U26GGGCao que constituyen el motivo consenso, y mediante los que se une al HCV-CRE 194 (ver

apartado 5.2.3).
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5.4. Competicion de la unién de la RNA polimerasa viral al extremo 3’
del HCV.

El elemento CRE y méas especificamente los subdominios 5BSL3.1 y 5BSL3.2 son esenciales
para la replicacion del HCV (Lee et al., 2004; You et al., 2004; Friebe et al., 2005; You y Rice,
2008). En particular se ha visto que el tallo lazo 5BSL3.2 del CRE es importante para la unién de
la RNA polimerasa, NS5B a su RNA sustrato (Zhang et al., 2005) (Lee et al., 2004). Por otra
parte, se ha visto que la RNA polimerasa, in vitro, es capaz de unirse a el X tail y en menor
medida al poly U/UC (Oh et al., 2000). Es posible entonces que la unién de los aptameros al
CRE pueda interferir con la unién de la RNA polimerasa viral a sus regiones de unién en el

genoma del HCV.

Para evaluar si la interaccion de los aptameros con el CRE afectan la unién de la RNA
polimerasa al extremo 3’ del genoma del HCV, se realizaron ensayos de competicion de la union
de la polimerasa. Para ello se utilizo como RNA molde un fragmento de 425 nucleétidos del
extremo 3’ del HCV (3’HCV-9181) que incluye ademas del segmento del HCV-CRE1gs, la regidn
3" UTR (con la regién hipervariable, la regién poly U/UC y el X tail) del genoma del HCV. En los
ensayos también se empled, una RNA polimerasa recombinante que carece de los 21
aminoacidos C-terminales necesarios para su anclaje a las membranas y que nos referiremos a
ella como NS5BA21 (Ferrari et al., 1999). La modificacion en la proteina NS5B fue realizada para
aumentar su solubilidad y esta descrito que no afecta su actividad (Ferrari et al., 1999). Para la
realizacion de los ensayos de competicién, se incubd el extremo 3’ del HCV (marcado

internamente con 32P) junto con los aptdmeros y se le adicion6 la proteina recombinante
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NS5BA21 (ver materiales y métodos, 4.2.26.). A continuacion los complejos ribonucleoproteicos
fueron inmovilizados en una membrana de nitrocelulosa utilizando la técnica de Dot-Blot (4.2.27.)
y posteriormente se cuantificé la fraccion de RNA marcado que se encontraba unido a la proteina
(4.2.18.3.).

Competicion de la unién de

NS5BA21 al extremo 3' del HCV Figura R.31: Ensayos de competicion de la
1001 union de la RNA polimerasa NS5BA21 al
extremo 3’ del HCV. En la figura se observa

801 i = " =3 la representacion grafica de la competicion de
6od ¥ * la union de NS5BA21 al extremo 3' del HCV
de los aptameros del grupo 1: P6-61 y P7-54,

407 los aptameros del grupo 2: P7-78 y P8-58, los
20 N aptameros del grupo 3 P7-14 y P8-71, el
. aptamero del grupo 4: P9-15 y el aptdmero del

0-— NN grupo 5: P9-8. Los valores son la media de
R IR PG PR tres experimentos independientes. El RNAgo
es un RNA que no tiene sitios de unién en el
RNA diana y que fue utilizado como control.

7 4
N
4

Como se observa en la figura R.31 los aptameros P7-78 y P8-58 son los que presentan mayores
niveles de competicion, pudiendo llegar a reducir hasta un 80% la unién de la RNA polimerasa,
NS5BA21, al extremo 3’ del HCV. Segun los resultados de proteccion con la RNasa T1 y Pb?* de
todos los aptameros analizados solamente los aptameros P7-78 y P8-58 mostraron que su unién
al HCV-CRE+94 causa un cambio estructural en el que se protegen parte de los residuos del lazo
apical del subdominio 5BSL3.2. Con los aptameros P7-78 y P8-58 se realizd la competicion con
concentraciones crecientes de aptamero (3.2.26.) con el fin de determinar el ICs (la
concentracién de aptdmero que produce un 50% del efecto maximo observado) para cada uno
de los aptdmeros. Como se muestra en la Figura R.32., los aptameros P7-78 y P8-58 son
capaces de inhibir la unién de la proteina recombinante NS5BA21 de forma dependiente de la
concentracion, y con ICso de 0,188 + 0,023 uM y 0,152 £ 0,038 puM respectivamente (R2> 0,99,
figura R.24.).

El calculo del ICsp se realiz6 con el programa Sigma Plot v.8.02 y utilizando la ecuacion:
Y= Ymax/(1 +1 0(|°g|C5O'X) )

donde Ymax €s el porcentaje méximo de union relativa de 3HCV-9181 a la NS5BA21 y X la

concentracion de aptamero.

Pagina 124



120

100 A

80

60

40 4

20 4 ® P7-78
O P8-58

Union relativa de NS5BA21 al extremo 3' del HCV (%)

T T T
10 100 1000

Log de la concentracién de aptdmero

Figura R.32: Competicion de la union de NS5BA21al extremo 3'. Representacion grafica de la competicion de
P7-78 y P8-58. Los datos de cada RNA estan normalizados respecto a la reacciéon en ausencia de aptamero y
calibrados respecto al control (RNAso). Cada valor es el valor medio de tres experimentos independientes, R2> 0,99.

5.5. Estudio de la asociacion de los aptameros del grupo 2 al HCV-
CRE1gs.

La afinidad de los aptameros P8-58 y P7-78 por su sustrato se determind utilizando el aptdmero
marcado internamente con 32P y se realizaron ensayos de asociacion con el HCV-CRE1g4. Las
reacciones de asociacion se resolvieron en geles nativos de poliacrilamida al 6% donde la
formacion del complejo aptdmero-HCV-CRE+e4 es detectada por un cambio en la movilidad
electroforética respecto al aptamero libre. En la figura R.33 se muestra uno de los ensayos
llevado a cabo con el aptamero P8-58, y se detectan dos complejos o dos conformaciones
distintas que muestran diferente movilidad electroforética. Para cada aptamero se repitié el

ensayo tres veces de manera independiente (figura R.33 y R.34).

C 0 10 20 40 80 160 320 640 1280 HCV-CREi9(nM)

} < COMPLEJO

| < COMPLEJO

‘< APTAMERO

Figura R.33.: Asociacion de P8-58 al RNA del HCV-CREq4 . En la figura se muestra la autorradiografia de un gel
de poliacrilamida en el que se ha resuelto el complejo formado entre el aptamero y el HCV-CRE1s. Se sefiala el
aptdmero P8-58 asi como el complejo formado. C reaccién llevada a cabo en ausencia de sustrato.

Los datos fueron ajustados a una ecuacion del tipo:
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Y= (Yo X)(X+Kq)

donde Y es el porcentaje de complejo formado, Yo es el porcentaje inicial de complejo, X es la
concentracion de RNA que se utiliza en exceso y Kq la concentracion de sustrato a la cual la

formacion de complejo es la mitad de la méxima.

Los valores de Kq obtenidos para los aptameros P7-78 y P8-58 son de 475,88 + 122,42 nM y
576,92 £ 89,60 nM, respectivamente.

Figura R.34: Asociacion de P7-78 y P8-58 al
401 RNA del HCV-CRE194 . Representacion grafica de
la asociacion de los aptameros con el HCV-
CRE194. Cada punto es el valor medio de tres

experimentos independientes. Los datos se
. e ajustan a la curva con un valor R2>0,99.
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5.6. Efecto de los aptameros en la replicacion del HCV.

Con el objetivo de evaluar el efecto de los aptameros en la funcién que desempefia el dominio
CRE en la sintesis del RNA genomico, se procedié a ensayar la eficiencia de replicacion del HCV
en presencia de los aptameros. Para ello se utilizaron lineas celulares Huh-7 (derivadas de
hepatocarcinoma celular humano) portadoras de replicones sub-gendmicos bicistronicos del
HCV, llamadas Huh-7 NS3-3’ (Larrea et al., 2006). El replicon sub-genomico utilizado en este
trabajo consta de la regién 5 UTR del HCV y los primeros 16 codones de la regién codificante
para la proteina de la capsida (figura R.35). El IRES junto con los 16 codones de la secuencia
codificante para la proteina de la capsida controlan la traduccién del gen de resistencia a la
neomicina. Seguidamente, en posicién 3" al gen de resistencia a la neomicina, se localiza el
IRES del virus de la encephalomyocarditis (EMCV) que controla la traduccion de las proteinas no
estructurales, desde la NS2 a la NS5B del HCV. En el extremo 3’ posee la regién 3'UTR del HCV
(figura R.35). Las células Huh-7 que contenian el sistema replicon se cultivaron a una

concentracién de 80000 cel/pocillo (como se detalla en materiales y métodos, 4.2.2) y veinte
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horas después, se transfectaron con los aptdmeros seleccionados mediante el sistema lipidico
catiénico, TransFectin (Bio-Rad, ver 4.2.7). Tras un tiempo de incubacién de 20 hr se extrajo el
RNA total con el método Trizol (InvitroGen, ver 4.2.15.5). Posteriormente se utilizaron 20 ng de
RNA para cuantificar los niveles de RNA viral por RT-PCR cuantitativa como se detalla en

materiales y métodos.

Céapsida
{8 NEO — NS2 NS3  NS4A  NS4B NS5A NS5B ——
5'UTR IRES '
TR
IRES del HCV EMCV s

Figura R.35: Esquema de la organizacion genémica del replicon utilizado en este trabajo. Bajo el control
traduccional del IRES del HCV esta el gen de resistencia a la neomicina (NEO). Bajo el control traduccional del
IRES del virus de la encephalomyocarditis (EMCV) estan los genes de las proteinas NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A
y NS5B del HCV. 5UTR y 3'UTR son las regiones 5" y 3’ no traducibles del HCV, respectivamente.

Se estudid el efecto sobre la replicacién del HCV de 20 aptdmeros distintos, correspondientes a
los diferentes grupos. Los resultados de la RT-PCR cuantitativa de las células transfectadas con
aptameros se muestran en la figura R.36. El control es el RNA total de las células transfectadas
con el transcrito de 80 nucleodtidos (RNAso) que no se une al CRE y no tiene efectos sobre la
replicacion (Romero-Lopez et al., 2009). Los resultados demuestran que los aptameros
seleccionados conducen a inhibiciones de la replicacion viral que llegan a alcanzar valores del
80%, como se observa para el aptdmeros P6-45. La menor cantidad relativa de HCV sugiere que
estos aptameros, mediante su union al CRE, interfieren negativamente con procesos del ciclo
viral. Solo en algunos casos no se detectaron cambios significativos en los niveles de RNA viral
(P6-61, P8-27, P9-34, P6-23 y P8-68).
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Figura R.36: Estudio de la capacidad inhibidora de la replicacion de aptameros seleccionados contra el HCV-
CRE194. En la figura se observa la representacion grafica de las células Huh-7 portadoras de sistemas replicones
transfectadas con aptdmeros pertenecientes a los distintos grupos. Los aptameros para los cuales se analizé su
diana de unién, se sefialan enmarcados en un cuadro negro. Estan representados los aptdmeros: del grupo I: P6-45,
P6-61, P7-54, P8-27, P9-39 (sefialados en tonos de amarillo), del grupo II: P6-91, P7-78, P8-58, P9-34 (sefialados
en tonos de rojo), del grupo Ill: P6-23, P7-14, P8-65, P8-68, P8-71 (sefialados con tonalidades verdes) del grupo IV:
P6-2, P6-20, P6-99, P9-37, P9-15 (sefialados en violeta) y del grupo V P9-8 (que se sefiala en azul). Se
normalizaron los niveles de RNA del HCV respecto al mMRNA de GAPDH y se refirieron respecto al control (RNAso).
Los valores son la media de tres experimentos independientes. El asterisco sefiala las diferencias entre los valores
de las células transfectadas con control (RNAso) y de las células transfectadas con el aptamero que son
estadisticamente significativos (p<0,07).
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6. Discusion.
6. 1. Seleccion aptameros de RNA para la unién al HCV-CRE 194

El tratamiento actual contra la hepatitis C consiste en PEG-IFN-a y ribavirina. Es un tratamiento
inespecifico que tiene importantes efectos secundarios y es inefectivo para la mitad de los
pacientes infectados con el genotipo 1, el mas frecuente en Europa. Con el objetivo de
desarrollar un tratamiento mas efectivo que el existente, se ha estudiado el desarrollo de terapias
antivirales que tienen como blanco de accion las proteinas virales asi como factores celulares
necesarios para el ciclo viral (Halfon y Locarnini, 2011). El principal problema de los tratamientos
que inhiben a las proteinas virales, es la generacion de resistencia mientras que los que tienen
como diana los factores celulares tienen el problema de los efectos no deseados que podria
ocasionar el estar afectando funciones celulares. Una alternativa a estos blancos de accién para
una terapia antiviral, son los dominios funcionales genomicos. Al ser regiones tan conservadas,
existe una menor posibilidad de generacion de resistencia ya que una alteracion en la secuencia
0 estructuras de estas regiones podria comprometer funciones esenciales del virus. En esta linea
de investigacion las herramientas moleculares basadas en el RNA posibilitan actuar

directamente sobre el genoma del HCV.

Se han realizado numerosos esfuerzos por inhibir dominios gendmicos del HCV utilizando RNAs
interferentes, RNAs antisense, ribozimas, decoys y aptameros demostrandose una efectiva
inhibicion de los titulos virales (Romero-Lépez et al., 2006). El blanco de inhibicién mas
estudiado ha sido el IRES. Sin embargo, un blanco de inhibicién muy prometedor es el CRE (cis
acting replication element) un elemento esencial para la replicacion, localizado en la regién 3’
codificante para la proteina NS5B. EI CRE se compone por tres subdominios 5BSL3.1, 5BSL3.2
y 5BSL3.3. Delecciones o mutaciones en los subdominios 5BSL3.1 y 5BSL3.2 inhiben
completamente la replicacion (Lee et al., 2004; You et al., 2004; Friebe et al., 2005; You y Rice,
2008), lo que lo hace un buen candidato como diana de accién para una terapia anti-HCV. En
este sentido solamente se ha realizado un estudio en el que el CRE es utilizado en la estrategia
de inhibicion del HCV. En este caso se estudiaba el efecto en la replicacién en sistemas
replicones al transfectar las células con decoys de los elementos 5BSL3.1, 5BSL3.2 y 5BSL3.3.
Como resultado se observé que los decoys de los subdominios 5BSL3.1, 5BSL3.2 eran capaces
de inhibir significativamente los niveles de replicacién (Zhang et al., 2005). En este caso es el

secuestro de factores de union al 5BSL3.2 y no la inhibicion per se del subdominio 5BSL3.2 lo
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que causa la reduccién en los niveles de RNA virales. Por lo que aun queda sin explorar el

potencial uso del CRE como diana para una terapia anti-HCV.

Los resultados aportados en el presente trabajo indican la utilidad del dominio CRE como posible
diana terapéutica. La estrategia utilizada para el estudio de dicho dominio gendmico funcional
como blanco de accion de inhibidores anti HCV, se basd en la seleccién de aptameros capaces
de unirse al CRE. En este sentido, se han disefiado previamente aptdmeros que se unen a los
subdominios II, Ill y IV del IRES y a el X tail (Aldaz-Carroll et al., 2002; Kikuchi et al., 2003; Da
Rocha Gomes et al., 2004; Kikuchi et al., 2005; Fukuda et al., 2008). Ademas los aptameros
presentan ciertas ventajas respecto a otras herramientas moleculares como las ribozimas, los
RNAs interferentes y el RNA antisense. Una de ellas radica en la accesibilidad a su secuencia
diana. Esta caracteristica es especialmente necesaria para el disefio de inhibidores dirigidos
contra los subdominios genémicos funcionales, que son regiones sumamente estructuradas. Los
meétodos de seleccion molecular in vitro, pueden disefiarse para seleccionar aptameros capaces
de unirse a las regiones que estructuralmente estan disponibles en el RNA diana. La
accesibilidad de la secuencia diana es uno de los problemas que se ha visto con frecuencia en
los RNA de interferencia, en las ribozimas y los RNA antisense. En el primer caso la presencia
de estructuras secundarias y terciarias en el RNA puede obstruir el acceso al complejo RISC con
el RNA interferente al RNA blanco (Gredell et al., 2008; Tafer et al., 2008; Hofacker y Tafer,
2010). En el caso de las ribozimas y los RNA antisense la unién del RNA conlleva los costes
energéticos de desnaturalizar la estructura del RNA blanco para formar un duplex efectivo con la
ribozima o el antisense-RNA (Zhao y Lemke, 1998; Serikov et al.). Sin embargo a pesar de que
los aptdmeros son seleccionados contra regiones que in vitro estan accesibles, in vivo esas
regiones pueden estar asociadas a proteinas u otros factores con los que deben competir por su
unién. Los aptameros son altamente especificos por sus ligandos y hasta la fecha no se ha
descrito efecto de inhibicién inespecifica. La inhibicién inespecifica (o efecto “off target”) es un
problema en los RNAs interferentes y resulta del hecho de que los RNAs interferentes pueden
interferir con el proceso endégeno de control de la expresion génica mediada por los micro-RNAs
(Jackson et al., 2003). EI RNA interferente en su mecanismo de accién se incorpora en el
complejo RISC y puede hibridar de forma imperfecta con RNA mensajeros celulares que no son
su blanco de accion. De esta forma actuaria mediante un mecanismo similar a los mi-RNAs

enddgenos causando la inhibicion de RNAs que no son sus blancos (Kole et al., 2012).
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Ademas de estas ventajas como inhibidores del HCV, mediante el uso de aptameros podemos
caracterizar efectos directos en la actividad del CRE. A diferencia del RNA de interferencia que
provoca la degradacion del RNA gendmico, o las ribozimas que ocasionan un corte en el RNA
blanco o los decoys que son capaces de secuestrar cualquier factor de unién al CRE como la
RNA polimerasa, los aptdmeros actian mediante su asociacion con el CRE. El uso de aptameros
permite evaluar el efecto provocado al afectar las funciones en distintas dianas del CRE en un
sistema donde el resto de los componentes, tales como la integridad genémica asi como la

presencia de la RNA polimerasa que son imprescindibles para el ciclo viral estan intactos.

En el presente trabajo se realizé un método de seleccion molecular in vitro contra un fragmento
de RNA de 194 nuclettidos que corresponde a la region que mapea desde los nucledtidos 9181
al 9371 en el genotipo 1b del HCV y que incluye al dominio CRE, que denominamos HCV-
CRE194. Se utiliza el dominio completo del CRE, lo cual permite la conservacién de la estructura
secundaria y las interacciones entre los distintos subdominios. El fragmento utilizado no incluye
otros elementos que participan en el plegamiento terciario del CRE, como la region 200
nucleotidos 5’ centrada en el nucledtido 9110, o el tallo lazo SLII de la regién X. La ausencia de

estos elementos podrian dejar expuestas las secuencias que interaccionan con ellos.

Por otro lado, otro aspecto importante en el disefio del método de seleccion es la inmovilizacion
del sustrato. Esta debe realizarse preservando la estructura secundaria lo mas parecida posible
a la estructura bioldgicamente activa. Se han descrito diversas alternativas para la inmovilizacion
del sustrato como la hibridacion con un oligonuclettido biotinilado en uno de los extremos
(Kikuchi et al., 2003; Kikuchi et al., 2005) o la extension en dos pares GC en uno de los extremos
de la molécula y la biotinilizacion del mismo (Tallet-Lopez et al., 2003; Watrin et al., 2009).
Ambas estrategias demostraron ser efectivas para la seleccion de aptameros. Sin embargo, no
podemos descartar que la unién de un oligonucleétido o la adicién de un grupo en uno de los
extremos pueda ocasionar una distorsion en el plegamiento de la molécula utilizada como diana
en este trabajo. Debido a ello, se opté por una estrategia diferente previamente utilizada con
éxito en el laboratorio (Romero-Lopez et al., 2005). En este caso nos basamos en un protocolo
que implica la introduccion de nucleotidos biotinilados durante el proceso de transcripcion in vitro.
Debido al caracter voluminoso que presenta la biotina, es necesario que su incorporacion a la
molécula de RNA no exceda en una o dos posiciones, para que la estructura secundaria del
sustrato se vea afectada minimamente. Ademas, la presencia de varias biotinas podria hacer

que una molécula de HCV-CRE1g4 se fijara a la columna de sefarosa-estreptavidina por varios
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sitios imposibilitando el correcto plegamiento de la molécula diana, HCV-CRE1g4. Este protocolo
permite la incorporacién de la uridina biotinilada en diferentes regiones de la molécula de RNA
evitando que de ocurrir una distorsion en el plegamiento esta suceda para todas las moléculas
de la misma manera evitando un sesgo en el plegamiento de la misma. El protocolo utilizado fue
descrito por Theissen et al (Theissen et al., 1989) con el que es posible marcar las moléculas de

RNA durante su sintesis tedricamente en una Unica posicion.

Para el desarrollo del método de seleccién molecular se disefidé una poblacion de partida con una
region central de 30 nucledtidos mutagenizados al azar. El largo de la region central es suficiente
como para permitir la formacién de un gran nimero de variantes estructurales (de 1,15 x 1018
variantes) y una alta probabilidad de encontrar variantes afines al RNA sustrato, HCV-CRE1ga.
Por otro lado, el largo de la region aleatoria no es tan grande como para dar lugar a secuencias
con estructuras complejas y dificiles de estudiar. A su vez, regiones centrales de 30 nucleétidos
mutagenizados ya han sido empleadas antes por otros grupos obteniendo buenos resultados
(Kikuchi et al., 2003, Kikuchi, 2005 #51; Kikuchi et al., 2005). En total se realizaron nueve rondas
de seleccidn y se clonaron las moléculas de las poblaciones P6 a P9. A partir del analisis de las
secuencias obtenidas se identificaron 5 motivos de secuencia compartidos por varias moléculas
(ver tabla D.1.) y que permitieron clasificar a las variantes en 5 grupos. A diferencia de otros
trabajos publicados donde existen variantes de secuencias tan frecuentes que al analizar las
secuencias clonadas son detectadas mas de una vez (Boiziau et al., 1999; Duconge y Toulmé,
1999); en el proceso de seleccidon aqui descrito no aparecen variantes de secuencias que se
repitan. Estos resultados son coincidentes con otros procesos de seleccion donde la frecuencia
de las variantes no es tal, como para obtener secuencias repetidas (Kikuchi et al., 2003; Kikuchi
et al., 2005).

6.2. Sitio de unién de los aptameros en el HCV-CRE 194

En el andlisis de complementariedad en el RNA diana se observo que cada motivo de secuencia
es complementario a una region en el HCV-CRE+g4 (ver tabla D.1). Ello sugiere que la interaccién
entre el aptamero y el HCV-CRE1es puede suceder mediante la interacciéon entre esas
secuencias. El andlisis de las poblaciones P8 y P9 permiti6 apreciar una evolucion en los
motivos consensos obtenidos en la poblacion 6 a motivos 1 6 2 nucledtidos mas extendidos en
su secuencia. El aumento en la secuencia del motivo consenso se corresponde con un aumento

en la complementariedad del RNA diana, HCV-CRE1s. Estos resultados sugieren que la
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seleccion de las secuencias consenso ya se habia realizado en la ronda 6 y que los cambios
realizados en las subsecuentes rondas, verdaderamente aumentan la presion selectiva
resultando en la seleccion de una region de interaccion mas larga o bien estabilizando el tipo de

apareamiento de bases en la hibridacion entre el motivo consenso y la secuencia diana.

El anélisis del porcentaje de los distintos grupos en las diferentes poblaciones no mostro que
alguin motivo consenso en particular, estuviera mayoritariamente representado. En general los
motivos de los grupos 1, 3 y 4 tienen una alta representacion, lo que sugiere que son motivos
cuyas dianas de union son sitios que presentan una mayor predisposicion para interaccionar. Los
motivos consenso fueron fluctuando en representatividad en las distintas poblaciones y

posiblemente ello se deba al bajo numero de secuencias analizadas.

Motivos consenso de las poblaciones P6 y P9

Grupo | CONSENSO P6 | REGION CONSENSO P9 REGION
COMPLEMENTARIA COMPLEMENTARIA
EN EL CRE EN EL CRE

1 5 RGUGR ¥ Ug205CACUg209 5 RGUGRR 3’ Ug20sCACUCg210

2 5 GGYUG ¥ Co284AGCCo288 9 GGYUGUG 3 | Co9s2ACAGCC o289

3 5YGGGY 3 Go297CCCGy301 5 YGGGYR ¥ Ug206GCCCGo3o1

4 5 GUGUG 3 Co314AUGUg318 5 YGUGUG 3 Co314AUGUGg319

5 5UGGGGR3’ Ug361CCCCAg366 5 UGGGGR 3’ Ug361CCCCAg366

Tabla D.1: Motivos consenso de las poblaciones P6 y P9. Se muestra el grupo al que pertenece el motivo de
secuencia. Se describe el motivo de secuencia en la poblacion 6 y su secuencia complementaria en el HCV-CRE 194
asi como el motivo de secuencia en la poblacion 9 con su secuencia complementaria en el HCV-CRE 4.

Con el propdsito de identificar experimentalmente las dianas de interaccion en el HCV-CRE g4,
se estudiaron aptameros representantes de los distintos grupos. Todos ellos eran capaces de
unirse al HCV-CRE1es (figura R.10). Los ensayos del mapeo con la ribonucleasa T1 y Pb?*
permitieron mapear cuatro de las dianas de unién de los aptameros en el HCV-CRE194. Para casi
todos los aptameros estudiados la region de interaccién con el HCV-CRE19s se corresponde con
la secuencia complementaria al motivo consenso. Los resultados de los ensayos de sensibilidad
a la degradacion con la RNasa T1 o Pb2?* del aptamero perteneciente al grupo 4, P9-15 se

discute a continuacion.

En los ensayos de proteccion realizados con el aptamero representante del grupo 4 (P9-15) no
fue posible observar una menor sensibilidad a la degradacion con Pb2* en la secuencia
complementaria al motivo consenso de este grupo (el segmento de secuencia que conecta al

subdominio 5BSL3.2 con el 5BSL3.3). Es de notar que muchas de las secuencias seleccionadas
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que se clasifican en el grupo 4, tienen motivos consenso de otros grupos. El motivo consenso del
grupo 4, 5 GUGUG 3, ademas, es complementario a una secuencia del sitio de unién de
oligonucledtido 5° (5 TACATA 3'). En conjunto estas observaciones sugieren que la secuencia
consenso del grupo 4, en el aptamero P9-15 y posiblemente de otros aptameros de este grupo,
cumple un rol estructural en el plegamiento del aptamero. La hibridacién con la secuencia
complementaria en el sitio de union de oligonucleétido, le permitiria a la molécula de RNA
adquirir una estructura adecuada para que interaccionen los nucleotidos que se unen al HCV-
CRE194.

El aptamero P9-15 tiene el motivo consenso de los aptameros pertenecientes al grupo 3. El
patrén de proteccion del HCV-CRE 194 en presencia del aptamero P9-15 es similar a lo observado
de forma independiente para los aptameros del grupo 1 y 3, se protegen los residuos
Ag196GCUCAAACUCACUCa10 (se subraya parte del motivo consenso del grupo 1) en la regién 5’
del HCV-CRE1gs y los residuos Ge297CCCGo3o1 del lazo interno del dominio 5BSL3.2. Ambas
regiones son complementarias a la secuencia G2rAGUGUGUUGGGC39 del aptdmero P9-15. El
mapeo del P9-15 en presencia del HCV-CRE1a4 no permitié observar cambios evidentes en esa
region. Tanto en ausencia como en presencia del RNA ligando esas regiones son poco sensibles

a la degradacion con RNasa T1y Pb2+.

Por otra parte, es frecuente que en los procesos de seleccion que utilizan como sustrato
moléculas de RNA, se rescaten aptdmeros que tienen como dianas de union regiones que por su
plegamiento y secuencia estan predispuestas para interaccionar (Scarabino et al., 1999, Kikuchi,
2003 #413, Kikuchi, 2005 #51). Dos de las regiones de interaccion de los aptameros con el HCV-
CRE194, que mapean en el subdominio 5BSL3.2, cumplen un rol esencial en el ciclo del HCV
mediante la interaccion con otros elementos estructurales genémicos o proteinas (Friebe et al.,
2005);(Diviney et al., 2008; Romero-Lépez y Berzal-Herranz, 2009; Romero-Lopez y Berzal-
Herranz, 2011; Tuplin et al, 2012). Estos motivos estructurales estan predispuestos para
interaccionar, lo que respalda nuestros resultados de seleccion de aptameros capaces de unirse

a estas regiones.

El HCV-CRE 194 tiene otros dos tallos lazos (5BSL3.1'y 5BSL3.3 del HCV-CRE194) para los cuales
no se han seleccionado aptameros. Hasta la fecha no se han descrito interacciones moleculares
en las que estén implicados dichos tallos lazos. Por lo que es posible que tengan una
conformacién que no sea tan favorable para la interaccion con otras moléculas de RNA y que la

conservacion en los distintos genotipos se deba a que cumplen un rol estructural. Otra
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posibilidad es que estos subdominios hayan evolucionado para interactuar exclusivamente con
proteinas. Durante el proceso de seleccion molecular in vitro, las moléculas compiten por su
union al HCV-CRE+es y al final del proceso, se seleccionan las moléculas cuya union a la
molécula diana se ve favorecida. La presencia en el HCV-CRE194 de regiones que tienen una
predisposicion natural para interaccionar con otras moléculas de RNA puede explicar el hecho de

que no se hayan seleccionado aptameros capaces de unirse a los dominios 5BSL3.1y 5BSL3.2.

Debido a la importancia del subdominio 5BSL3.2 para la replicacién del HCV, centramos el
estudio estructural de los aptameros capaces de interaccionar con el subdominio 5BSL3.2. El
estudio de la estructura de los aptameros se realizd mediante ensayos de sensibilidad a la
degradacion con la RNasa T1y Pb?* de los aptdmeros asi como utilizando métodos informaticos
de prediccion de estructura. Como resultado de este analisis se propuso un modelo de estructura
secundaria para los aptameros P7-78, P8-58, P7-14 y P7-71. Todos ellos presentan un tallo lazo
y parte del motivo consenso o su totalidad, se localiza en un lazo apical. Las estructuras tipo tallo
lazo en moléculas de RNA, frecuentemente en la naturaleza, se encuentran implicadas en el
establecimiento de interacciones que permiten la regulacién de un gran numero de procesos
biologicos (revisado en (Brunel et al, 2002)). Un ejemplo de ello, son los RNA antisense
naturales en donde la interaccion inicial requiere de la formacion de un complejo reversible e
inestable denominado complejo kissing que se produce por complementariedad a través de
nucledtidos expuestos de sus lazos apicales. El complejo kissing evoluciona por la regiéon que
flanquean los lazos apicales hacia un complejo mas estable conocido como kissing extendido
(Nordstrom y Wagner, 1994). Las interacciones kissing dependen en gran parte de la estructura
de los lazos que deben presentar a los nucledtidos para el reconocimiento inicial en una
conformacién apropiada. La estructura de una interaccion kissing entre los lazos apicales del
RNA TAR de HIV (que tiene el motivo YUNR caracteristico de interacciones de kissing) y un tallo
lazo con una secuencia complementaria fue determinada por NMR en 1997 (Chang y Tinoco,
1997). Posteriormente se describidé la formaciéon de una unién apical loop-apical loop en
aptameros seleccionados contra el elemento TAR del HIV y el tRNApre (Duconge y Toulmé,
1999; Scarabino et al., 1999). Teniendo en cuenta estos trabajos, nuestros resultados nos llevan
a proponer un modelo para la interaccion entre la variante P7-78 y del subdominio 5BSL3.2. En
el modelo propuesto los aptameros interaccionarian con 5BSL3.2 mediante la union de la
secuencia del lazo apical del aptamero al lazo apical del subdominio 5BSL3.2, en una interaccion
apical loop-apical loop (ver figura D. 1. A). Las interacciones del tipo apical loop-apical loop no

son el unico modo de interaccion que se ha descrito para la unién de los aptameros. El estudio
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del tipo de interaccion de aptameros dirigidos hacia los tallos lazos IV del IRES y SLI del X tail
permitié identificar una union diferente. En estos casos los residuos que interaccionan con los
lazos apicales de los subdominios IV y SLI se localizan en un lazo interno de los aptdmeros
(Aldaz-Carroll et al., 2002). A este tipo de interaccidn se le llama ALIL (del inglés, apical loop-
internal loop). Trabajos posteriores de seleccién de aptdmeros mostraron que es un tipo de
interaccion frecuente para la unién de aptameros (Ferrandon et al., 1997; Da Rocha Gomes et
al., 2004). Interacciones entre lazos internos y apicales también se han observado en la
naturaleza, un ejemplo de esto sucede en el RNA mensajero de bicoid donde es necesaria la
formacion de dos interacciones lazo apical-lazo interno para la dimerizacién del mensajero y
correcta localizacién en el desarrollo embrionario de Drosophila (Ferrandon et al., 1997). En la
region 3'UTR del RNA mensajero se localiza el elemento estructural denominado dominio Ill que
tiene una estructura tipo tallo lazo con un lazo interno y uno apical. El lazo apical del dominio Il
es capaz de interaccionar con el lazo interno del dominio Il de otro mRNA codificante para la
proteina bicoid. Por tanto se forman dos interacciones ALIL simultineamente que implican los
dos lazos apicales y los dos lazos internos RNA mensajeros que dimerizan. Segun nuestros
resultados del mapeo de los nucledtidos implicados en la interaccidn de los aptameros P7-14 y
P8-71 con el HCV-CRE1g4, estos se localizan en el lazo interno del 5BSL3.2, lo que nos lleva a

proponer el modelo de unién del tipo ALIL como el que se muestra en la figura D. 1. B.

N
'
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[ NN
LONN
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Figura D. 1: Modelo de interaccién entre el subdominio gendmico 5BSL3.2 y los aptameros. A: Interaccion
ALAL (apical loop-apical loop). Esquema del modelo propuesto para los aptdmeros que tienen como diana el lazo
apical del subdominio 5BSL3.2. En rojo se sefiala el aptdmero P-78 interaccionando mediante su lazo apical con el
lazo apical del dominio 5BSL3.2 sefialado en azul. B: Interaccion ALIL (lazo apical- internal loop). Modelo propuesto
para los aptdmeros que tienen como diana el lazo interno. Los aptdmeros sefialados en verde (P7-14 o P8-71)
interaccionan con el HCV-CRE1e4 mediante su lazo apical con el lazo interno del dominio 5BSL3.2 (en azul).
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6.3. Estudios funcionales de los aptameros.

Para evaluar el efecto de los aptameros en la replicacion del HCV se transfectaron células Huh-7
portadoras de replicones subgenémicos del HCV con aptameros capaces de unirse a diferentes

regiones del HCV-CRE194 y se cuantificaron los niveles de RNA viral.

En el caso de las células transfectadas con los aptameros del grupo 1 observamos que aunque
los resultados del mapeo de la secuencia de interaccion muestran que ambos, P6-61y P7-54, se
unen a la misma region en el HCV-CRE1g4 estos muestran un efecto diferente en la replicacion
del genoma del HCV. Mientras que P6-61 no inhibe de manera significativa la replicacién del
HCV respecto al control, el aptamero P7-54 inhibe un 40%. Ello posiblemente se deba a que si
bien los aptdmeros comparten la misma diana, son diferentes a nivel de su secuencia y
estructura. Esa diferencia estructural puede llevar a que cada aptamero se comporte de manera
diferente, presentando como caracteristicas propias la unién a su molécula blanco y la constante
de afinidad. Ademas, la uniéon del aptamero, en muchos casos, produce un cambio
conformacional en la molécula blanco que también puede estar afectado por la estructura del
aptamero en cuestion. Asi un cambio conformacional distinto en la molécula blanco podria
causar que aptameros diferentes, a pesar de tener un mismo sitio de union en la molécula diana,
presenten efectos distintos a nivel de la inhibicion de la replicacién. Por otra parte, en el interior
celular el RNA del HCV interacciona con diversos factores de distinta naturaleza y en algunos
casos el aptamero debe competir con ellos por su unién. Aptameros diferentes pueden competir
de manera distinta con los factores presentes en el interior celular lo que puede corresponderse

con un efecto diferente en los niveles de replicacion del HCV.

Hasta la fecha no se ha descrito ningun rol funcional en el ciclo del HCV, ni interaccion molecular
que impliquen a las dianas de union para los aptameros del grupo 1 localizada en la regién 5’ en
el RNA del HCV-CRE+9s. A pesar de ello no podemos descartar que estas existan. De ser asi los
aptameros del grupo 1 podrian interferir con las mismas provocando el efecto observado en el
caso del aptamero P7-54. Tampoco podemos descartar el hecho de que la uniéon de los
aptameros en la regién 5 del HCV-CRE194 cause un cambio conformacional en el resto de la
molécula afectando a otros elementos de estructura y de esta manera comprometer aspectos de
la biologia del HCV. De hecho se observa, en el patrdn de degradacién con Pb?* para el RNA del

HCV-CRE1gs, que en presencia de los aptdmeros del grupo 1, presenta una menor sensibilidad a
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la degradacion. La menor sensibilidad a la degradacién con Pb2* se puede correlacionar con un

plegamiento mas compacto del HCV-CRE1g4 en presencia de los aptdmeros del grupo 1.

5BSL3.2 interacciona con la proteina NS5B (Lee et al., 2004; Zhang et al., 2005) y al mismo
tiempo interacciona, mediante su lazo apical con el lazo apical SLII de la region 3'UTR (Friebe et
al., 2005). Su lazo interno esta implicado en dos interacciones funcionales una localizada en la
region codificante para la proteina NS5B que esta centrada en el nucleétido 9110 (Diviney et al.,
2008; Tuplin et al., 2012), y con el subdominio llld del IRES (Romero-Lépez y Berzal-Herranz,
2009; Romero-Lopez y Berzal-Herranz, 2011). Esta red de interacciones tiene un rol importante
en varios aspectos esenciales para el ciclo viral, como la replicacion y traduccion, sugiriendo que
puede actuar como un modulador en el cambio entre un proceso y otro. Todo ello, podria
explicar la gran variabilidad de inhibicion observada para los aptameros que utilizan el

subdominio 5BSL3.2 como diana de unién.

Las células transfectadas con los aptameros del grupo 2 pueden presentar una disminucién en
los niveles virales de hasta un 70%. Estos resultados corroboran los datos obtenidos de la
competicién de la RNA polimerasa recombinante, NS5BA21, en donde los aptdmeros P7-78 y
P8-58 eran capaces de competir hasta un 80% la union in vitro de la proteina al RNA viral.
Ambos experimentos se han realizado en sistemas muy distintos como lo son el sistema in vivo e
in vitro. In vivo, el RNA esta inmerso en un entorno donde es capaz de unirse a otros factores,
como proteinas celulares o virales que faciliten o recluten a la RNA polimerasa viral para unirse
al genoma. Ademas estos experimentos consideran aspectos diferentes en el proceso replicativo
como son la union de la proteina al RNA viral y los niveles de RNA virales fruto de la replicacién.
Aunque los niveles de competicion de la unién son muy buenos, los aptameros no inhiben
completamente la union de la RNA polimerasa al RNA viral. Algunas RNA polimerasas, NS5B
siguen siendo capaces de unirse al extremo 3’ del HCV y la unién y actividad de unas pocas,
pueden ser responsables de los niveles de replicacion observados en las células transfectadas

con los aptameros del grupo 2.

Adicionalmente a la competicion de la unién de la RNA polimerasa viral, la unién de los
aptameros al lazo apical del subdominio 5BSL3.2 puede interferir con la replicacién mediante
otro mecanismo. Friebe et al describieron que esta regidn interacciona con el lazo apical del
subdominio SLII del X tail, formando un complejo kissing loop (Friebe et al., 2005). Ellos
demostraron mediante mutaciones en las secuencias de los lazos y rescate de funcidn, que el

complejo kissing loop es esencial para la replicacion (Friebe et al., 2005). Sin perjuicio de que la
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inhibicion de la unién de la RNA polimerasa por parte de los aptameros del grupo 2 pueda
afectar los niveles de replicacion del RNA del HCV; no podemos descartar que la union de los
aptameros al lazo apical podria interferir con la formacién del complejo kissing loop entre el lazo
apical y el subdominio SLIl y de esta forma los aptameros del grupo 2 podrian afectar
negativamente a la replicacion (ver figura D.2). En relacidn con esta hipotesis, el tratamiento de
células portadoras de replicones subgendmicos con RNAs antisense que tienen como diana los
subdominios SLIII, SLII'y SLI del X tail muestran niveles similares de inhibicién de la replicacion
(40-50%) (Ahn et al., 2011) a los datos aqui aportados para algunos de los aptdmeros que se

unen al lazo apical.
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Figura D.2: Modelo propuesto para el mecanismo de acciéon de los aptameros del grupo 2. A: El
subdominio 5BSL3.2 interacciona con la proteina NS5B y mediante su lazo apical, con el lazo SLII del X tail.
Ambas interacciones son esenciales para la replicacién del HCV. B: La union de los aptameros al lazo apical
del subdominio 5BSL3.2 puede interferir con la union de NS5B y/o de SLII. El bloqueo de alguna de estas
interacciones puede llevar a la inhibicion de la replicacion viral.

Los experimentos de transfeccion de las células con los aptameros del grupo 3 mostraron una
disminucién de un 40-60% en los niveles de RNA virales. Los resultados del mapeo mediante
proteccion con RNasa T1y Pb2* mostraron que los aptdmeros del grupo 3 son capaces de unirse
al lazo interno del subdominio 5BSL3.2. El lazo interno del subdominio 5BSL3.2 ha sido descrito
como uno de los sitios de interaccidon RNA-RNA con regiones gendmicas alejadas en secuencia
del HCV. El lazo interno del subdominio 5BSL3.2 interacciona con el subdominio Illd de la region
del IRES participando en la regulacion de la traduccién (Romero-Lépez y Berzal-Herranz, 2009;
Romero-Lépez y Berzal-Herranz, 2011). El subdominio llld del IRES es esencial para la
traduccion, es el sitio al que se le une el factor de iniciacién de la traduccién elF3 y contacta
directamente con la subunidad ribosomal 40S (Kieft et al., 2001). El subdominio 5BSL3.2 causa
una disminucion del efecto potenciador de la traduccién ejercido por la region 3UTR (Romero-
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Lopez y Berzal-Herranz, 2011). En el sistema replicon utilizado en este estudio, las proteinas
virales son sintetizadas de manera dependiente del IRES del virus de la encefalomiocarditis. De
esta forma, en el sistema utilizado no es posible evaluar el efecto que le causa a la replicacion el
interferir con la interaccion entre el IRES del HCV y el subdominio 5BSL3.2. Se ha descrito que
el lazo interno del subdominio 5BSL3.2 interacciona ademas con una regién de la secuencia
codificante para NS5B que se localiza 200 nucleétidos 5’ a 5BSL3.2. Esta region forma un tallo
lazo, estd centrada en el nucledtido 9110 (Diviney et al., 2008; Tuplin et al., 2012) y se ha
propuesto que la interaccion con el tallo lazo SL9110 tiene un rol en controlar la replicacion del
HCV. A pesar de lo que se conoce acerca de las interacciones que implican al lazo interno del
subdominio 5BSL3.2, no esta del todo claro cudl es la funcion de las mismas, ni el mecanismo de
accién mediante el cual podrian estar operando ya que al parecer estarian implicados distintos
aspectos del ciclo viral como la traduccion y replicacion. Posiblemente la unién de los aptameros

al lazo interno pueda afectar aspectos necesarios para el ciclo viral.

El aptamero P9-15 presenta unos niveles de inhibicion de la replicacion de aproximadamente
50%, muy similares a los de los aptdmeros del grupo 1y 3. Como se detallé anteriormente el
mapeo de la region de interaccion en el HCV-CRE 194 para el aptdmero P9-15 no se corresponde
con la diana de unién tedrica para los aptameros del grupo 4, sino que se protegen los residuos
correspondientes a las secuencias localizadas en la regién 5’ del HCV-CRE+94 (grupo 1) y en el
lazo interno del subdominio 5BSL3.2 (grupo 3). Estos resultados sugieren que aunque P9-15
tiene el motivo consenso del grupo 4, el efecto inhibidor observado esté mediado por un
mecanismo semejante sino el mismo al que operarian los aptameros pertenecientes al grupo 16
3.

Las células transfectadas con el aptamero P9-8 que pertenece al grupo 5 presentan una
inhibicion en los niveles de replicacion del RNA del HCV de aproximadamente un 75%. En este
caso, la secuencia consenso mapea en una regién proxima al codén de terminaciéon de la
traduccion de la poliproteina. La unidn de los aptdmeros en esta regién podria interferir con el

mecanismo de terminacion de la traduccion provocando la sintesis de proteinas no funcionales.

Con la finalidad de evaluar si la capacidad inhibidora de la replicacién del HCV observada para
los aptdmeros analizados se extendia para otros aptameros seleccionados. Se realizaron
ensayos de transfeccion de células Huh-7 portadoras de replicones subgendémicos con otros
aptameros pertenecientes a los diferentes grupos y se cuantificaron los niveles de RNA virales.

En general los niveles de RNA del HCV en la mayoria de células transfectadas son similares a
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los datos obtenidos para los aptdmeros analizados anteriormente. Sin embargo, en algunos
casos se puede llegar a observar una inhibicién de hasta un 80% en la replicacion del RNA del
HCV. El aptdmero P6-45 que presenta estos tan prometedores niveles de inhibicién posee
motivos consenso del grupo 1y del grupo 4 que tienen como diana tedrica las secuencias
localizadas en la regiéon 5 del HCV-CRE+19s y en la region entre los tallos lazos 5BSL3.2 y
5BSL3.3.

En los experimentos de inhibicién realizados en células Huh-7 portadoras de sistemas replicones
se pone de manifiesto el gran potencial antiviral de estas moléculas obtenidas por seleccion. Al
considerar estos aptameros como posibles candidatos para el desarrollo de agentes anti-HCV,
es necesario tener en cuenta la estructura en cuasiespecies que presenta la poblacion del HCV.
No obstante para evitar la aparicion de variantes resistentes, se podria proponer el uso
combinado de diversos aptameros anti-CRE o en conjunto con aptameros dirigidos a dianas en

otros dominios gendmicos.

En una etapa posterior al estudio del dominio CRE como diana terapedtica se podria analizar el
efecto de los aptdmeros en un modelo animal. Debido a que el virus de la hepatitis C solo infecta
humanos y chimpancés, hasta hace poco no se contaba con un modelo animal de raton que
permitiera una facil manipulacién en el laboratorio. Recientemente se desarrollaron ratones
quiméricos con células hepaticas humanas. Los ratones son knockout para los genes Fah”
/Rag2+/ll2rg*. El primer gen codifica para la proteina fumarylacetoacetato hidrolasa que
participa en el catabolismo de la tirosina. Los ratones deficientes en esta proteina desarrollan
enfermedad hepatica y entonces son un buen modelo para la repoblacién del higado con células
hepaticas humanas. El gen Rag2 codifica una recombinasa que es esencial para la
recombinacion VDJ necesaria para la maduracion de las células Ty B. El gen /l2rg codifica para
un receptor de citoquinas expresado en la mayoria de los linfocitos. La activacion del receptor
lI2rg estimula el crecimiento y maduracion de los linfocitos. La ausencia de una respuesta
inmunoldgica de este tipo permite que los ratones no rechacen los hepatocitos humanos. De esta
forma, los ratones deficientes en estas proteinas pueden ser repoblados eficientemente por
hepatocitos humanos e infectados con el virus de la hepatitis C (Bissig et al.). Lo que los hace un
buen modelo para el estudio del efecto que podrian tener los aptdmeros seleccionados en la
replicacion del HCV in vivo. De esta forma podriamos observar si los ratones infectados con el
virus del HCV al ser tratados con los aptameros dirigidos al dominio CRE son capaces de inhibir

el ciclo viral en un sistema mucho mas complejo que el cultivo celular.

Pagina 141



El estudio de los dominios gendmicos como dianas para la accion de una terapia antiviral es
interesante debido a que su alta conservacion podria disminuir la aparicion de variantes
resistentes. Esto ultimo es la principal limitacién de las terapias existentes que tienen como
blanco de accién la proteina NS3. En el presente trabajo se realizé la caracterizacion directa del
dominio CRE como posible diana terapéutica. Para ello se optd por afectar sus funciones
mediante el uso de aptameros, ya que mediante esta estrategia es posible preservar aspectos
importantes para la biologia del HCV, tales como la integridad gendmica, o la disponibilidad de la
RNA polimerasa. Los datos aportados en este trabajo muestran que los aptameros
seleccionados contra el dominio CRE son capaces de inhibir hasta un 80% la replicacion
gendmica del HCV en sistemas replicones. Ello pone de manifiesto el gran potencial del dominio
CRE como diana para la accién de farmacos, muestra el uso de los aptameros en el estudio de
procesos claves del ciclo viral como lo es la replicacién y a su vez posiciona a los aptdmeros

seleccionados como potenciales candidatos para el desarrollo de agentes antivirales.
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7. Conclusiones

Se seleccionaron una coleccién de moléculas que pueden distribuirse en 5 grupos definidas cada
una por un motivo consenso complementario a una secuencia Unica en el RNA diana HCV-
CRE19%4.

Los analisis de sensibilidad a la degradacion con la RNasa T1 y Pb2* permitieron corroborar
experimentalmente cuatro de las dianas de unién de los aptameros que se correspondian con las

secuencias complementarias a los motivos consensos en el HCV-CRE1g4.

El analisis del patron de degradacion de los aptdmeros demostré que la mayoria de ellos

interaccionan con el RNA diana mediante los nucleétidos del motivo consenso.

La estructura secundaria de los aptameros que tienen como dianas de union el subdominio
5BSL3.2 puede ajustarse a estructuras del tipo tallo lazo donde la mayor parte del motivo

consenso se localiza expuestos en el lazo.

Los resultados de los ensayos de competicion de la unidn de la RNA polimerasa al extremo 3’
del genoma del HCV mostraron que aquellos que se unen al lazo apical, son capaces de
competir la unién de la proteina. Sugiriendo un mecanismo de inhibicién de la replicacién del

genoma del HCV en los sistemas replicones diferente para estos aptdmeros.
Los aptameros seleccionados son capaces de inhibir hasta un 80% los niveles de replicacién en

sistemas replicones del HCV, poniendo de manifiesto que el HCV-CRE194 es una buena diana

terapéutica.
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9. Abreviaturas

A
ALAL

ALIL
Loop)

APS

ARFPIF

Asn

ATP
Biotin-16-UTP
BrEt

C

°C

Ci

CD4+y CD8+
CD81

CHO

cm

CRE

CTP

DMEM
DMSO

DNA

DNasa

dNTP

DO

DTT

adenina
Interaccion establecida entre un lazo apical y un lazo interno. (Apical Loop- Apical Loop)

Interaccion establecida entre un lazo apical y un lazo interno. (Apical Loop- Internal

Persulfato de amonio

Proteina que se sintetiza a partir del marco de lectura corrido del HCV. (Alternative
Reading Frame Protein o F frameshift protein).

asparagina

Adenosina 5’ trifosfato.

UTP biotinilado mediante la unién al carbono 16 de la biotina.
Bromuro de Etidio.

citosina

Grados Celsius

Curio

Células del ovario de hamster chino (Chinese hamster ovary cells),

centimetro.

Sitio que actuia en cis necesario para la replicacion. Cis Acting Replication Element.
Citidina 5’ trifosfato.

Medio de Eagle modificado por Dublecco

Dimetilsulféxido.

Acido desoxirribonucleico.

Desoxirribonucleasa.

Desoxinucledsido trifosfato.

Densidad dptica.

Ditiotreitol.
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E1yE2 glicoproteinas de la envoltura del HCV 1y 2.
EDTA Acido etilen-diamino-tetracético.

elF2yelF3 Factor de Inicio de la Traduccion 2 y 3.

EMCV Virus de la encefalomiocarditis.

ER Reticulo endoplasmico.

esiRNAs Endorribonuclease prepared siRNA

EtOH Etanol

G guanina

GAPDH Gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa.

GFP Proteina verde fluorescente (green fluorescent protein)
Glu Glutamina

GTP Guanosina 5' trifosfato.

HCV Virus de la Hepatitis C. Hepatitis C Virus.

HEPES 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid
HDV Virus de la hepatits delta (Hepatits delta virus)

HIV Virus de la inmunodeficiencia humana adquirida (Human immunodeficiency virus)
hr horas

HV Region Hiper variable.

IL-2 Interleuquina 2

IFN Interferdn.

IRES Sitio de entrada interno del ribosoma. (Internal Ribosome Entry Site)
IPTG Isopropil-B-D-tiogalactopirandsido.

Kd Constante de disociacion.

kDa Kilo Daltons.

kV Kilo voltios.

LB Medio Luria-Bertani

LDL lipoproteina de baja densidad

LDLR receptor de las lipoproteinas de baja densidad.
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LNA

M

mA
2-MEO
Met-tRNA
MHC
min
mRNA
N

NEB
NS1-5
NTP

NTPase

ODN
2-OMe
OoMS
ORF
2p
Pb2*

PBS

PCR
pC2pP
PEG-IFN
pH

PKR

Analogo de un acido nucleico que posee una union metileno entre el 2-O y 4-C del
anillo de ribosa que cierra al azucar en la conformacién 3'endo (locked nucleic acid).

Molar

miliamperios.

Anélogo de un acido nucleico con el grupo 2’ OH de la ribosa con un grupo metoxietil.
RNA de transferencia unido a la metionina.

Complejos Principal de Histocompatibilidad. (major histocompatibility complex)
minutos.

RNA mensajero.

Nucleétido (A, C, G, To U)

New England Biolabs.

Proteinas no estructurales del HCV.

Nuclésido trifosfato.

Enzima que hidroliza los nucleésidos trifosfato con la concomitante liberacién de
energia. Generalemnte esta reaccion esta acoplada a ofras reacciones.

Oligodesoxinucleotido.

Analogo de un acido nucleico con el grupo 2’ OH de la ribosa que ha sido metilado.
organizacion mundial de la salud

Marco de lectura abierto (Open Reading Frame)

Fosforo 32. Isétopo radiactivo del fosforo.

Plomo

sitio de union de primer (primer binding site) o Tampdn fosfato salino, (Phosphate
buffered saline).

Reaccién en cadena de la polimerasa (polymerase chain reaction)
citidina 3' 5’ bifosfato marcada en 5’ con fosfato 32.

Interferdn unido a polietilenglicol.

-log1o [H*]

Proteina Kinasa K (protein kinase k)
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PMO

PNA
polyU/UC
PS

R
RdRp
RISC
RNA
RNAI
RNasa
rpm
RRL

SELEX

SLII, SLII, SLI
SR-BI

S

SBF

SDS

TAE
TAR
TB
TBE
TEMED
Tris

tRNA

oligonucledtidos basados en fosforodiamidatos de morfolino donde la ribosa es
remplazada por un anillo de morfolino y el fosforotioato o fosfodiester,
(phosphorodiamidate morpholino oligo)

Acidos Nucleicos Peptidicos. (Peptide nucleic acid)

region rica en U/UC del HCV

Andlogo de un acido nucleico con un asufre en el grupo fosfato.
purina (A o G)

RNA polimerasa dependiente de RNA.

Complejo de silenciamiento inducido por RNA (RNA Induced Silencing Complex).
Acido Ribonucleico. Ribonucleic Acid.

RNA de interferencia.

Ribonucleasa.

revoluciones por minuto.

Lisados de reticulocitos de conejo (rabbit reticulocyte lysate)

Métodos de seleccion in vitro de aptameros. Del inglés: Systematic Evolution of Ligands
by Exponential Enrichment.

Tallos lazos IlI, I y I de la X tail del HCV.
Scavenger Receptor B tipe 1

segundo/s.

suero bovino fetal

Duodecil sulfato sédico.

timina

Tampon Tris-Acetato EDTA

Regidn de respuesta a la transactivacion.
Tamon Tris-Borato.

Tampdn Tris-Borato EDTA.

N, N, N’ ,N’-tetrametil-etilendiamino.
Trihidroximetil amino metano.

RNA de transferencia.
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Tyr

TIL

UTR

VLDL

X-gal

Tisosina

Digestidén con RNasa T1 del RNA en condiciones desnaturalizantes. (T1 ladder)

unidades de enzima.

uracilo.

Regién no traducible. (Untranslated region).
voltios.

lipoproteina de muy baja densidad.
5-Br-4-Cl-3-indolil--D-galactopirandsido.

pirimidina (U, T o C)
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