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Resumen

En este trabajo, luego de una breve tentativa de justificar cambios abruptos de
temas de investigacién, se describen los recientes progresos en el estudio de las alteracio-
nes del procesamiento del pre-mRNA del Cystic Fibrosis Transmembrane Regulator (CFTR)
y los fenotipos patolégicos producidos por dichas alteraciones.

En las formas monosintomaéaticas de fibrosis quistica (CF) variaciones de secuen-
eias polimorficas (T'G),/T, adyacentes al exon 9 en el “3 splice site” producen una mayor

. exclusidn de este exon resultando en altas proporciones de proteina CFTR no funcicnal.
La aecién combinada de factores de splicing ¥ una nueva proteina, TDP43, induce exclu-
si6n del exon 9. Nuestros estudios han identificado la secuencia (UG),, como ¢l objetivo de
TDP43 en el CFTR pre-mRNA v log elementos denominados Exon Splicing Enhancer (ESE},
Exon Splicing Silencer (ESS) e Intron Splicing Silencer (ISS) como los responsables de la
exclusién del exon 9 inducida por los factores de splicing. La variabilidad de individuo a
individuo y en distintos tejidos, de las concentraciones de TDP43 y de los factores de splicing
determina la penetracién parcial del locus (TG), T, en la fibrosis quistica. La importancia
clinica y biolégica de esta observacién es demostrada claramente por el fenotipo severo
visto en pacientes con variaciones extremas de este genotipo y por la posibilidad de rever-
tir el efecto deletereo inhibiendo la sintesis celular de TDP43 mediante oligonucledtidos
antisentido.
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Abstract

This work, after a short attempt to justify abrupt changes in research interests,
describes recent progress in the study of alterations of the Cystic Fibrosis Transmembrane
Regulator (CFTR) pre-mRNA processing and the pathological alterations derived from
this phenomena.

In monosymptomatic forms of cystic fibrosis, variations in the (TG) /T, polymor-
phic repeats at the 3’ end of intron 8 of the cystic fibrosis transmembrane regulator (CI'TR}
gene are associated with the exclusion by the splicing machinery of exon 9. This results in
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high proportions of a non-functional CFTR protein. The combined action of splicing factors
and a new protein, TDP43, induces exclusion of exon 9. Qur studies have shown that the
sequence (UG)m is the target for TDP43 binding in the CFTR pre-mRNA. Furthermore,
additional cis-acting elements were identified such as an Exon Splicing Enhancer (ESE),
an Exon Splicing Silencer (ESS) and an Intronie Splicing Silencer (ISS). These sequences
are responsible of the negative effect of the splicing [actors on exon 9 inclusion. Tissue
levels and individual variability of splicing factors would determine the penetrance of the
{T'G) Ty locus in monosymptomatic forms of cystic fibrosis. The clinical and biclogical
relevance of this finding in vive is clearly demonstrated by the severe phenotype of CF
patients carrying extreme variations of the genotype and by the possibility of preventing
the deleterious exon 9 skipping by inhibiting the synthesis of TDP43 using antisense oli-

gonucleotides.

Key words: Cystic fibrosis; RNA splicing; RNA-protein interactions.

Introduceién -

En la primera parte de mi presenta-
cién deseo describir brevemente una carrera
académica no exdactamente tipica: el trayecto
de un quimico en productos naturales hacia
la biologia molecular y las bases moleculares
de las patologias humanas. Este camino
metodoldgico se inicié poco antes del nacimien-
to de la ingenieria genética -unos 25 afos
atras- y se desarrollé en la aplicacién de esta
tecnologia de investigacién al estudio de los
procesos patolégicos humanos. Particular
atencién dedicaremos a algunas enfermeda-
des hereditarias, como la fibrosis quistica, que
nos proveerd un gjemplo de modelo cientifico
que, partiendo de observaciones clinicas par-
ticulares, nos lleva al andlisis de los mecanis-
mos moleculares de la expresion génica a la
definicién de las alteraciones presentes en los
pacientes, y una vez comprendidas éstas, a la
intervencidn terapéutica especifica con firma-
cos sintéticos.

Completé mi licenciatura en quimica
con un fuerte interés en los problemas biolé-
gicos y en la medicina. Sin embargo, mis pri-
meros pasos en la investigacion fueron en un
campo relativamente alejado de estos temas,
en cuanto decidi aprovechar la oportunidad
de hacer un doctorado en biosintesis de pro-
ductos naturales (alcaloides en plantas y es-
teroides en anfibios) que me ofrecié el Dr.
Eduardo Gros, recién llegado de su actividad
posdoctoral en Estados Unidos y uno de los
mds jévenes y activos investigadores del De-

partamento de Quimica Orgéanica de la Fa-
cultad de Ciencias Exactas y Naturales de la
Universidad de Buenos Aires. Su grupo, al fi-
nal de los afios 60 (Figura 1), fue el ambiente
ideal para reafirmar en forma definitiva mi
vocacién para la investigacién. El aprendiza-
Jje del método cientifico y la satisfaccion esté-
tica y cientifica de mi trabajo de tesis sobre la
biosintesis de cuscohigrina e hyosciamina en
Atropa belladonna fue el motor y la base so-
bre la cual desarrollé mi carrera académica
hasta el presente.

Los pasos sucesivos fueron a través
de la bioguimica a la biologia molecular ya la
asistencia a la Facultad de Medicina de la Uni-
versidad de Buenos Aires, culminando mi pro-
longada vida estudiantil con la convalidacién
de mi titulo de médice en la Universidad de
Napoles. En los paragrafos siguientes descri-
biré brevemente estas etapas.

Quimica de los productos naturales:
Biosintesis de cuscohigrina

La Figura 2, tomada de mi tesis doe-
toral, muestra esquemadticamente el camino
desde la unidad bésica de AcetylCoA al
alcaloide cuscohigrina. Nuestro trabajo
[Baralle F.E. y E.G. Gros, 1969 a y b] demos-
tré que el C1 y C2 de acetyl CoA daban origen
a los dtomos de carbono de la cadena central
del alcaloide. En una segunda etapa se de-
mostrd que el anillo heterociclico se origina a
través de la ciclacion del aminoe acido ornitina
y pudimos demostrar conclusivamente que el
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e

Fig. 1. El grupo de estudio de la biosintesis de productos naturales dirigido por el Dr. Eduarde Gros
alrededor de 1968. De izquierda a derecha: F.E. Baralle, E. Gruifieiro, 1. Mastronardi, E. G. Gros, A. M.
Porto y A. I. Colonna.
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Fig. 2. El camino metabdlico sintético de ornitina y acetyl CoA a cuscohigrina, hiosciamina y cocaina.
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atomo de N contenido en el heterociclo deri-
vado del N6 de la ornitina y no del No [Baralle
FE. y E.G. Gros, 1969 c].

Bioquimica y el paso ala
biologia molecular

Por un periodo, mi obsesidn con la bio-
logia y la bioguimica tuvo un fugaz desahogo
en el Instituto de Investigaciones Biogquimi-
cas de la Fundacién Campomar, donde me
ocupé del mecanismo de traduccién de protei-
nas en el laboratorio del Dr, Israel D. Algra-
nati, inicidndome en las técnicas de biologia
meolecular bajo la valiosa guia de Nélida Gon-
zdlez. Le siguieron breves aventuras en la far-
macologia y luego en la bioquimica. En el la-
boratorio del Dr. Luis F. Leloir usé un poco de
mi experiencia en quimica orgédnica para pre-
parar extractos de lipidos hepéticos, material
de partida para la purificacién del dolichol,
de gran fama posterior. Esta limitada expe-
riencia fue de gran utilidad para eventual-
mente, con la ayuda de César Milstein, llegar
al MRC Laboratory of Molecular Biology, de
Cambridge, donde inicié mi carrera en biolo-
gia molecular a través de la quimica orgdni-
ca, sintetizando oligonucleétidos que luego usé
para determinar la primera secuencia com-
pleta de un RNA mensajero celular eucario-
te: el mRINA de la B globina (Figura 3) [Bara-
lle F.E., 1977 al. Este trabajo fue seguido de
la determinacién de la estructura primaria de
los mRNA de (3 globina en distintas especies
y su papel en la regulacién de la traduccién
del mRNA [Baralle F.E., 1977 b y c; Baralle
F.E. y G.G. Brownlee, 1978] y por la determi-
nacién de la secuencia completa de todos los
componentes del gen de la §§ globina humana
[Proudfoot N.J. y F.E. Baralle, 1979; Baralle
EE., 1980, Lawn R.M., 1980; Slightom J.L.,
1980; Spritz R.A., 1980; Efstratiadis, A., 1980].

En 1980 obtuve los puestos de Profe-
sor de Patologia en la Sir William Dunn School
of Pathology y de Medical Tutor en el
Magdalen College, ambos institutos de la Uni-
versidad de Oxford. En esos afios habia com-
pletado la convalidacién de mis estudios mé-
dicos y estaba fuertemente motivado a traba-
jar en las aplicaciones de la biologia molecu-
lar a la patologia humana. En 1981 iniciamos

nuestros estudios sobre las bases genéticas de
las enfermedades cardiovasculares, en parti-
cular las dislipidemias, y fuimos los primeros
en describir polimorfismos genéticos asocia-
dos a hiperlipidemia, en particular en los
genes codificantes por las apolipoproteinas Al,
CIII e ATV (Figura 4) [Rees A., 1983].

El funcionamiento correcto de los ge-
nes Apo Al y Apo ATV permite mantener nive-
les plasmaticos satisfactorios de la lipoprotei-
na de alta densidad (HDL), una particula li-
poproteica involucrada en el transporte inver-
so del colesterol ¥ por tanto asociado a una
proteccién contra las enfermedades cardiovas-
culares. Se ohservé que una variacion de la
secuencia nucleotidica creaba un nuevo sitio
de corte de la enzima de restriceién Sstl o Sac
(5%} produciendo variantes polimérficas (in-
dicados como 3.2 y 4.2 en la Figura 4) de la
dimensién del fragmento Sst derivado de la
region 3’ del gen de Apo Al. Esta diferencia se
visualiza usando la técnica de Southern blot
(Figura 4B), con la que se estudié la distribu-
cién de este polimorfismo en poblaciones de
individuos normales y en pacientes hiperli-
pémicos y se demostré una asociacién del po-
limorfismo Sst 3.2 con hipertrigliceridemia
[Rees A., 1983].

En esa época se uni6 a nuestro grupo,
en Oxford, un brillante posdoc, el Dr. Alberto
Kornblihtt, quien desarrollé un proyvecto ex-
plorando log aspectos moleculares de la sin-
tesis de la matriz extracelular y que ademads
fue uno de los primeros estudios que demos-
tré el procesamiento diferencial del pre-mRNA
(alternative splicing) [Kornblihtt A.R., 1983;
Kornblihtt A R., 1984 a y b; Kornblihtt A.R.,
1985 y Vibe-Pedersen K., 1984],

En la Figura 5 puede verse que de una
compleja fase de procesamiento del pre-mRNA
resulta una molécula de fibronectina, que si
bien es codificada por un solo gen, puede te-
ner 20 secuencias distintas. Las funciones de
adhesién celular, complejamiento con el cola-
geno, interaccién con la fibrina, etc., pueden
ser modificadas 0 moduladas seguin el proce-
samiento diferencial del pre-mRNA. El caso
més claro es la ausencia en una de las isofor-
mas generadas por un splicing alternativo de
un sitio de unién a las células (LVD) en la re-
gién III CS.
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Fig. 4. A) Esquema de la regién del cromosoma 11 humano donde se encuentra el cluster de los genes
codificantes por las apolipoproteinas Al, CIII y ATV. B) La secuencia 3’ del gen de ApoAl presenta varia-
ciones individuales que resultan en dos posibles fragmentos de restriccién que se evidencian por la
técnica de Southern blot, el fragmento de 4.2 Kb (calle 1) o de 3.2 Kb (calle 2) o el respectivo heterozigota

(calle 3).

Medicina molecular

El paso de Oxford a Trieste fue conco-
mitante con grandes desarrollos en las apli-
caciones de la biologia molecular a la medici-
na (nacimiento de la medicina molecular), y
deseo dedicar la dltima seccién de esta pre-
sentacién a nuestros estudios actuales que
combinando la quimica, la biologla melecular,
la patologia y la medicina nos han permitido
hacer grandes progresos en la comprension
de ciertos aspectos patogenéticos de las en-
fermedades hereditarias, y en particular de
la fibrosis quistica (CF) y enfermedades rela-
clonadas.

El gen que codifica por el Cystic Fi-
brosis Transmembrane Regulator (CFTR) fue
identificado en 1989 como la causa de la fi-

brosis quistica, la enfermedad hereditaria mds
frecuente en la poblacién caucésica [Rommens
J4.M., 1989; Riordan J.R., 1989 y Kerem B.,
1989]. Nuestro interés se centra en un aspec-
to particular de la funcion de este gen, que es
el procesamiento andmalo del exdén 9 del CFTR
pre-mRNA. Fste fenémeno es peculiar del gen
humano, ya que otros mamiferos no presen-
tan un splicing diferenciado del exén 9
[Rozmahel R., 1997 v Niksic M., 1999].

Las Figuras 6A y 6B muestran esque-
maticamente la estructura de la proteina
CFTR y su respectivo mRNA. El splicing del
exén 9 del CFTR produce un mRNA que codi-
fica por una proteina CFTR no funcional. La
regulacién de este splicing alternativo no con-
servado evolucionariamente es muy comple-
ja e involucra varios segmentos regulatorios
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mRNAs maduros que codifican por fibronectina EDA+ (tipo celular) y EDA- {tipo plasmatico).
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Fig. 6, A) Esquema de la protefna Cystic Fibrosis Transmembrane Regulator (CFTR). La funcién de las
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e interacciones RNA-proteina. La falta de pro-
porciones variables del exén 9 en el CFTR
mRNA ha sido asociado con las formas lla-
madas fibrosis quistica monosintomaéticas, en-
tre las cuales se encuentran la ausencia con-
génita del vas deferens (CBAVD), pancreati-
tis, poliposis nasal, bronquiectasia y alergia
broncopulmonar aspergilésica. La Figura 6C
muestra esquemdticamente el minigen utili-
zado como modelo en todos nuestros experi-
mentos. Como el gen completo de CFTR es de
un tamafio que lo hace poco manejable, he-
mos introducido la regién de interés en un gen
de c-globina que es mucho mas pequefio y nos
permite manipularlo con facilidad. El minigen
CFTR tiene una pauta de splicing idéntica al
gen endégeno cuando se lo introduce en célu-
las en cultivo por transfeccion,

El gen de CFTR presenta, en la re-
gion del exén 9, una serie de caracteristicas
estructurales particulares de la especie hu-
mana (Figura TA). Entre ellas, nuestra inves-
tfigacién ha identificado el polimorfismo (TG),/
T,, un intronic splicing silencer (ISS) y secuen-
cias exdnicas, enhancer (ESE} y silencers
(ESS) del splicing. Las regiones polimérficas
(TG),/T,, donde “m” variade 9a 13y “n” de 3
a 9, estédn asociadas a un mayor nimero de
moléculas de mRNA procesadas aberrante-
mente (9-). Efectivamente, la cantidad de
mRNA sin el ex6n 9 es directamente propor-
cional a “m” e inversamente proporcional a
“n”. La Figura 7B muestra la relacién del por-
centaje de CFTR mRNA 9- con fenotipos pa-
toldgicos. Es evidente un aumento de pacien-
tes con CBAVD o pancreatitis en aquellos in-
dividuos con un valor menor oigual a 5. Cabe
destacar, asimismo, que no todos los portade-
res de genotipo TS presentan caracteristicas
patolégicas. Esta variabilidad de la penetra-
cidn fenotipica del polimorfismo T5 y de las
otras mutaciones indicadas en la Figura 7,
pueden ser explicados a través de las interac-
ciones de estas secuencias con proteinas nu-
cleares involucradas en el procesamiento del
pre-mRNA, Efectivamente, la secuencia UG/
U (la versién RNA de T/TG) es el objetivo de
una interaccién con una nueva llegada al
mundo del RNA processing, la proteina
TDP43, 1dentificada en nuestro laboratorio
como el componente celular que se une espe-

cificamente a 1a secuencia (UG)m, cuando m
es > que 6, inhibiendo el splicing, sobre todo
en presencia de Ub.

En la Figura 8 se muestra un experi-
mento disefiado para estudiar la interaccién
ENA-proteina usando la técnica de estabili-
zacién covalente por UV, Es clara la diferen-
cia entre el comportamiento de las moléculas
de RNA: aquellas que no poseen la secuencia
(ug) 11 no son capaces de ligar la proteina in-
dicada porla flecha en la Figura 8B. Esta pro-
teina fue identificada como TDP43 [Buratti
E., 2001], un factor nuclear cuya propiedad
de interaccionar con RNA no habia sido des-
cripta previamente. Experimentos funciona-
les también demostraron que esta proteina
tiene un efecto inhibidor sobre el splicing nor-
mal. Efectivamente, altas concentraciones de
TDP43 aumentan la cantidad de CFTR mRNA
9- [Buratti E., 2001].

La identificacién funcional de los ele-
mentos regulatorios de splicing ubicados en
el exén y en el intron del minigen CFTR exén
9 fue llevada a cabo utilizando la técnica de
delecién o mutagénesis selectiva [Buratti E.,
2001 y Pagani F., 2000] y probando la funcio-
nalidad de los mutantes por transfeccién de
los minigenes en células en cultivo acompa-
flados, como indica la Figura 9, con un
plasmido que expresa altas cantidades del
factor de splicing SF2/ASF. El CFTR mRNA
fue extraido de estas células y su composicion
respecto al exén 9 fue analizada por RT-PCR
[Buratti E., 2001 y Pagani F., 2000]. La ban-
da superior contiene el exdn 9; es evidente que
la sensibilidad a la inhibicién de splicing por
ASF/SF2 depende de la presencia combinada
de secuencias exoénicas e intrdnicas. De este
modo se identificaron un exonic splicing
enhancer (ESE), un exonic splicing silencer
(ESS) y un intronic splicing silencer (ISS). De
particular interés es la secuencia ISS, que es
el compaiiero anémalo del factor de splicing
ASF/SF2. En el caso del exén 9 de CFTR, el
factor SF2 tiene paraddjicamente un efecto in-
hibidor (Figura 9), mientras que su funcién
habitual es la de estimular la inclusion de los
exones donde su secuencia de reconocimiento
esta presente,

Finalmente todavia estéd en estudio el
efecto de las mutaciones dentro del exén 9
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tipo clinico. PS: Suficiencia pancredtica. PI: Insuficiencia pancredtica.
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Fig. 8. An4lisis de las interacciones RNA-proteina: Minigenes artificiales que contienen la regién del
CFTR exén 9y secuencias intrénicas adyacentes fueron mutagenizados selectivamente en el polimorfisme
(TGHm/Tn del 3’ splice site y luego transcriptos in vitro. Los RNA resultantes estdn representados esque-
miaticamente en el panel A, el wild type (11ug/7u), 1a doble delecién de (u), y (ug), (Aug/Au), la delecién
de u, (11ug/Au) y la delecién de ng,,. Estos RNAs fueron utilizados en experimentos de UV cross linking
con extractos nucleares {Aug/7u Jpara detalles de la técenica ver ref. 25). Un andlisis de los complejos
ENA-proteina resultantes se muestra en el panel B.
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Fig. 9. Elementos regulatorios involucrados en el splicing alternativo del exén 9 del CFTR pre-mRNA: A)
Esquema de los minigenes utilizados en el experimento indicando el exonic splicing enhancer (ESE)IR,
exon splicing silencer (ESS)= e intronic splicing silencer (1SS)HM . B) Experimentos de funcionalidad
in vivo: Los minigenes fueron introducidos en células en cultivo y luego de 28 horas el RNA fue extraido
y analizade por RT'PCR. Los fragmentos resultantes fueron analizados por separacion electroforética

que permite diferenciar la banda 9+ de la banda 9- y en base a ellas cuantificar las cantidades relativas
de ambos mRNAs.
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