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Introduccion

1. La Distrofia Mioténica tipo 1: prevalencia y sintomas

La Distrofia Mioténica tipo 1 o enfermedad de Steinert (DM1, OMIM #160900) fue descrita
por primera vez en 1909 por el médico aleman Hans Steinert (1875-1911). Se trata de una
enfermedad rara, es decir, afecta a menos de 1 cada 2.000 ciudadanos en Europa. No
obstante, es el tipo de distrofia muscular mas frecuente en la poblaciéon adulta, afectando tanto
a mujeres como a hombres en la misma proporcién. Segtin la Oficina de Enfermedades Raras
(ORD) del NIH, la prevalencia mundial de la DM1 es de aproximadamente 1 en 8.000
individuos. En Europa, la prevalencia es de entorno a 1 en 20.000 (datos de la red Europea de
enfermedades raras Orphanet), mientras que ésta es menor en los paises orientales y apenas
hay casos en los pueblos africanos. Sin embargo, es probable que estas cifras sean una
subestima de la prevalencia real al ser usuales las formas subclinicas.

La Distrofia Miotoénica es una enfermedad neuromuscular cuyos sintomas definitorios
afectan principalmente al musculo (Gagnon et al, 2007; Harper, 2001). Estos incluyen
miotonia, debilidad y degeneracién muscular progresiva (Tabla 11), fundamentalmente a nivel
distal en las extremidades inferiores y en los musculos faciales. La miotonia es el principal
sintoma distintivo de la DM1 y consiste en la dificultad para relajar la musculatura tras una
contraccion voluntaria ain después de que el estimulo del musculo haya cesado, dando lugar a
una contraccion prolongada. Este fenémeno se debe a un defecto en la membrana de las fibras
musculares que las mantiene hiperexcitadas. Existen dos posibles causas para dicha
hiperexcitacién: una reduccién en la conductancia del cloro a nivel de la membrana celular o un
fallo en la inactivacion de canales de sodio. No obstante, el principal motivo de minusvalia de
los pacientes no es la miotonia sino la debilidad muscular, la cual les incapacita para llevar a
cabo tareas cotidianas. La causa de esta debilidad radica en una degeneracién muscular
progresiva, lo que se conoce como distrofia. En las primeras fases de la enfermedad, este
sintoma afecta tan sélo a la musculatura distal de las extremidades. Sin embargo, conforme
avanza, la musculatura proximal puede verse también comprometida. A nivel histolégico, es
caracteristico de la DM1 la presencia de nucleos centrales en las fibras musculares, asi como
un aumento en la cantidad de colageno presente en la matriz extracelular que rodea al tejido.
En la mayoria de los pacientes se da, ademas, hipotrofia de las fibras musculares de tipo | y de
manera menos comun éstas pueden también sufrir atrofia.

La mayoria de los pacientes con DM1 padece trastornos cardiovasculares, siendo ésta la
principal causa de mortalidad. Es frecuente el prolapso de la valvula mitral, asi como arritmias
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cardiacas causadas por defectos en la conduccion de las fibras musculares del corazén. Estas
ultimas pueden llegar a ser graves y en ocasiones provocar la muerte subita de los pacientes.

Junto al musculo, el sistema nervioso central (SNC) es otro de los tejidos mas afectados
por la enfermedad. El cerebro de los pacientes sufre una reduccién en su volumen, atrofia
cortical y lesiones en la sustancia blanca, aunque hasta la fecha no se ha establecido la
relacién entre estos defectos y los sintomas neurolégicos que presentan los pacientes. Entre
dichos sintomas destacan la excesiva somnolencia diurna, déficits cognitivos y trastornos en el
comportamiento (Gagnon et al., 2007; Harper, 2001; Tabla I1).

A pesar de que se define como una enfermedad neuromuscular, la DM1 presenta un
cuadro clinico multisistémico. Los sintomas de la enfermedad implican a practicamente todos
los 6rganos y sistemas, siendo las manifestaciones clinicas muy variables entre pacientes.
Estas incluyen cataratas iridiscentes (las cuales aparecen en todos los casos), trastornos
digestivos, resistencia a la insulina, calvicie frontal en los varones o esterilidad, entre otras
(Gagnon et al., 2007; Harper, 2001; Tabla 11). A nivel serolégico, los pacientes muestran altos
niveles de creatina kinasa (CK) en sangre, asi como bajos niveles de inmunoglobulina Gy M
(IgG e IgM), causados por un catabolismo acelerado de las mismas (Jensen et al., 1971).
Ademas, también se detectan en sangre marcadores relacionados con el estrés oxidativo, tales
como la superéxido dismutasa (SOD) cuyos niveles superan los de los individuos control en un
40% (Toscano et al., 2005).

Tabla I1. Principales sintomas de la Distrofia Miotonica tipo 1

Sintomas Neuromusculares

Miotonia

Debilidad y desgaste progresivo en la musculatura distal
Debilidad de los musculos faciales

Dolor muscular

Sintomas multisistémicos

Arritmias cardlacas

Trastornos digestivos

Resistencia a la insulina

Reduccion de las capacidades cognitivas
Excesiva somnolencia diurna

Cataratas

2. Base genética de la Distrofia Mioténica: los loci DM1 y DM2

La Distrofia Mioténica es una enfermedad genética, con un patrén de herencia autosémico
dominante, penetrancia alta y expresividad variable. A pesar de su caracter autosémico, en la
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mayoria de los casos es la madre la que transmite la enfermedad, siendo los sintomas menos
graves cuando la herencia es paterna. En 1992, Brook et al. describieron que la base genética
de la DM1 radica en la existencia de una mutacién dinamica en la regién 3’ no traducida
(3’'UTR) del gen proteina quinasa de la distrofia mioténica (DMPK, Entrez #1760), localizada en
la region cromosémica 19q13.2-q13.3 (Fig. 1) (Brook et al., 1992). Dicha mutacién consiste en
una expansion anormal de repeticiones del trinucleétido CTG, que en la poblacién sana
aparece en numero variable de entre 5-35 copias, mientras que en los pacientes se encuentra
en numero >>50. El nimero de tripletes CTG correlaciona con la gravedad de los sintomas y
edad a la que éstos aparecen (Tabla 12). Asi, para los casos en los que el nimero de
repeticiones oscila entre 50 y unos pocos cientos se habla de DM1 de inicio adulto, donde las
primeras manifestaciones clinicas suelen aparecer en la segunda década de vida. Para los
casos en los que el numero de repeticiones es mayor, alcanzando incluso los miles de copias,
la patologia se manifiesta ya desde el nacimiento en forma de DM congénita (DMC o
enfermedad de Thomsen), siendo ésta la variante mas grave de la enfermedad, con sintomas
como retraso mental, trastornos respiratorios y problemas en la diferenciaciéon muscular, entre
otros.

Tabla 12. Correlaciéon entre el niumero de repeticiones CTG y sintomas en la DM1

Repeticiones Sintomas clinicos Edad de aparicién
5-35 - -
50-100 Cataratas 20-70 aflos
Miotonia leve
150-1000 Cataratas 10-30 afios
Miotonia
Cardiopatia

Atrofia muscular progresiva
Resistencia a la insulina
>1000"" Hipotonia 0-10 afios
Retraso mental grave
Defectos en el desarrollo de la
musculatura
Problemas respiratorios

") Distrofia Mioténica Congénita (DMC)




Introduccion

Cr. 19

r r
5 MijH m-u ESTIlHI

3’'UTR
Exén 14 STOP (C'Ii'G)n
sitio
CTCF 1 CTCF 2
Exén 15

Figura 11. Esquema del locus DM1. El gen DMPK se localiza en el cromosoma 19q13.3 (A) flanqueado por los genes DMWD
y SIX5 (B). El exén 15 de DMPK contiene una secuencia de repeticiones CTG que forma parte de la regiéon 3'UTR del gen. A
ambos lados de las repeticiones CTG existen dos sitios de unién de la proteina CTCF, formando parte de un elemento aislador
de la cromatina. A tan sélo 300 pb del sitio de poliadenilacién (poliA) de DMPK se encuentra el codén de inicio de SIX5. Entre
ambos se localiza un sitio HSE que funciona como activador de la transcripcion de SIX5 (C). En condiciones patoldgicas, en las
que el numero de repeticiones es muy alto, la proteina CTCF no puede acceder a sus sitios de uniéon debido a cambios locales
en la estructura de la cromatina. Esto activa la transcripcion de la cadena no codificante de DMPK por efecto del sitio HSE de

SIX5.

El gen DMPK esta formado por 15 exones (Shaw et al., 1993), siendo el exén 15 donde se
localizan las repeticiones CTG (Fig. 11). Flanqueando los tripletes, existen dos sitios de unién
para la proteina de dedos de zinc CTCF (factor de unién a CCCTC), formando en conjunto lo
que se conoce como un elemento aislador de la cromatina. En el locus DM1, el elemento
aislador bloquea el efecto de una region intensificadora HSE (del inglés hypersensitive site
enhancer) del gen adyacente SIX5 sobre la expresiéon de DMPK. En los casos de DMC, donde
el numero de repeticiones CTG es muy alto, éstas forman lo que se denomina islotes CpG. Los
islotes CpG en DMC estan hipermetilados, lo cual altera la conformacion local de la cromatina,
impidiendo la union de la proteina CTCF al elemento aislador en el alelo mutante pero no en el
salvaje (Cho et al.,, 2005). Se ha sugerido que esto podria activar la transcripcion de DMPK por
efecto del sitio HSE del gen SIX5 durante la embriogénesis (Cho & Tapscott, 2007), momento
en el cual SIX5 es mas activo (Klesert et al., 2000), dando lugar a niveles elevados de ARNm
DMPK. En experimentos en cultivo celular y modelos en raton se ha visto que un incremento en

los niveles de expresion de DMPK causa defectos en la diferenciacion de las células
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musculares tipicos de DMC. Sin embargo, los niveles de DMPK en fetos con DMC estan
reducidos (Furling et al., 2003). En cambio, en células de pacientes de DMC en cultivo se han
encontrado transcritos antisentido del gen DMPK (ie, transcritos complementarios a la cadena
no codificante). Estos transcritos no codifican ninguna proteina con tramos poliglutamina a
pesar de ser portadores de repeticiones CAG (Cho et al., 2005), sino que son procesados para
generar fragmentos de ARN de 21 nt que median la metilacion de histonas en la cromatina
local. Esto sugiere que el pépel protector de los sitios CTCF frente al sitio HSE de SIX5 en
condiciones no patolégicas es evitar que el gen DMPK se transcriba bidireccionalmente. Este
fenémeno no ocurre en los casos de DM1 de inicio adulto ni en la poblacién sana, donde el
numero de repeticiones CTG es menor y los sitios de unién de CTCF no estan hipermetilados.
Los sitios CTCF se han visto asociados a repeticiones CTG/CAG en otros loci en el genoma
(como el locus SCA8, donde también se ha detectado expresién bidireccional del gen), lo que
sugiere un papel comun al conjunto formado por ambos como elementos aisladores en el
genoma humano (Cho et al., 2005; Filippova et al., 2001; Moseley et al., 2006).

Los transcritos del gen DMPK sufren splicing alternativo y codifican una serie de isoformas
con actividad serina/treonina kinasa cuya funcion exacta se desconoce (Timchenko et al.,
1995). Las proteinas DMPK son homoélogas de las kinasas MRCK (o kinasa de unién a Cdc42
relacionada con distrofia miotdénica) y ROK/ROCK (o kinasa de Rho) (Kaliman & Llagostera,
2008), las cuales son importantes en la reorganizacion del citoesqueleto, trafico intracelular y
metabolismo de proteinas en la célula, entre otros. Ademas, se ha descrito que DMPK fosforila
a la proteina CUGBP1 in vitro (Roberts et al., 1997). CUGBP1 es un factor de unién al ARN
implicado en un amplio rango de procesos biolégicos como splicing alternativo, iniciaciéon de la
traduccion y degradacion del ARN (ver apartado 5.3 de la Introduccién). Una incorrecta
fosforilacion podria ser la causa de la deslocalizacién intracelular de CUGBP1 observada en
pacientes de DM1 y en ratones knockout para Dmpk (Roberts et al., 1997). Al menos dos
isoformas DMPK han sido detectadas, la mas abundante tiene un peso molecular de
aproximadamente 80 kDa y se expresa casi exclusivamente en el musculo esquelético,
mientras que una segunda isoforma de 71 kDa se expresa en las células Purkinje del corazén
(Maeda et al., 1995). En el corazén, DMPK se encuentra en grandes cantidades en el reticulo
sarcoplasmico (Kaliman et al., 2005) donde colocaliza con fosfolamban (con quien ademas
interacciona fisicamente y a quien posiblemente fosforila) y el receptor de la rianodina, lo que
sugiere una funcién de DMPK en el metabolismo del calcio en los cardiomiocitos. Esto podria
explicar la disfuncién ventricular que sufren los pacientes. Por ultimo, DMPK parece ser un
regulador positivo de la actividad de la insulina en el masculo esquelético (Llagostera et al.,
2007). De manera interesante, la sefalizacion por insulina en este tejido, pero no en otros
donde DMPK no se expresa, es deficiente en los pacientes. No obstante, el papel de las
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proteinas DMPK en el desarrollo de la enfermedad sigue siendo en la actualidad objeto de
estudio.

En 1994, Thornton et al. describieron tres casos de pacientes con manifestaciones clinicas
tipicas de la DM1 pero con un numero no patolégico de repeticiones CTG en el gen DMPK
(Thornton, Griggs et al., 1994). En el afio 2001, Liquori et al. encontraron una segunda
mutacién localizada en el crosomosoma 3q21.3 (Liquori et al., 2001). Esta consistia en una
expansion de repeticiones CCTG en el intrén 1 del gen ZNF9 (proteina de dedos de zinc 9,
Entrez #7555). A la patologia causada por esta segunda mutacién se le dio el nombre de DM2
o PROMM (OMIM #602668) y constituye el 2% de todos los casos diagnosticados como
Distrofia Miotonica, con una prevalencia en Europa de 1 en 100.000. El rango patolégico de
repeticiones CCTG en DM2 oscila entre 75 y 11.000, con una media de aproximadamente
5.000. En general, los sintomas de la DM1 y la DM2 son similares, aunque éstos suelen ser
mas leves en los pacientes de DM2, la cual carece de forma congénita. La principal diferencia
entre ambas enfermedades radica en que mientras la DM2 afecta principalmente a la
musculatura proximal, la DM1 se manifiesta predominantemente sobre la musculatura distal.

El gen ZNF9 esta formado por 5 exones. El intrén 1 del gen contiene un motivo complejo
formado por tres tramos repetitivos compuestos en condiciones no patolégicas por la siguiente
secuencia: (TG)Ny4.25(TCTG)N,4.11(CCTG)N1.26, (Fig. 12). El tamafio de cada una de estas
repeticiones es polimérfico, aunque sélo las repeticiones CCTG pueden expandirse y causar
DM2. La secuencia CCTG, ademas, suele tener interrupciones puntuales (entre 0 y 2) que
pueden dar lugar a GCTC y/o TCTG tanto en la poblacién sana como en los pacientes (Liquori
et al., 2001).

ZNF9 codifica dos isoformas distintas por splicing alternativo (ZNF9-a y ZNF9-8). Ambas
isoformas tienen un peso molecular de aproximadamente 19 kDa y contienen 7 dedos de zinc
del tipo CCHC altamente conservados. Las proteinas ZNF9 se expresan en varios tejidos,
aunque predominan en el musculo esquelético y corazén (W. Chen et al., 2007). La funcién de
dichas proteinas es desconocida, pero se piensa que podrian regular la traduccién de
transcritos que codifican componentes ribosémicos (como la proteina RPS17) y otros factores
implicados en la sintesis de proteinas (como las proteinas PABP1, eEF1A y eEF2), ya que se
sabe que ZNF9 interacciona con la regiébn 5UTR de sus mensajeros. Ademas, la
sobreexpresiéon de ZNF9 en mioblastos de pacientes en cultivo corrige la reduccion en la tasa
de sintesis proteica observada en DM2 (Huichalaf et al., 2009).
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Figura 12 Esquema del locus DM2. (A) El gen Z/VF9 se localiza en la banda cromosémica 3q21. (B) El primer intrén del gen
contiene un motivo complejo formado por repeticiones en tandem de la secuencia (TG)n (TCTG)n (CCTG)n. En la poblacion

sana el numero de repeticiones CCTC oscila entre 11 y 26, mientras que en los pacientes de DM2 varia entre 75y 11.000.

3. Anticipacion genética e inestabilidad somatica: mecanismos de expansion de las

repeticiones CTG

La expansion de secuencias repetitivas cortas en genes concretos es la causa de al menos
40 enfermedades humanas (Pearson et al, 2005), 17 de las cuales se han asociado con
repeticiones de tripletes CTG/CAG (Fig. 13). En la DM1, el niumero de repeticiones CTG, y por
consiguiente la gravedad de los sintomas, aumenta de generacion en generacion. Asimismo, la
edad de aparicion, que es altamente variable, desciende con las sucesivas generaciones. Este
fendbmeno se conoce como anticipacion genética y ocurre por la inestabilidad de secuencias
repetitivas cortas en las células de la linea germinal de los progenitores. Asi, durante la
gametogénesis el numero de tripletes puede aumentar o, en ocasiones, disminuir. Un ligero
aumento en el tamafio de las repeticiones puede no llegar a provocar la enfermedad en los
descendientes. Sin embargo, con el paso de las generaciones, éste puede superar el valor
umbral patolégico. En el caso de la DM1, los alelos portadores de 100 repeticiones o menos
suelen generarse en la linea germinal masculina. Los alelos de 200-600 repeticiones pueden
generarse en la madre y en ocasiones también en el padre, pero los alelos de >600
repeticiones tan solo se heredan por via materna, lo cual explica que las formas mas graves de
la enfermedad se transmitan exclusivamente a través de la madre (Dean et al., 2006; Pearson,
2003). Por el contrario, en el caso de las enfermedades causadas por repeticiones CAG, como

la enfermedad de Huntington (HD, OMIM #143100), es en la linea germinal masculina donde
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se genera el mayor numero de repeticiones. La causa por la cual esto ocurre no se conoce con
certeza. Se ha propuesto que las repeticiones se vuelven inestables debido a fallos
relacionados con la recombinacion meiodtica, replicacion y reparacion del ADN durante la
gametogénesis, en puntos que difieren entre la linea germinal masculina y femenina (De

Temmerman et al., 2004; Jansen et al., 1994; Martorell et al., 1997; Pearson etal., 2005).
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Figura 13 Localizacién génica de los distintos tipos de repeticiones asociadas a patologias en humanos. Las
expansiones de repeticiones pueden encontrarse tanto en regiones no codificantes (parte superior de la figura), como en
regiones codificantes (parte inferior). Para cada caso se muestra la secuencia de ARN, ADN y aminoacidos que se repite, asi
como el nombre de la patologia que originan (en negrita). El recuadro ‘Otros’ incluye repeticiones para las cuales no se ha
determinado su localizacion génica. CJD, enfermedad de Creutzfeld-Jakob; DRPLA, Atrofia Dentatorubral-pallidoluisiana; EPM1,
Epilepsia Progresiva Monoclénica; FDRA, Ataxia de Friederich; FRA/FRAX, diferentes sitios fragiles; FSHD, Distrofia Muscular
Facioescapulohumeral; HD, enfermedad de Huntington; HDL2, enfermedad de Huntington tipo 2; DM, Distrofia Miotonica;
OPMD, Distrofia Muscular Oculofaringea; SBMA, Atrofia Muscular Espinobulbar; SCA, Ataxia Espinocerebelar; VNTR,

repeticiones en tandem de numero variable.

El fendmeno de anticipacion genética no ocurre en todos los casos de enfermedades
causadas por expansion de repeticiones. En la DM2 el niumero de repeticiones CCTG no
correlaciona con la gravedad de los sintomas, por lo que los cambios intergeneracionales en la
longitud de la expansion no afectan al grado de manifestacion de la enfermedad. La Atrofia
Muscular Espinobulbar (SBMA, OMIM #313200) o enfermedad de Kennedy es una enfermedad
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recesiva ligada al cromosoma X causada por una expansién de repeticiones CAG en el gen
receptor de andrégenos (AR), y tampoco sufre anticipacion genética (La Spada et al., 1992). El
hecho de que existan drasticas diferencias en la tasa de inestabilidad intergeneracional de
repeticiones CTG/CAG en funcién del locus en el que éstas se encuentren sugiere la existencia
de elementos actuando en cis sobre el ADN.

Ademas de la inestabilidad de las repeticiones en la linea germinal existe en los pacientes
lo que se conoce como inestabilidad somatica, es decir, el numero de tripletes puede aumentar
en las células de un mismo individuo a lo largo de su vida, lo que hace que los sintomas
empeoren con el tiempo. Este fendmeno comienza durante la semana trece de gestacién y se
mantiene practicamente toda la vida del individuo (Martorell et al., 1997). Ademas, el tamafio
de las repeticiones también difiere de manera notable de unos tejidos a otros en un mismo
paciente. Los tejidos que sufren mayor inestabilidad son el sistema linfatico, higado, pancreas,
rindn, cerebro, musculo esquelético y corazén (Kinoshita et al., 1996; Lavedan et al., 1993,
Shelbourne et al., 1992). En el caso de la DM1 el musculo esquelético es el tejido mas
afectado, pudiendo un paciente adulto presentar un nimero de repeticiones 1.000-2.000 veces
mayor en las fibras musculares que en sus leucocitos (Thornton, Johnson et al., 1994). En
contraste con la DM1, los pacientes de Huntington tienen pocas diferencias en el nimero de
repeticiones entre tejidos. Asimismo, apenas se ha visto inestabilidad en células en cultivo de
pacientes con SBMA, HD, o Sindrome del X Fragil (FRAXA, OMIM #300624) (Benitez et al.,
1995; Spiegel et al., 1996; Wohrle et al., 1996). Por tanto, en el caso de la inestabilidad
somatica existen tanto factores en trans dependientes de elementos espacio-temporales
concretos como factores en cis especificos de gen.

El mecanismo molecular por el cual las repeticiones se vuelven inestables a partir de un
umbral y comienzan a expandirse es en la actualidad objeto de debate. Hasta la fecha se ha
llevado a cabo una gran cantidad de estudios en diferentes sistemas modelo como bacterias,
levaduras, moscas, células de mamifero o ratdn, con resultados dispares. El efecto de los
factores en cis sobre la inestabilidad de microsatélites es uno de los procesos mas estudiados.
En cuatro de los loci asociados a enfermedades para las que se sabe que ocurre anticipacion
genética existen sitios CTCF adyacentes a las repeticiones. La Ataxia Espinocerebelar 7
(OMIM #164500) esta causada por una expansion de repeticiones CAG en la zona codificante
del gen ataxin-7 (ATXN7, Entrez #6314). Al igual que en la DM1, las repeticiones CAG en la
SCAY7 forman parte de un elemento aislador de la cromatina junto a sitios de unién de CTCF
que las flanquean. En 2003, Libby et al. descubrieron que mutando los sitios CTCF del locus
SCA7 en modelos en ratén aumentaba tanto la inestabilidad somatica como germinal. Ademas,
este efecto se potenciaba si se favorecia la hipermetilacion de los islotes CpG, demostrando
que existe un papel epigenético en ambos mecanismos de inestabilidad (Libby et al., 2003).
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Otros mecanismos que se han relacionado con la expansion de repeticiones implican a
procesos como la replicacion, la transcripcion, la recombinacion y la reparacion del ADN.
Dichos procesos se verian afectados por la formaciéon de estructuras inusuales en el ADN a

nivel de las repeticiones (Fig. 14).

Figura 14. Posibles estructuras
adoptadas por las
[mm repeticiones. (A) Horquillas
imperfectas formadas por
repeticiones (CNG)n. (B)
Cuartetos de guanina
compuestos por repeticiones
(CGG)n. (C) Deslizamiento de
las cadenas del ADN. (D-F)

Posibles triplexes formados a
Mirkin, 2006

partir de repeticiones (GAA)n.

En 2006, Mirkin formuld un modelo en el que sugeria que la inestabilidad tiene lugar
durante la sintesis de la cadena retrasada en la replicacion. Esta hipotesis propone que la
presencia de repeticiones da lugar a deslizamientos entre las hebras de ADN. Cuando esto
ocurra en un fragmento de Okazaki en sintesis dara lugar a una cadena con un numero mayor
de repeticiones que la original (Fig. 15A), mientras que si ocurre en la hebra molde la molécula
resultante tendra un numero de tripletes menor (Fig. 15B). La replicacion y la reparacion del
ADN son dos procesos estrechamente relacionados. El sistema MMR de reparacion del ADN
(del inglés, mismatch repair) corrige errores durante la replicacion. Se sabe que una falta de
actividad MMR incrementa la tasa de mutacién, siendo la inestabilidad de microsatélites una
caracteristica de la deficiencia de este sistema. Las proteinas con actividad MMR MSH2 vy
MSH3 forman el denominado complejo MutS|3, implicado en la reparacidon de inserciones y
deleciones. Las proteinas de este complejo se unen a horquillas de repeticiones, lo que
bloquea su actividad ATPasa, comprometiendo su funcion reparadora (Owen et al, 2005;
Tome et al.,, 2009). Lopez et al. demostraron en Drosophila la importancia de estas proteinas in
vivo, utilizando una cepa muiante para el gen msh2. La descendencia de estas moscas
mostraba expansiones de regiones repetitivas del genoma de Drosophila en tan solo una
generacion (Lépez et al., 2002). Otros modelos proponen, sin embargo, que los procesos de
reparacion del ADN contribuyen de manera activa a la inestabilidad de los tripletes (revisado en
(Lahue & Slater, 2003). La idea de los mecanismos de reparacion como agentes
promutadgenos, aunque contraintuitiva, posee apoyo experimental. Tomé et al. cruzaron ratones
modelo de DM1 (portadores de repeticiones CTG CAG) con ratones mutantes Msh2 (en los

que la proteina Msh2 mantenia su capacidad de unién al ADN pero carecia de actividad

12



Introduccién

ATPasa). En la descendencia de estos animales no se observaron expansiones, sugiriendo

que para que las repeticiones se expandan es necesario un sistema MMR funcional.

La inestabilidad somatica no es exclusiva de células en division, sino que se ha observado
también en tejidos postmitoticos como el cerebro o el musculo esquelético. En este caso, el
mecanismo de expansiéon implicaria la formacion de estructuras secundarias durante procesos
de reparacion del ADN asociados al mantenimiento del genoma (Mirkin, 2006) (Fig. 15C).
Existen, ademas, estudios que indican que la transcripcion del ADN a ARN juega un papel
critico en la inestabilidad de repeticiones in vivo, aportando una base mecanistica adicional
para la inestabilidad observada en neuronas y células musculares. En un modelo de Ataxia
Espinocerebelar 3 (SCA3, OMIM #109150) en Drosophila, Jung y Bonini demostraron la
aparicion de expansiones intergeneracionales al activar la expresion de las repeticiones CAG
en la linea germinal (Jung & Bonini, 2007). Dichas expansiones no se detectaban en la
descendencia de moscas en las que el transgén no se transcribia. Ademas, los autores
demostraron la implicacion del sistema de reparacion por escision de nucleétidos acoplado a
transcripcion TC-NER (del inglés transcription-coupled nucleotide excisiéon repair), al observar

que la tasa de expansion era menor en un fondo mutante para la endonucleasa Mus201.

En conjunto, los datos disponibles hasta la fecha sugieren que tanto la inestabilidad
somatica como germinal dependen de factores en cis que afectan de manera distinta a genes
diferentes, asi como de factores en trans especificos de tejido. En este contexto, los
mecanismos de reparacion del ADN jugarian un papel critico en la generacion de expansiones
durante procesos celulares como la replicacién, la transcripcion y el mantenimiento del

genoma.

Figura 15 Posibles mecanismos de
inestabilidad de las repeticiones. En
células en replicacion la formacion de
horquillas en la cadena retrasada en sintesis
daria lugar a expansiones de la secuencia
repetida (A). Por el contrario, la presencia de
horquillas en la cadena molde originaria
contracciones (B). Para el caso de tejidos
donde no ocurre replicacion, radicales
oxidantes y otros agentes podrian generar
lesiones en el ADN (C, arriba). Si esto
ocurriese en una region de repeticiones
éstas podrian deslizarse para formar una
horquilla (C, medio) que originaria una
expansion cuando la cadena fuese reparada
(C, abajo). Figura tomada de (Mirkin, 2006).
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4. Modelos del mecanismo molecular de patogénesis en la DM1

De las 40 mutaciones patoldgicas diferentes debidas a expansiones de microsatélites, al
menos 15 se encuentran en regiones no codificantes de genes (Fig. 13). EI mecanismo
molecular por el cual una mutacién en una secuencia no traducida de un gen es capaz de
originar patologias tan complejas como la DM1, en la mayoria de casos de forma dominante,
sigue siendo en la actualidad objeto de debate. En los ultimos afios, se han propuesto una
serie de hipdtesis, no necesariamente excluyentes, las cuales se discuten a continuacion y se

resumen en la Fig. 110.
4.1. Modelo de haploinsuficiencia de DMPK

Los transcritos DMPK mutantes, procesados y poliadenilados, son retenidos en el nucleo
formando grandes inclusiones ribonucleares (Taneja et al., 1995) (Fig. I6A-B). Estos transcritos
no entran en los denominados speckles o motas nucleares (compartimentos no membranosos
implicados en el procesado y posterior exportacion de mensajeros al citoplasma), sino que se
acumulan formando agregados en su periferia (Holt et al., 2007; Smith et al., 2007) (Fig. 16C-
D). Elbloqueoen el transporte delosmensajerosmutantes al citoplasma ocurre en la DM1
pero no enDM2, yaque en la DM2 las repeticiones CCTGse encuentran en un intron. Este
intron es procesado y retenido en el ndcleo formando inclusiones al igual que en la DM1, pero
los transcritos ZNF9 maduros son exportados al citoplasma y traducidos con normalidad (Botta
et al., 2006; Margolis et al., 2006). En la DM2, el intrén retenido se distribuye de manera
uniforme en el nucleoplasma y no se acumula alrededor de los speckles. Sin embargo, los
sintomas de la DM1 y la DM2 son muy similares, por lo que el hecho de que los transcritos
DMPK mutantes se localicen en su periferia no parece contribuir de manera significativa al

desarrollo de la patologia.

Figura 16 Los transcritos DMPK

mutantes forman inclusiones

nucleares. (A-B) Los transcritos DMPK

se acumulan enel nucleo de fibroblastos

de pacientes deDM1 (A) pero no en los
CAG individuos sanos (B). (C-D) Mioblastos
DAPI de pacientes con DM1 en los que los
transcritos DMPK se detectan en la
periferia de los speckles, marcados éstos
con un anticuerpo especifico contra el
factor de splicing 9G8. Imagenes A-B
tomadas de Taneja et al, 1995.
Imagenes C-E tomadas de Holt et al,
2007.

CAG 9G8 suma
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No obstante, el bloqueo en el transporte al citoplasma de los transcritos DMPK mutantes
llevé a proponer que una disminucion en los niveles de DMPK podria ser la causa de al menos
parte de los sintomas en la DM1. La mayoria de estudios iniciales mostraban niveles de ARNm
y proteina reducidos tanto en pacientes como en células en cultivo (Fu et al., 1993; Koga et al.,
1994, Novelli et al., 1993; Salvatori et al., 2005). Sin embargo, estudios posteriores pusieron de
manifiesto una situacion mas compleja. En 1995, Krahe et al. detectaron niveles del alelo
mutante reducidos respecto al alelo salvaje en el mésculo esquelético y lineas celulares de
pacientes, de manera proporcional al tamano de las repeticiones. Sin embargo, esta reduccion
s6lo afectaba a los transcritos procesados y no a los transcritos inmaduros, sugiriendo un
efecto de las repeticiones CUG a nivel post-transcripcional (Krahe et al., 1995). Ya que los
transcritos DMPK mutantes maduros se acumulan en agregados en el nucleo, algunos autores
argumentan que su deteccion se ve dificultada, lo cual explicaria los bajos niveles observados.
Utilizando nuevos reactivos mas especificos, Narang et al. encontraron no sélo que los niveles
de proteina DMPK no estan reducidos en los pacientes de DM1, sino que ésta se detecta 1.2-
1.6 veces mas que en los individuos sanos, mientras que en DMC los niveles estan sélo
ligeramente disminuidos (Narang et al., 2000). En conjunto, estos datos argumentan en contra
de la haploinsuficiencia de DMPK como posible causa de la enfermedad.

Por otro lado, los ratones knockout de Dmpk tan s6lo padecen miopatia tardia muy suave
que no es caracteristica de la DM1 (Jansen et al., 1996; Reddy et al., 1996), asi como defectos
en la conduccion cardiaca (Berul et al., 2000; Pall et al., 2003) e intolerancia a la glucosa
(Llagostera et al., 2007). Estos resultados sugieren que DMPK podria contribuir a la
sintomatologia cardiaca y la resistencia a la insulina tipicas de la DM1, pero una reduccién en
la funcién de este gen no es la causa principal del cuadro multisistémico de los pacientes. De
acuerdo con esta idea, no se han encontrado mutaciones puntuales en el gen DMPK
responsables de la DM1.

4.2. Modelo del efecto local sobre la cromatina

El gen DMPK se encuentra flanqueado en 3’ y 5§’ por los genes SIX5 (Entrez #147912) y
DMWD (Entrez #1762), respectivamente (Fig. 11). Algunos trabajos muestran que la expresion
de ambos genes esta reducida en los pacientes de DM1, probablemente debido a cambios en
la estructura local de la cromatina originados por la expansién de repeticiones CTG (Alwazzan
et al., 1999; Klesert et al., 1997; Thornton et al., 1997; Westerlaken et al., 2003). Esto llevé a
sugerir que el efecto sobre la expresion de genes vecinos podria contribuir a explicar sintomas
de la enfermedad independientes de DMPK.

En los pacientes de DM1, la expresién del alelo de SIX5 adyacente al alelo mutante de
DMPK esta reducida un 20-60%, pero no asi la expresiéon del alelo contiguo al alelo DMPK
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salvaje (Thornton et al., 1997). El gen SIX5 es miembro de la familia de genes SIX, los cuales
codifican proteinas que contienen un dominio SIX junto a un homeodominio. Los genes SIX son
homodlogos del gen sine oculis (so) de Drosophila, implicado en el desarrollo del ojo en mosca.
Al igual que su homoélogo en Drosophila, SIX5 también se expresa en estructuras oculares,
como la cornea, el epitelio de la lente y los fotorreceptores de la retina, entre otros. Los ratones
knockout de Six5 desarrollan cataratas, ademas de problemas en la conduccién cardiaca y
atrofia testicular (Sarkar et al., 2000). Originalmente, se propuso que la falta se SIX5 podria ser
responsable de las cataratas observadas en los pacientes. No obstante, éstos desarrollan un
tipo de catarata muy caracteristico denominado subcapular posterior, el cual otorga un aspecto
iridiscente al ojo cuando se ilumina con una lamparilla. El tipo de cataratas desarrollado por lo
ratones knockout de Six5 no coincide con el desarrollado por los pacientes de DM1.

El gen DMWD se expresa predominantemente en los testiculos y el cerebro. En los
pacientes de DM1 los niveles de transcritos DMWD estan reducidos, lo cual se ha relacionado
con sintomas como la esterilidad y los defectos neurolégicos (Westerlaken et al., 2003). Sin
embargo, esta reduccién tan sélo afecta a la fraccién citoplasmica y no a la nuclear. Esto indica
que la transcripcion del gen no esta alterada, descartando un efecto de la cromatina sobre su
expresion (Alwazzan et al., 1999). Puesto que los sitios de terminacién de la transcripcién del
gen DMWD no han sido mapeados con exactitud, se ha propuesto que DMWD y DMPK
podrian transcribirse como un uUnico transcrito fusionado, incluyendo éste parte de las
repeticiones CUG. De esta manera, los transcritos DMWD quedarian retenidos en el nucleo, al
igual que DMPK (Alwazzan et al., 1999).

4.3. Ganancia de funcion toxica del ARN

El hecho de que existan patologias causadas por la expansion de repeticiones en regiones
no codificantes de genes distintos que originan sintomas similares (p.e., DM1 y DM2) llevé a
proponer un mecanismo comun a todas ellas basado en una posible toxicidad del ARN. Segun
esta hipétesis, los ARNs portadores de repeticiones podrian interferir con el procesado de sus
propios transcritos, de transcritos diferentes o con proteinas de unién al ARN, lo que se conoce
como ganancia de funcién del ARN. Un apoyo decisivo para esta hipétesis proviene del trabajo
de Mankodi et al. en ratones transgénicos, los cuales expresando una expansion del
trinucleétido CUG en un ARNm heterdlogo consiguieron que estos animales desarrollasen
miotonia y defectos musculares tipicos de la DM1, demostrando que las repeticiones CUG
ejercen un efecto tdxico por si mismas (Mankodi et al., 2000). Posteriormente, otros modelos
generados en Drosophila confirmaron la toxicidad de las repeticiones CUG independientemente
de DMPK (de Haro et al., 2006; Garcia-Lopez et al., 2008).
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En el nucleo, los ARNs portadores de repeticiones CUG se pliegan formando una estructura
en horquilla capaz de unir y secuestrar factores de unién al ARN de doble cadena, formando
grandes inclusiones ribonucleoproteicas (Michalowski et al., 1999; Mooers et al., 2005). Hasta
la fecha, se ha descrito que las repeticiones CUG interfieren con la actividad de un nimero
creciente de proteinas nucleares, las cuales incluyen factores de transcripcion y factores de
splicing alternativo, asi como con microARNSs en el citoplasma.

4.3.1. Secuestro de factores de transcripcion

El secuestro de factores nucleares impide a dichas proteinas realizar sus funciones
normales en la célula. Se han aislado y caracterizado varias proteinas capaces de unirse a
horquillas CUG de doble cadena tanto in vitro como in vivo. Entre ellas destacan factores de
transcripcion como la proteina de especificidad 1 (Sp1), el receptor gamma del acido retinoico
(RARY) o los miembros de la familia de transductores de sefial y activadores de la transcripcion
STAT1 y STATS3 (Ebralidze et al., 2004). Algunos de estos factores pueden llegar a sufrir un
secuestro de hasta el 90% en células en cultivo, lo cual les impide activar la transcripcién de
sus genes diana, disminuyendo asi su expresion. Entre dichos genes se encuentra el canal de
cloro tipo 1 (CLC-1) especifico de musculo, diana del factor de transcripcion Sp1. Este gen
codifica un canal de cloro que se localiza en la membrana de las fibras musculares,
participando en la propagacion de potenciales de accién. La falta de CLC-1 es la responsable
de la miotonia en los pacientes, tanto en la DM1 como en DM2.

Otros factores de transcripcion alterados en la DM1 son NKX2-5 y MyoD (Amack et al.,
2002; Yadava et al., 2008). Estas proteinas estan relacionadas con el desarrollo y conduccién
cardiaca, y con la diferenciacién de mioblastos, respectivamente. Los niveles de NKX2-5 estan
aumentados en los pacientes, mientras que MyoD esta reducida. El motivo por el cual los
niveles de estos factores de transcripcion estan desregulados, asi como su relacién con la
formacién de horquillas CUG, se desconoce.

Hasta la fecha varios trabajos han demostrado que las repeticiones CUG afectan a la
expresion de un gran nimero de genes (Tabla 13). Utilizando microarrays de ratén, varios
autores han detectado al menos 175 transcritos musculares alterados por la expresion de
transcritos CUG expandidos (Du et al.; Osborne et al., 2009). Botta et al. analizaron los perfiles
de expresion de 96 genes relacionados con la funcién nerviosa a partir de biopsias de
pacientes de DM1 y DM2. Al menos seis de estos genes presentaban niveles alterados en
ambos casos, lo cual apoya la idea de un mecanismo de patogénesis comun a ambas
enfermedades (Botta et al., 2007). Sin embargo, para muchos de estos genes se desconoce si
existe una relacion entre el secuestro de factores de transcripcion descrito para la DM1 y los
cambios observados en sus niveles de expresion.
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Tabla 13. Ejemplos de genes con expresion reducida por expresion de expansiones CUG

Gen
serina peptidasa HtrA 1

Caspasa 12
Dickkopfhomodlogo 3

Funcion
Sefalizacion por IGF

Apoptosis
Sefalizacion por Wnt

Introduccion

Ref.
Osborne et al., 2009

Osborne et al., 2009
Osborne et al., 2009

—

—~

(

Solute carrier family 38, member4  Transportador de aminoacidos (Osborne et al., 2009)
Mindbomb homélogo 1 Sefalizacion por Notch (Osborne et al., 2009)
Gdapl Fision mitocondrial (Osborne et al., 2009)
Gremlin 2 homolégo Sefalizacion por BMP (Osborne et al., 2009)
Tiaml Funcién de microtubulos, receptor (Osborne et al., 2009)
Fosfolipasa A2, grupo VI Respuesta inflamatoria (Osborne et al., 2009)
canal de potasio Kcnabl Canal iénico (Osborne et al., 2009)
cLc-1 Canal ionico (Ebralidze et al., 2004)
Sp1 Factor transcripcion (Ebralidze et al., 2004)
Sp3 Factor transcripcién (Ebralidze et al., 2004)
RARy Factor transcripcién (Ebralidze et al., 2004)
SIX5 Factor de transcripcion (Thornton et al., 1997)
MyoD Diferenciacion de mioblastos (Amack et al., 2002)

4.3.2. Secuestro de factores de splicing alternativo

Ademas de factores de transcripcion, las repeticiones CUG (y CCUG) secuestran factores
que participan en el splicing alternativo de mensajeros. Entre éstos se encuentran las
ribonucleoproteinas heterogéneas nucleares hnRNP F y hnRNP H (Jiang et al., 2004; D. H.
Kim et al, 2005), asi como las proteinas de la familia Muscleblind MBNL1-3 (del inglés
Muscleblind-like proteins 1-3) (Fardaei et al., 2002; Kino et al., 2004; Mankodi et al., 2003;
i/liller et al., 2000) (Fig. 17).

Figura 17. Secuestro de MBNL1 en

inclusiones  nucleares de repeticiones

CUG. Lafigura  muestra  secciones

transversales de musculo esquelético de
pacientes con DM1 (A-C) y DM2 (D-F). En
ambos casos la proteina MBNL1 se muestra
en verde (A, D) y los ARN CUG expandidos en
rojo (B, E). Ambas sefiales colocalizan en el
nucleo (C, F; amarillo), contrastado con DAPI
(azul).  Figura tomada de (Osborne &

Thornton, 2006).
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Debido a este secuestro, los pacientes presentan alteraciones en el procesado alternativo
de al menos 156 transcritos (Tabla 14 y Du et al., 2009), lo que llevé a acuiiar el término de
espliceopatia, para el cual la Distrofia Mioténica es el primer ejemplo descrito. Todos los
sucesos de splicing alterados'que se han encontrado hasta la fecha consisten en la presencia
de variantes propias de estadios embrionarios del desarrollo en lugar de las isoformas adultas
(Lin et al., 2006). Uno de los transcritos mas estudiado es el del canal de cloro tipo 1, CLC-1.
Durante el procesado de estos ménsajeros en los pacientes éstos incorporan el exén 7a, el
cual contiene un codén de parada prematuro que da lugar a una proteina truncada (Charlet-B
et al, 2002; Mankodi et al, 2002). En la poblaciéon sana esta variante truncada tan sélo esta
presente en el feto, mientras que en los pacientes se mantiene a lo largo de toda la vida. La
proteina CLC-1 truncada no sélo no es funcional, sino que se ha propuesto que actia como
una forma dominante negativa sobre las formas procesadas correctamente. Ademas, los
transcritos que incluyen el exén 7a estan sujetos a degradacién por la via NMD (del inglés
nonsense-mediated mRNA decay). Este hecho, sumado a la disminucién en la tasa de
transcripcién del gen observada por Ebralidze et al., provoca una reduccién en la conductancia
al cloro, causando una desporalizacién y desestabilizacién de los potenciales de membrana en
las fibras musculares, lo que desencadena miotonia. Otros transcritos alterados en la DM1 son
los del gen del receptor de la insulina, IR, cuyo procesado alternativo en el masculo de los
pacientes da lugar a la inclusién del exén 11. Las formas que incluyen el exén 11 codifican una
proteina que recibe el nombre de IR-B, mientras que las formas que lo excluyen se denominan
IR-A. La isoforma IR-B es una variante atipica poco sefalizadora, que en la poblacién sana
deja de expresarse progresivamente con la edad, a la vez que la isofoma IR-A aumenta. En los
pacientes, la falta de sefalizacién causada por la presencia de la isoforma IR-B es la
responsable de la resistencia a insulina (Savkur et al, 2001). La ATPasa dependiente de calcio
SERCA vy el receptor de la rianodina, RyR, son proteinas implicadas en mecanismos de
homeostasis intracelular de calcio durante procesos de relajacién/contraccibn muscular. Al
igual que en los casos anteriores, ambas presentan un patrén de splicing fetal en los pacientes
adultos (Kimura et al, 2005), lo que podria explicar el desgaste y la degeneracién muscular. Por
ultimo, los mensajeros de la troponina T cardiaca (TNNTZ2) sufren una alteraciéon similar por
inclusién del exén fetal 5, pudiendo ser ésta la causa de los problemas cardiacos en los
pacientes (Philips et al, 1998).
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Tabla 14. Ejemplos de transcritos con procesado alternativo desregulado en la DM1 y DM2

| |

Transcrito Exén DM1 DM2 Mbnl1™ Ref.
Musculo esquelético
APL ex 5a, 5b + + + (Lin et al., 2006)
CAPN3 ex 16 + + + (Lin et al., 2006)
CLN1 int2,ex7a,8a + + + (Charlet et al., 2002; Mankodi et al., 2002;

Salvatori et al., 2009)

FHOS ex 11a + + + (Lin et al., 2006)
GFAT1 ex 10 + - + (Lin et al., 2006)
IR ex 11 + + N.D. (Savkur et al., 2001; Savkur et ai., 2004)
MBNL1 ex7 + + + (Lin et al., 2006)
MBNL2 ex7 + + + (Lin et al., 2006)
MTMR1 ex2.1,22 + N.D. N.D. (Buj-Bello et al., 2002)
NRAP ex 12 + + + (Lin et al., 2006)
RYR1 ex 70 + N.D. N.D. (Kimura et al., 2005)
SERCA1 ex 22 + + + (Kimura et al., 2005; Lin et al., 2006)
z-Titin ex Zr4, Zr5 + + + (Lin et al., 2006)
m-Titin M-line ex5 + + + (Lin et al., 2006)
TNNT3 ex fetal + + N.D. (Kanadia, Johnstone et al., 2003; Salvatori et
al., 2009)
ZASP ex 11 + + + (Lin et al., 2006)
Corazén
TNNT2 ex5 + N.D. N.D. (Philips et al., 1998)
ZASP ex 11 + + + (Mankodi et al., 2001)
m-Titin M-line ex 5 + + + (Mankodi et al., 2001)
KCNAB1 ex2 + N.D. N.D. (Mankodi et al., 2001)
ALP ex5 + N.D N.D (Mankodi et al., 2001)
ANK2 ex 21 + N.D. - (Orengo et al., 2008)
CAPZB ex 8 + N.D. - (Orengo et al., 2008)
FXR1 ex 15, 16 + N.D. - (Orengo et al., 2008)
Cerebro
TAU ex 2,10 + + N.D. (Jiang et al., 2004; Maurage et al., 2005;
Sergeant et al., 2001)
APP ex7 + N.D. N.D. (Jiang et al., 2004)
NMDAR1 ex5 + N.D. N.D. (Jiang et al., 2004)

N.D., ho determinado

De los 156 transcritos alterados en la DM1, al menos 128 estan también desregulados en
ratones knockout de Mbni1 (Du et al.; Kanadia, Johnstone et al., 2003; Lin et al., 2006) (Tabla
14), sugiriendo que el secuestro y subsiguiente pérdida de funcién de MBNL1 juega un papel
crucial en la enfermedad. El trabajo de Kanadia et al. en dichos ratones demostré el papel
clave de las proteinas MBNL en el desarrollo de la DM1. Los autores describieron que estos
animales presentan cataratas del tipo iridiscente, sufren miotonia y defectos histolégicos a nivel
muscular (Kanadia, Johnstone et al., 2003). Los ratones knockout de Mbni2 también
desarrollan miotonia (por un procesado incorrecto de los transcritos Clcn-1) y otras alteraciones
musculares tipicas de la DM1 (Hao et al.,, 2008). Ademas, la sobreexpresién de Mbhl1 en
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ratones modelo que expresan 250 repeticiones CTG revierte los defectos en el procesado de al
menos 4 transcritos (Serca1, Clcn1, Tnnt3 y ZASP), asi como la miotonia (Kanadia et al.,
2006). En Drosophila, los embriones mutantes mb/ presentan desorganizacién de las bandas Z
de los sarcémeros, hipercontraccion del abdomen (Artero et al., 1998) y alteraciones en el
procesado alternativo de transcritos como ZASP, troponina T (tnT) y la a-actinina (Machuca-
Tzili et al., 2006; Vicente-Crespo et al., 2008). Del mismo modo, la sobreexpresion de MBNL1
en moscas modelo que expresan 480 repeticidnés CTG4suprime fenotipos provocados por las
repeticiones (de Haro et al., 2006; Garcia-Lopez et al., 2008). Todos estos resultados
supusieron un giro de 180° en el estudio de la DM1, a partir del cual las proteinas Muscleblind
se han considerado un elemento determinante en el desarrollo de la enfermedad.

Otros posibles componentes de las inclusiones ribonucleares en la DM1 son las proteinas
de unién al ARN NonA, Staufen y Split ends, las cuales se han visto asociadas a repeticiones
en modelos en mosca (Houseley et al., 2005; Mutsuddi et al., 2004).

En conjunto, el secuestro de proteinas nucleares como factores de transcripcion y factores
de splicing aporta una explicaciéon plausible al efecto multisistémico de la enfermedad, asi
como al desarrollo de sintomas comunes entre la DM1 y la DM2. Posteriormente a que la
hipétesis de la ganancia de funcion téxica del ARN fuese propuesta para la Distrofia Mioténica,
se ha demostrado la existencia de un mecanismo de patogénesis similar para otras
enfermedades como FXTAS, SCA3, SCA8, SCA 10, SCA 12 y HDL2 (Daughters et al., 2009; L.
B. Li et al., 2008; Ranum & Cooper, 2006; Rudnicki et al., 2007).

4.3.3. Secuestro de microARNs

Recientemente se ha sugerido que los mensajeros con expansiones de repeticiones CUG
podrian también secuestrar microARNs en el citoplasma, proporcionando asi un mecanismo
adicional por el cual las repeticiones interferirian en la regulacion de la expresion de otros
genes (Hon & Zhang, 2007). Los microARNs son moléculas de ARN pequefias de 21-25 nt.
Estos funcionan como represores post-transcripcionales, regulando la expresién de genes
concretos al unirse a secuencias de aproximadamente 7 nt en la region 3'UTR de sus
transcritos diana. Esta regién es complementaria a una zona situada en el extremo 5’ de los
microARNs denominada region seed o semilla. La regiéon semilla de al menos seis microARNs
(mir-15a, mir-15b, mir 16, mir-103, mir-107, mir-214 y mir-195) contiene muiltiples sitios de
union putativos a repeticiones CUG de manera solapante (Fig. 18). De manera interesante, se
ha descrito que los microARNs mir-107 y mir-103 se expresan en corazon, cerebro y muisculo
esquelético de ratén (Babak et al., 2004), tejidos ampliamente afectados en la DM1.
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B

5 CUGCUGCUGCUGCUGCUGCUG 3¢ mjR-15a UAGCAGCACAUAAUGGUUUGUG
mjR-16 UAGCAGCACGUAAAUAUUGGCG
miR-15b UAGCAGCACAUCAUGGUUUACA
miR-103 AGCAGCAUUGUACAGGGCUAUGA
miR-107 AGCAGCAUUGUACAGGGCUAUCA
miR-214 ACAGCAGGCACAGACAGGCAG

fragmentos complementarios a miR-195 UAGCAGCACAGAAAUAUUGGC
la regiéon semilla de miR-15

Figura 18 Secuestro de microARNs por las repeticiones CUG. (A) Diagrama que muestra como una secuencia de 7
repeticiones CUG podria dar lugar a 5 sitios de unién a microARNs con regiones semilla ricas en CAG. (B) microARNs que
contienen regiones semilla ricas en CAG, la unién de los cuales a repeticiones CUG ha sido predicha mediante herramientas
bioinformaticas. Sélo la region semilla del microARN miR-214 tendria desapareamientos con las secuencias CUG (subrayado).
Figura modificada de Hon & Zhang, 2007.

El secuestro de microARNs especificos por parte de las repeticiones CUG podria tener dos
consecuencias potencialmente patologicas. En primer lugar, alteraria la estequiometria de
microARNSs libres en la célula, afectando a la expresion de sus transcritos dianas. Por otro lado,
estarian reclutando al complejo RISC, afectando de manera inespecifica a otros transcritos en
la célula. Sin embargo, hasta la fecha todavia no existen evidencias que demuestren que esto

ocurre in vivo.
4.4. Modelo del silenciamiento de genes por generacion de fragmentos de siRNA

Las repeticiones CUG de los mensajeros DMPK adquieren en el nucleo una estructura de
ARN en horquilla de doble hebra antiparalela muy similar a la forma A del ARN (Fig. 19),
excepto por los desapareamientos U-U (Michalowski et al., 1999; Mooers et al, 2005). En
2005, Malinina propuso que los transcritos portadores de horquillas de ARN de doble cadena
formadas por repeticiones (CNG)n podrian ser procesados por la ruta del ARN interferente,
generando fragmentos de ARN interferente pequefios (siRNA o microARN) y silenciando la
expresion de genes portadores de secuencias (CNG)n complementarias con n > 7 (Malinina,
2005). La proteina MBNL1 contiene un tramo de 7 alaninas codificado por la secuencia
GCAGCUGCUGCAGCUGCUGCA. Esta secuencia es parcialmente complementaria a las
repeticiones CUG, por lo que los transcritos de MBNL1 podrian sufrir silenciamiento. Asimismo,
todas aquellas proteinas con tramos poli-Glutamina (poliQ) codificados por tripletes CAG serian

también potenciales dianas para su silenciamiento.
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Figura 19. Estructura de las repeticiones CUG. (A) Representacion
esquematica de la resolucion del cristal de un ARN de 18 pb que
contiene 6 repeticiones CUG (CUG)6. Este ARN forma una hélice de
doble cadena antiparalela con apareamientos C-G y desapareamientos
U-U. La estructura de esta horquilla tiene una alta similitud con la
estructura del ARN-A, tal y como se observa en la figura B donde se
muestra una superposiciéon de ambas ((CUG)6 en azul y ARN-A en

rojo). Figura tomada de (Mooers et al., 2005).

En 2007, esta hipétesis fue ensayada por primera vez en cultivo celular e in vitro, utilizando
olignonucledtidos con las repeticiones causantes de DM1 ((CUG)n), HD ((CAG)n) y SCA1
((CAG)n). Los autores demostraron que dichos ARNs podian ser procesados por la
ribonucleasa Dicer, y que los fragmentos de siRNA generados causaban una disminuciéon en
los niveles de oligonucledtidos de secuencia complementaria (Krol et al., 2007). Hasta la fecha,

no obstante, los resultados obtenidos en ratdn parecen descartar que esto ocurra in vivo
(Osborne et al., 2009).
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Figura 110. Modelo molecular de patogénesis de la DM1. (A) Efectos en cis de la mutacién DM1. La DM1 tiene su base en
una expansion de repeticiones CTG en una region no traducida del gen DMPK. La presencia de repeticiones altera la estructura
local de la cromatina, lo cual afecta a la transcripcion del gen vecino SIX5. Los transcritos de otro gen adyacente a DMPK|
DMWD, quedan retenidos en el nlcleo posiblemente fusionados a los transcritos DMPK mutantes. (B) Efectos en trans de la
mutacion DM1. Las expansiones CUG en los transcritos DMPK mutantes se pliegan formando un ARN de doble cadena que
secuestra factores de transcripcion (STAT1, STAT3, Sp1 y RARY), fatores de splicing (MBNL, hnRNPH y hnRNPF) y otras
proteinas relacionadas con el metabolismo de! ARN (Staufen y NonA). Los transcritos mutantes en el citoplasma podrian
secuestrar microARNs de manera proporcional al nimero de tripletes CUG. Por otro lado, ellos mismcs podrian ser una fuente
potencial de siRNAs al ser procesados por Dicer. Los niveles de otro factor de splicing, la proteina CUGBP1, estan aumentados
en el nucleo debido a su hiperfosforilacion por PKC en el citoplasma y subsiguiente estabilizacién y translocacion al nucleo. Este
incremento parece ser independiente del niumero de repeticiones CUG y responderia a cambios en los niveles de DMPK (ver
apartados 5.2 y 7.3 de la Infroduccién). Las proteinas CUGBP1 y MBNL1 son factores de splicing antagonistas, cuyo equilibrio
regula la transicion de patrones de procesado fetal a adulto.

5. Papel de las proteinas Muscleblind en el desarrollo de la DM1

5.1. MBNL1-3 son proteinas de dedos de zinc necesarias durante el desarrollo muscular

Las proteinas Muscleblind (Mbl) fueron descritas por primera vez en Drosophila
melanogaster en nuestro laboratorio hace mas de una década (Artero et al., 1998; Begemann
et al., 1997). Posteriormente, se han descrito proteinas Mbl en diferentes organismos desde
nematodos (Caenorhabditis elegans) hasta vertebrados. En invertebrados existe un solo gen
mbl (Pascual et al., 2006), el cual codifica en Drosophila al menos 7 isoformas diferentes (Mbl
A-G, Fig. 111B). En humanos, al igual que en la mayoria de vertebrados, existen 3 genes
paralogos diferentes (MBNL1, MBNL2, and MBNL3, del inglés Muscleblind like), cada uno de
los cuales codifica a su vez al menos 9, 3 y 6 isoformas distintas respectivamente (Fardaei et
al., 2002; Miller et al., 2000; Pascual et al., 2006).

Todos los miembros de la familia Muscleblind se caracterizan por la presencia en su
extremo Nt de dominios de dedos de zinc del tipo CCCH (Pascual et al., 2006). Estos dominios
se encuentran altamente conservados en todas las proteinas Mbl de metazoos, tanto en
protéstomos (los cuales contienen dos motivos en tandem) como deuteréstomos (con cuatro
motivos en tandem). El hecho de que los organismos deuter6stomos posean cuatro motivos
hizo sugerir en un primer momento que el primer par de dedos pudo sufrir una duplicacién a lo
largo de la evoluciéon durante la especiacion de vertebrados. Sin embargo, posteriormente se
han detectado en Drosophila nuevas isoformas Mbl que contienen 4 dedos de zinc (Fernandez-
Costa y Artero, 2010), indicando que el segundo par pudo haberse perdido en invertebrados.

Los dominios de dedos de zinc funcionan como mddulos de interaccién que unen ADN,
ARN, proteinas u otras moléculas pequefias. Estos pueden coordinar uno o mas iones de zinc,
lo cual es critico tanto para su funcién como para la estabilidad de su estructura secundaria. El
estudio de los cuatro dedos de zinc de MBNL1 (MBNL'?°) mediante espectroscopia de
dicroismo circular llevé a determinar que la mayor parte de la proteina carece de estructura
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secundaria, a excepcion de una pequefia porcidon que podria contener laminas @ (Warf &
Berglund, 2007). Los autores demostraron, ademas, que la integridad de los dedos de zinc de
MBNL1 es imprescindible para la union de la proteina al ARN, ya que la sustitucion de
cualquiera de los residuos de cisteina por otro aminoacido inhibe la interaccion. El estudio de la
union de MBNL1 a secuencias (CUG)n, asi como a los transcritos TNNT2y TNNT3, ha llevado
a determinar que el mecanismo de reconocimiento de esta proteina a sus dianas es
dependiente de la presencia de desapareamientos pirimidina-pirimidina y de la localizacién de
los pares C-G y G-C en la horquilla, indicando que MBNL1 reconoce motivos estructurales en
el ARN (Goers et al., 2008; Warf & Berglund, 2007; Yuan et al., 2007). Mediante estudios de
deleciones en los transcritos TNNT2 humanos y de pollo, se defini6 un motivo de union a
MBNL1 formado por la secuencia YGCU(U/G)Y, donde Y=U o C. Ademas, utilizando la técnica
de generacion de aptameros SELEX (del inglés systematic evolution of ligands by exponential
enrichment, (Tuerk & Gold, 1990)), se identific6 una secuencia consenso de unién para la
proteina Mbl de Drosophila (AGUCU), a la cual se une con mayor afinidad que a las
repeticiones CUG. Por ultimo, ademas de a moléculas de ARN de doble cadena, tanto los
dedos de zinc de MBNL1 humano como de Mbl de Drosophila pueden unir secuencias de ARN
de cadena sencilla (Goers et al., 2008; Ho et al., 2004) y al ADN (Kino et al., 2004).
Recientemente se ha resuelto la estructura en cristal de los dominios de dedos de zinc 3
(ZnF3) y 4 (ZnF4) de MBNL1, tanto en su forma libre como unidos al ARN. Estos dedos se
unen respectivamente a tramos GC y GCU en secuencias del tipo r(CGCUGU). Esta unién
ocurre de manera especifica mediante puentes de hidrégeno e induce la formacion de
horquillas de ARN en las que cada dedo se dispone de manera antiparalela respecto al otro
(Teplova & Patel, 2008) (Fig. 111A). La estructura en solucién de los 4 dedos de zinc de la
proteina MBNL2 también ha sido resuelta. En este caso, cada par de dedos da lugar a una
estructura similar a la descrita para los dedos ZnF3 y ZnF4 de MBNL1, formando ambos pares
una estructura simétrica entre si (He et al., 2009).
Figura 111. Motivos de las proteinas
Muscleblind. (A) Esquema que muestra
la union de los dedos de zinc 3 (ZnF3) y

4 (ZnF4) de MBNL1 a un ARN de
secuencia r(CGCUGU). ZnF3 y ZnF4 se

MbIC 1| disponen de manera antiparalela en el
MbID | S -
KRAK A oA an oA A interior de la hebra, uniéndose a tramos
A0 O 8 GC vy GCU respectivamente. (B)
Mb.F O K J* . .
- Isoformas Mbl de Drosophila descritas
MbIG J}_

hasta la fecha, donde se sefiala la
localizacién de los dedos de zinc, asi

ZnF1  ZnF2 como de otros motivos conservados.
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Ademas de los dedos de zinc, las proteinas Muscleblind tienen conservado un dominio
de seis aminoacidos en el extremo Ct denominado KRAEK (Pascual et al., 2006; Fernandez-
Costa y Artero, 2010) (Fig. 111B). Aunque originalmente se sospeché que se trataba de un sitio
de sumolizacion de la proteina, mas tarde se demostré que, al menos en Drosophila, esta
secuencia esta implicada en la localizacién subcelular diferencial de las isoformas Mbl
(Fernandez-Costa y Artero, 2010). Asi, la presencia del motivo KRAEK en el extremo Ct de la
proteina favorece su transporte al nucleo. Se ha descrito que este motivo no es necesario para
la actividad de MbIC como factor de splicing in vitro. Sin embargo, la presencia de mutaciones
puntuales en esta regién causa un incremento en la muerte celular en la linea de células
embrionarias S2 de Drosophila en cultivo, posiblemente debido a una acumulacion téxica de la
proteina en el citoplasma (Vicente-Crespo et al., 2008).

En Drosophila, mbl se expresa a partir de la segunda mitad de la embriogénesis en la
musculatura somatica, faringea y visceral, en el cordén nervioso ventral, en los fotorreceptores
de la larva (Artero et al, 1998; Begemann et al., 1997) y en el cerebro y ojos de moscas
adultas, entre otros tejidos (www.flyatlas.com). En humanos y en ratén, MBNL1 se expresa
mayoritariamente en el musculo y corazén, mientras que MBNL2 estad presente en niveles
similares en todos los tejidos. MBNL3 se encuentra principalmente en la placenta, y en menor
medida también en el corazén, higado, riién y pancreas, aunque no lo hace en el musculo
esquelético (Fardaei et al.,, 2002; Kanadia, Johnstone et al., 2003; Kanadia, Urbinati et al.,
2003). Por ultimo, Dmpk y Mbni1 presentan un patrén de expresion solapante durante el
desarrollo de las extremidades y del sistema nervioso en ratén, asi como en los musculos del
diafragma y la lengua (Kanadia, Johnstone et al., 2003). Ademas de tener un patrén de
expresion distinto, las proteinas MBNL1-3 tienen funciones diferentes. Asi, algunos trabajos
han implicado a MBNL1 como promotor de la diferenciacion muscular, ya que su actividad
aumenta cuando se induce la diferenciaciéon a miotubos en mioblastos C2C12 de ratén en
cultivo celular (Adereth et al., 2005; Miller et al., 2000; Squillace et al., 2002). Sin embargo,
otros autores afirman que su papel promotor en el desarrollo muscular vendria dado al
mantenerse su expresiéon constante durante el proceso diferenciacion, al menos en mioblastos
humanos (Holt et al., 2009; K. S. Lee et al., 2007). Los niveles de MBNL3 se reducen durante la
diferenciacion de mioblastos C2C12, y la sobreexpresién de esta proteina inhibe la expresion
de genes especificos del desarrollo muscular como la miogenina o la cadena pesada de la
miosina (Mhc) (K. S. Lee et al., 2007). Estos resultados han llevado a sugerir que la
disminucién de MBNL3 podria ser un marcador de la entrada en diferenciacion de las células
musculares, aunque otros autores argumentan que la proteina no se detecta en ningun
momento del desarrollo en secciones de musculo esquelético humano (Holt et al., 2009). Por
tltimo, aunque existen trabajos que describen que no hay cambios en los niveles de MBNL2
durante la miogénesis, otros han descrito una disminucién de la proteina al comienzo de la
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diferenciacion de mioblastos, manteniéndose su expresion tan sélo en las fibras en
regeneracién (Holt et al., 2009). Los estudios in vivo en organismos modelo han confirmado
que las proteinas Mbl desempefian un papel crucial en el correcto desarrollo del musculo. En
Drosophila, los mutantes mbl/ mueren como larva de primer estadio (L1) en el interior del
huevo, al ser éstas incapaces de abrir el corion y eclosionar. A nivel ultraestructural, en estos
individuos las bandas Z de los sarcomeros musculares se muestran desordenadas con pérdida
de bandas |, lo cual es tipico de musculos en estado hipercontraido. Por otro lado, la matriz
tendinosa que media la unién del musculo a la epidermis esta reducida en las larvas mutantes
(Artero et al., 1998). Ademas, el Unico regulador transcripcional de mbl/ descrito hasta la fecha
es la proteina Mef2 (del inglés myocyte enhancing factor), la cual es un activador clave durante
la miogénesis.

5.2. Funcién molecular de las proteinas Muscleblind en el metabolismo del ARN

Hasta hace tan sélo unos afos, apenas se disponia de informaciém acerca de la
funcién molecular de las proteinas Muscleblind. Sin embargo, en menos de una década se ha
logrado avanzar enormemente en el estudio del papel de estas proteinas en la célula. Se sabe
que MBNL2 participa en la localizacién subcelular de transcritos como la 8-actina y la integrina
a3 desde el nicleo a las adhesiones focales en la periferia celular para su traduccién (Adereth
et al., 2005). No obstante, la funcién mas estudiada de las proteinas MBNL es su papel como
factores de splicing alternativo especificos de tejido en el musculo esquelético, corazén vy
sistema nervioso. Estos factores regulan el procesado de transcritos que codifican proteinas
estructurales del sarcomero (ZASP, Titina, Actinina y Troponina), de adhesion cellular y
citoesqueleto (proteina LIM 1 de unién a Actina, Nrap y Fibronectina), o de excitacion y
contraccion muscular (Serca1, CLC-1 y RyR) y sefalizacién (IR, Sorbs1 y MTMR1), entre otras
(Tabla 14). Ademas, MBNL1 se une de manera directa al menos a tres de estos transcritos:
SERCA1, TNNT2y TNNT3 (Hino et al., 2007; Ho et al., 2004; Warf & Berglund, 2007). Algunas
de estas dianas estan conservadas en distintos organismos a lo largo de la evolucién. Asi, los
mutantes del gen mb/ en Drosophila tienen defectos en el splicing de los transcritos ZASP y
Troponina T (tnT) (Machuca-Tzili et al., 2006; Vicente-Crespo et al., 2008). Por otro lado, los
dedos de zinc de las proteinas Muscleblind de Drosophila pueden unirse de manera especifica
a los transcritos TNNT2 humanos y la proteina MbIC de mosca es capaz de promover el
splicing del exdn fetal F en los transcritos Tnnt3 de ratdn (Goers et al., 2008; Vicente-Crespo et
al., 2008), indicando que los mecanismos de reconocimiento de las proteinas Muscleblind son
similares en organismos diferentes (Warf and Berglund, 2007; Goers et al., 2007 and Yuan et
al., 2008). Ademas, la expresion de MBNL1 en embriones mutantes mb/ de Drosophila rescata
fenotipos provocados por la falta de funcién del gen endégeno, demostrando que las proteinas
Mbl humanas y de Drosophila son intercambiables funcionalmente (Monferrer & Artero, 2006).
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Las proteinas Muscleblind pueden desempefiar un papel tanto activador como represor
del splicing alternativo de exones especificos (Du et al.). El estudio del exén 5 de la TNNT2 dio
lugar a un modelo de represion en el cual MBNL1 se une a estructuras en horquilla cerca del
sitio 3’ de splicing del intron 4 (Warf & Berglund, 2007) (Fig. 112). MBNL1 estabilizaria esta
estructura, impidiendo su reconocimiento por parte de otras proteinas de la maquinaria de
splicing. La union de U2AF65 al ARN es el primer paso para el reclutamiento de dicha
maquinaria. Esta proteina se une al intron 4 de los transcritos TNNT2 cuando éste se
encuentra en forma de cadena sencilla, pero no cuando lo hace en doble cadena. De esta
manera, MBNL1 y U2AF65 se unirian al ARN de manera competitiva, por lo que la unién de

MBNL1 desencadenaria en la inhibicion de la inclusion del exéon 5 (Warf, Diegel et al., 2009).

Figura. 112. Modelo del papel
| MBNL

Slem lormation represor de MBNL1 sobre el
—| Exon 4 | Exon 5 | fExon 6 |— splicing del exén 5 en los
- transcritos TNNT2. (A) Si no
A 1 B ’_ U2 irecruitmont se forma la horquilla, la
Uz recrmtmenl X otocKed by MBNL magquinaria de splicing reconoce
— | Exofi" j Exon S = j Exon 4 Exon5 | Exon 6 |— €l sitio de unién en el intrén 4 y
el exon 5 se incluye en los
sptceosome recruitment & splicing spkceosome recruitment & splicing transcritos maduros. (B) Si la
Exon 6 f- Exon 4 Exoni horquilla se forma y MBNL1 se
Exon + une, la maquinaria de splicing
mMRNA mRNA no se recluta y el exén 5 no se
—j Exon 4 | Exon'S | Exon 6 } —{Exon 4 | Exon 6 |- incluye. Figura tomada de Warf
y Berglund, 2007..
5.3. Las proteinas Muscleblind y CUGBP1 regulan cambios en el splicing de manera

antagonista durante el desarrollo

En su papel regulador del splicing alternativo, la proteina MBNL1 antagoniza la accién
de otro factor de splicing miembro de la familia de proteinas CELF (CELF1-6, del inglés CUG-
BP and ETR-3-like factor): CUGBP1 (del inglés CUG Binding Protein 1, también llamada
CELF1 o BRUNOLZ2). Las proteinas CELF contienen tres dominios de unién al ARN del tipo
RRM (del inglés RNA recognitition motif) y un linker o dominio de divergencia que difiere entre
las distintas proteinas CELF. A diferencia de MBNL1, CUGBP1 no se une a horquillas CUG de
manera estable y no forma inclusiones nucleares en los pacientes (Jiang et al., 2004; Mankodi
et al., 2005). Por el contrario, en la DM1 los niveles de CUGBP1 estan aumentados en
mioblastos, musculo esquelético y corazén en un orden de 3-5 veces (Savkur et al., 2001;
Timchenko et al., 2001). El aumento de CUGBP1 se debe a su hiperfosforilacion por la proteina
kinasa C (PKC), cuya actividad esta incrementada en los pacientes (Kuyumcu-Martinez et al.,
2007). La hiperfosforilacion de CUGBP1 por PKC tiene dos consecuencias principales: su

estabilizacion en las células y un cambio de localizacién subcelular del citoplasma al nucleo.
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Entre las funciones de la proteina CUGBP1 destacan su papel como regulador del splicing
alternativo y como regulador positivo de la traduccién de proteinas como p21, C/EBPbeta y
Mef2A en el musculo esquelético (Timchenko et al., 2004; Timchenko et al, 1999). La
sobreexpresion de Cugbp1 en ratén causa distrofia muscular, un incremento en el nimero de
fibras musculares de tipo | y un retraso en el desarrollo muscular, ademas de cambios en el
patréon de splicing de una serie de transcritos como /R, CLC-1 y TNNT2. (Timchenko et al.,
2004).

El balance entre las proteinas MBNL1 y CUGBP1 regula la inclusién o exclusiéon de
exones alternativos en determinados pre-mensajeros, por lo que el desequilibrio entre ambas
actividades en los pacientes origina alteraciones en el procesado alternativo de un gran nimero
de transcritos (Ho et al., 2004; Lin et al., 2006; Philips et al., 1998; Savkur et al., 2001). Un
ejemplo es el exdn 5 de la troponina cardiaca TNNT2. Mientras MBNL1 reprime su inclusién en
los transcritos maduros, CUGBP1 la promueve (Ho et al., 2004). MBNL1 y las proteinas CELF
reconocen regiones distintas en los mensajeros inmaduros, por lo que el antagonismo entre
ambas proteinas no se debe a competencia por el sitio de reconocimiento (Ho et al., 2004;
Philips et al., 1998). La regulacién de la inclusién del exén 11 del receptor de la insulina IR es
otro ejemplo sujeto al antagonismo entre MBNL1 y CUGBP1, aunque en este caso MBNL1
promueve la inclusién del exén 11, mientras que CUGBP1 induce su exclusién (Ho et al.,
2004). La proteina hnRNP H, otro factor de splicing secuestrado por las repeticiones CUG en la
DM1, juega también un papel en la regulacién del procesado de los transcritos /IR. La
sobreexpresion de hnRNP H en mioblastos da lugar a exclusién del exén, al igual que
CUGBP1. Ademas, se ha demostrado que hnRNP H y CUGBP1 interaccionan fisicamente y
que esta interaccidon no estda mediada por la presencia de ARN (Paul et al, 2006). La
cotransfeccion de MBNL1 y hnRNP H en mioblastos reduce la accién de la segunda sobre el
ex6n 11 de IR, pero la transfecciéon de MBNL1 no tiene el mismo efecto en mioblastos en los
que hnRNP H no se sobreexpresa, lo que sugiere que MBNL1 podria reprimir a hnRNP H via
una interaccion fisica entre ambas proteinas.

En condiciones no patolégicas, la expresion de CUGBP1 en el corazén disminuye de
manera dramatica durante el desarrollo hasta niveles apenas detectables en individuos adultos.
Asimismo, tras el nacimiento la localizacién subcelular de Mbnl1 cambia de citoplasmica
(estadio P2 en ratén) a nuclear (estadio P5-P20) (Kalsotra et al., 2008; Lin et al., 2006) (Fig.
113A). Durante este periodo, el musculo sufre una serie de remodelaciones que implican
cambios en los programas transcripcionales y post-transcripcionales de las células. Parte de
dichos cambios comprenden transiciones en el patrén de splicing alternativo de una serie de
transcritos. Kalsotra et al. llevaron a cabo un estudio exhaustivo acerca de los cambios en los
patrones de splicing que ocurren en ratén durante el desarrollo del corazén (Kalsotra et al.,
2008). En este estudio los autores describen transiciones en el splicing de 63 transcritos, 48 de

30



Introduccién

las cuales también ocurren en pollo. El analisis de las secuencias flanqueantes de los exones

implicados revel6 que los intrones adyacentes a los exones alternativos sujetos a cambios
estan enriquecidos en motivos de union a proteinas CELF (UGUGU/GUGUG) y a MBNL1

(UGCGC). Los autores estudiaron 44 de las 63 transiciones identificadas también en ratones

knockout de Mbnll (Mbnll'A) y en ratones trangénicos Cugbpl, y encontraron que 5 de estos

cambios no ocurrian correctamente en los primeros animales, 13 estaban alterados en los

segundos y 6 en ambos de manera antagonista (Tabla 15). Estos resultados demuestran la

importancia de las proteinas CELF y MBNL1 durante el desarrollo muscular, y proporcionan

una explicacion a la presencia de variantes de splicing embrionarias de transcritos musculares

en los pacientes de DM1 adultos (Fig. 113B).

embrién adulto

MBNL

MBNL

Figura 113. Cambios en la localizacion celular de
CUGBP1 y MBNL1 durante el desarrollo. (A) En
estadios tempranos, la proteina MBNL1 se localiza
principalmente en el citoplasma, mientras que
CUGBP1 o hace en el nucleo. Conforme el desarrollo
avanza, los niveles de CUGBP1 se reducen hasta 10
veces y MBNL1 aumentan en un orden de 4 veces,
ademas de pasar a localizarse en el nucleo. (B) En los
pacientes de DM1, los niveles de CUGBP1 en el
nicleo de individuos adultos estdn aumentados.
Asimismo, MBNL1 esta secuestrada en inclusiones por
lo que su funcién en el ndcleo estd comprometida. De
esta manera, la distribucion de ambas proteinas en

pacientes presenta un patréon embrionario.

Tabla 15 Cambios en el splicing regulados por Mbnll y Cugbpl en el desarrollo del corazén

Transcrito Exoén

Regulados por Mbnll  Tnnt2 e5
Sorbsl e23
Ldb3B e8
Mbnll eb
Fn1 e33

Regulados por ambos  2900002H16 €4
de modo antagonista Rik

Abliml/ e9
Mbni2 e8
H2afy ME e6
Actn4 ME e5
Xpo7 e4-
5'ss

Tabla basada en datos de Kalsotra et al., 2008.

Transcrito Exon

Regulados por Cugbpl Sorbsl eb
c100rf97 e5
Atp2b1 e21
Mfn2 e3
Kiflb el3
Kiflb e14-3'ss
Fxrlh el15
Ank2 el
Capzb e8
Tmem134 e5
Mtmr3 el16
Pofibp ed
Fox-2 e13
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6. Implicacion de Muscleblind en otras enfermedades causadas por expansion de
repeticiones

Ademas de en la DM1 y DM2, el secuestro de MBNL ocurre también en otros trastornos
genéticos causados por expansion de repeticiones. La enfermedad de Huntington tipo 2 (HDL2,
OMIM #606438) tiene su origen en la expansion de repeticiones CTG en un exén alternativo
del gen juntofilina-3 (JPH3, Entrez #57338). Al igual que en la Distrofia Miotonica, en los
pacientes de HDL2 MBNL1 colocaliza con los ARN patolégicos en el nucleo de células del
coértex y otras regiones cerebrales (Rudnicki et al., 2007). La ataxia espinocerebelar tipo 8
(SCA8, OMIM #603680) es otra enfermedad neurodegenerativa causada por la expansién de
tripletes CTG en una regién no codificante del gen SCA8. Mutsuddi et al. generaron un modelo
de SCA8 en Drosophila, el cual presentaba fenotipos tipicos de la enfermedad, incluyendo
neurodegeneracion en células de la retina. Utilizando este modelo, los autores llevaron a cabo
un rastreo genético e identificaron a mbl/ como modificador de la toxicidad de las repeticiones
en los transcritos SCA8 (Mutsuddi et al., 2004). Recientemente, Daughters et al. han descrito
que MBNL1 colocaliza en inclusiones ribonucleares con repeticiones CUG en el cerebro de
pacientes de SCA8. Ademas, los ratones modelo presentan defectos en el splicing de la diana
de MBNL1 GAT4/Gabt4 y la falta de Mbnl1 potencia los déficits motores de estos animales
(Daughters et al., 2009).

La ataxia espinocerebelar 3 (SCA3, OMIM #109150), o enfermedad de Machado-
Joseph, esta causada por la expansion de repeticiones CAG en una regién codificante del gen
SCA3, dando Ilugar a tramos poliglutamina en la secuencia final de la proteina.
Tradicionalmente, se ha aceptado que las proteinas con expansiones de tramos poliglutamina
son el componente téxico en las llamadas enfermedades poliQ (de las cuales existen al menos
11, Fig. 13). Sin embargo, recientemente Li et al. han descrito que mb/ modifica fenotipos de
neurodegeneraciéon en un modelo de SCA3 en Drosophila (L. B. Li et al., 2008). Ademas, los
autores han demostrado que la expresion de un transgén formado por repeticiones CAACAG,
las cuales codifican glutaminas pero no forman horquillas de ARN de doble cadena, no es
téxica en mosca. Por el contrario, la expresion de secuencias CAG de longitud patogénica en
transcritos sin ORF da lugar a fenotipos patoldgicos. Estos resultados son la primera evidencia
in vivo de que las enfermedades poliQ podrian tener un componente téxico de ganancia de
funcién del ARN en el cual las proteinas Muscleblind jugarian un papel. Se sabe que MBNL1
puede unirse a repeticiones CAG tanto in vitro como en cultivo celular, formando en el segundo
caso inclusiones nucleares con los ARNs téxicos (Ho et al., 2005; Yuan et al., 2007). Sin
embargo, hasta la fecha no se han descrito defectos de splicing asociados a ninguna
enfermedad poliQ, lo cual indica que la presencia de MBNL1 en inclusiones de ARN en los
pacientes no es suficiente para provocar su falta de funcién como factor de splicing.
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7. Modelos animales de la DM1

El uso de animales modelo para el estudio de la DM1 en los ultimos afios ha ayudado a
reconstruir los mecanismos de patogénesis por los cuales una mutacién en un unico gen puede
desencadenar una enfermedad tan compleja, asi como a diseccionar los distintos componentes
implicados y asociarlos a sintomas concretos. En la ultima década se han generado modelos
animales tanto en invertebrados como en vertebrados. De entre los primeros destacan los
modelos en el nematodo Caenorhabditis elegans y en la mosca del vinagre Drosophila
melanogaster, mientras que los segundos se han desarrollado principalmente en roedores. C.
elegans y Drosophila presentan la ventaja de disponer de una gran cantidad de herramientas
debido a su extenso uso como modelos de experimentacion en genética y biologia del
desarrollo, ademas de unas condiciones de cultivo compatibles con la busqueda sistematica de
moléculas y/o genes capaces de interaccionar con el proceso celular en estudio. Los modelos
en ratén, sin embargo, aportan un entorno fisiolégico mas cercano a humanos.

7.1. Modelos en C. elegans

C. elegans esta formado por menos de 1000 células somaticas y posee un cuerpo
transparente que permite la observacion directa de fenotipos. En estos animales, la expresion
de repeticiones CTG fusionadas a transcritos de la proteina GFP causa desde defectos
musculares leves hasta letalidad, en funcién del tamario de las repeticiones (K. Y. Chen et al.,
2007). En C. elegans existe un solo gen muscleblind (CeMbl) a partir del cual se originan dos
isoformas por splicing alternativo: CeMBL-A y CeMBL-B. Estas proteinas se expresan tanto en
larva como en adulto. Sin embargo, el silenciamiento de CeMb/ por ARNi da lugar a fenotipos
musculares por desorganizacion de los cuerpos densos (estructuras homoélogas a las bandas Z
de los sarcomeros) tan soélo en estadios adultos (L. C. Wang et al.,, 2008). Asimismo, el
homélogo de CUGBP1 en C. elegans, etr-1, es necesario para el correcto desarrollo del
musculo, y su inactivacion causa pardlisis corporal, entre otros defectos (Milne & Hodgkin,
1999).

7.2. Modelos en Drosophila

En el afio 2005, Houseley et al. generaron el primer modelo en Drosophila de DM1. Dicho
modelo se basada en la expresién inducible de 162 repeticiones CUG en la regién 3'UTR de
transcritos GFP utilizando el sistema de expresién ectdpica de transgenes Gal4/UAS (Brand &
Perrimon, 1993). Al igual que en pacientes, Mbl colocalizaba en agregados nucleares con los
ARNs de secuencia CUG. El numero de dichas inclusiones, asi como su intensidad,
alcanzaban su maximo 8 horas tras la induccién de la expresion y desaparecian a los 2-4 dias
(dependiendo del tipo celular) una vez ésta habia cesado. Estos resultados indican que las
inclusiones nucleares son estructuras dinamicas y transitorias, y que su formaciéon es un
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proceso relativamente lento que requiere de factores especificos de tipo celular. Ademas, los
autores demostraron que Mbl no es suficiente para la formacion de inclusiones de ARN en el
nucleo, ya que la sobreexpresion de mblA o mbIC favorecia su aparicién en unas células pero
no en otras (Houseley et al.,, 2005). En este modelo, la expresion de repeticiones no causaba
ningun fenotipo, demostrando por primera vez que la formacion de agregados nucleares,
incluyendo el secuestro de Mbl, no es toxica per se. Por otro lado, en nuestro laboratorio se
generaron moscas que expresan 60 repeticiones CTG en un transcrito sin ORF. En estas
moscas los ARN patoldgicos no forman inclusiones nucleares ni secuestran Mbl. No obstante,
el splicing de los transcritos diana de Mbl ZASP'y troponina T (tnl) esta alterado (Garcia-Lopez
et al., 2008; Machuca-Tzili et al., 2006; Vicente-Crespo et al., 2008). En conjunto, estos datos
apoyan la idea de que la formacién de inclusiones no es una condicién necesaria ni suficiente
para causar fenotipos patolégicos, al menos en Drosophila. En nuestro laboratorio (y otros
grupos en paralelo), se describié que la expresion de expansiones largas de repeticiones CTG
(CTG480) reproduce varios aspectos de la enfermedad en humanos, incluyendo el secuestro
de MbIC, alteraciones en el procesado de tnT y ZASP, degeneracion progresiva de los
musculos indirectos del vuelo (IFMs) y neurodegeneracion de los fotorreceptores del ojo, entre
otros fenotipos (Fig. 114) (de Haro et al, 2006; Garcia-Lopez et al., 2008). Estas moscas se
utilizaron para llevar a cabo un rastreo genético en busca de genes capaces de modificar
fenotipos provocados por las repeticiones CTG. En este trabajo se identificaron 15
modificadores genéticos, los cuales afectaban a procesos celulares hasta la fecha no
relacionados con la DM1, incluyendo apoptosis o cambios en la matriz extracelular, ademas de
genes implicados en la remodelacion de la cromatina o el transporte de ARN mensajeros
(Garcia-Lopez et al.,, 2008). Posteriormente, parte de estos genes se han visto afectados en un

modelo de DM1 en ratén (Du et al.).

MHo(CTG)w MHO(CTG)480 Figura 114 Fenotipos de la DM

MHC> MHC> reproducidos en Drosophila. La
yw 480 expresion de repeticiones CTG en los
musculos indirectos del vuelo (IFMs)

causa degeneracion y desorganizacion

de los paquetes musculares (A-C, las

flechas negras indican pérdida de

juma fibras). Ademas, el procesado
alternativo de la inT esta alterado (D).

CUG480 secuestra a MbIC formando

agregados nucleares (E-G, flechas

blancas). Iméagenes tomadas de

Garcia-Lopez etal., 2008.

34



Introduccion

7.3. Modelos en ratén

En 2000, Mankodi et al. generaron un modelo de DM1 en ratén basado en la expresion de
250 repeticiones en la regién 3'UTR del gen de la actina humana (HSA'®) (Mankodi et al.,
2000). Estos animales desarrollaban miotonia y miopatia musculares entre otros fenotipos, los
cuales eran reversibles por sobreexpresién de Mbni1 (Kanadia et al., 2006). A pesar de que
este modelo proporcioné la primera evidencia in vivo a favor de la hipétesis de una ganancia de
funcion téxica del ARN y del papel clave de las prdteinas Muscleblind, no reproducia algunas
de las caracteristicas tipicas de la DM1, como la inestabilidad somatica e intergeneracional o la
debilidad y el desgaste muscular. Ademas, en estos ratones los niveles de la proteina Cugbp1
no estaban aumentados. Un grupo independiente generé un modelo que expresaba un
transgén de 300 repeticiones CTG en su contexto humano (>45 kb). Estos ratones, reproducian
aspectos clinicos de la enfermedad en el musculo y sistema nervioso central, y presentaban
variaciones en el tamafo de las repeticiones en distintos tejidos (Seznec et al., 2000),
mostrando la tasa de inestabilidad intergeneracional mas alta descrita en ratones (~90% de la
descendencia), con incrementos de 9-20 repeticiones por generacién. Alcanzado un valor de
~450 repeticiones CTG, estos animales comenzaron a sufrir expansiones dramaticas,
alcanzando tamarios de mas de 1000 repeticiones (Gomes-Pereira et al., 2007). Orengo et al.
generaron un modelo inducible de 960 repeticiones CTG en el contexto del exén 15 del gen
DMPK humano. En estos ratones, la proteina Cugbp1 estaba aumentada. Ademas, los
animales presentaban defectos de splicing similares a los pacientes de DM1, tres de los cuales
(Capzb, Fxr1y Ank2) no ocurrian en ratones knockout de Mbnl1 ni en los ratones HSAR. Por
ultimo, este modelo reproducia el desgaste muscular tipico de la DM1, hasta la fecha no
descrito en ningun otro modelo. Estos resultados sugieren, por tanto, que este sintoma tiene su
origen en alteraciones en los niveles de CUGBP1 y es independiente de MBNL1 (Orengo et al.,
2008). 6 horas después de la induccién de la expresion de las repeticiones en estos ratones,
los autores detectaron una activacion de la proteina kinasa K (PKC) (Kuyumcu-Martinez et al.,
2007). Esta activacion promovia la hiperfosforilacion de Cugbp1 y su subsiguiente
estabilizacién, causando en ultima instancia el aumento en la cantidad de proteina observada
en los ratones. El tratamiento con el inhibidor de PKC Ro0-31-8220 disminuia los niveles de
proteina Cugbp1, asi como también suprimia los problemas cardiacos y los defectos de
splicing en el corazén dependientes de Cugbp1, pero no los regulados por Mbnl1 (G. S. Wang
et al., 2009). Mahadevan et al., desarrollaron un modelo inducible de 200 repeticiones CTG y 5
repeticiones CTG (control) fusionadas al extremo 3'UTR de DMPK. Sorprendentemente, la
induccion de la expresion de 200 repeticiones CTG no causaba fenotipos, mientras que si lo
hacia en los ratones control (5 repeticiones). Estos sintomas incluian miotonia, defectos en la
conduccion cardiaca y alteraciones en el splicing de los transcritos Clcn1 y Tnnt3. En estos
ratones las repeticiones no formaban inclusiones nucleares ni secuestraban a Mbnl1

35



Introduccion

(Mahadevan et al., 2006). Sin embargo, los autores encontraron que los ratones con 5
repeticiones expresaban el transgén en niveles muy superiores a los animales con 200 tripletes
y argumentan que niveles anormalmente altos de repeticiones cortas pueden llegar a tener un
efecto similar a la expresién de repeticiones largas. En los modelos de Orengo y Mahadevan,
las repeticiones CTG se expresan junto a la regidon 3'UTR de DMPK, mientras que en los
ratones HSA® dicha porcion del gen no esta presente. Tal y como se ha comentado, los
niveles de Cugbp1 estan elevados en los dos primeros modelos, pero no en el tercero. De
manera interesante, sélo los pacientes de DM1, pero no DM2, tienen altos niveles de CUGBP1.
De este modo, los resultados en ratén apoyan que el incremento de CUGBP1 podria depender
de DMPK.

En conjunto, en tan sélo una década el estudio de la DM1 en modelos animales ha
permitido demostrar la existencia de un mecanismo de ganacia de funcién téxica de los ARN
portadores de repeticiones CUG expandidas, asi como el papel clave de la proteina MBNL1 en
el desarrollo de la enfermedad, el cual es’independiente de su colocalizacién con los ARN
téxicos en el nucleo, y ha identificado sintomas dependientes de la proteina CUGBP1, la cual a
su vez responde a cambios en los niveles de DMPK.

8. Tratamientos y terapias contra la DM1

A pesar de que la Distrofia Miotdnica fue descrita por primera vez en 1909, todavia no se
dispone de una terapia eficaz. Todos los tratamientos que se aplican son paliativos y ayudan a
frenar el desarrollo de sintomas, pero en ningln caso evitan su aparicién. En la actualidad no
existe ningun compuesto capaz de revertir la falta de la conductancia al cloro para reducir la
miotonia. Algunos compuestos, como el mexitil, quinidina, fenitoina, procainamida o
carbamazepina, que inhiben la entrada de sodio necesario para el inicio y propagacién de
impulsos, se administran a los pacientes con el fin de tratar este sintoma. En ocasiones, dichas
moléculas se utilizan a su vez como tratamiento para las arritmias cardiacas (Kurihara, 2005),
por lo que dado el riesgo que implican por su efecto sobre la funcién cardiaca es preferible
evitar su uso como antimioténicos. Ademas, muchos de estos tratamientos disminuyen la
fuerza muscular. Otro inhibidor de canales de sodio, el sulfato de dehidroepiandrosterona
(DHEAS), se ha ensayado en pacientes en los que parece disminuir con éxito la miotonia y los
problemas cardiacos, sin potenciar la debilidad muscular (Nakazora & Kurihara, 2005; Sugino
et al., 1998). El DHEAS es una hormona esteroidea presente de manera abundante en el suero
y cuyos niveles disminuyen con la edad. En los pacientes de DM1 esta hormona esta reducida
hasta un 60% (Carter & Steinbeck, 1985). Sin embargo, la dosis efectiva del DHEAS es muy
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alta, por lo que ha de administrarse por via intravenosa, 1o cual supone un inconveniente para
su uso como tratamiento crénico. En algunos casos se administra creatinina junto con DHEAS
para incrementar la fuerza muscular. Sin embargo, a pesar de que los primeros ensayos
clinicos con creatinina en pacientes mostraron resultados prometedores, los estudios
posteriores no son tan positivos (Tarnopolsky et al., 2004). Otros farmacos ensayados para
tratar la miotonia comprenden antidepresivos triciclicos, benzodiazepinas, antagonistas del i6n
calcio, taurina o prednisona, con resultados contradictorios (Trip et al., 2006).

Ante la necesidad de encontrar nuevas terapias eficaces que abarquen el mayor niumero de
sintomas posible, en los ultimos afios se han llevado a cabo multiples estudios tanto in vitro
como in vivo (Tabla 16). La expresion de 250 repeticiones CTG fusionadas al reportero
luciferasa en un modelo celular de la linea neuronal PC12 causa toxicidad a dos niveles: en cis,
afectando a la cantidad de transcritos reporteros, y en trans, dando lugar en ultima instancia a
la muerte de las células (Furuya et al., 2005). Utilizando este modelo, los autores rastrearon
235 moléculas de naturaleza flavonoide y encontraron que los compuestos naringenina,
ononina y la xantina eran capaces de reducir ambos tipos de toxicidad. Otros ensayos en
células de pacientes en cultivo identificaron moléculas capaces de disminuir la tasa de
expansién somatica de las repeticiones CTG (Gomes-Pereira & Monckton, 2004). No obstante,
estos tratamientos incluyen compuestos altamente genotéxicos, como el bromuro de etidio o el
perdxido de hidrégeno, cuya administraciéon en pacientes es inviable. Jung y Bonini observaron
que alimentando a moscas modelo de SCA3 con el inhibidor de las proteinas histona
deacetilasas (HDAC) tricostatina A (TSA) la tasa de inestabilidad intergeneracional de las
repeticiones se reducia (Jung & Bonini, 2007), aunque en este caso la toxicidad venia dada por
repeticiones CAG.

Basandose en la idea de que el secuestro y subsiguiente pérdida de funciéon de las
proteinas Muscleblind es el principal desencadenante de la enfermedad, algunos autores han
desarrollado estrategias para encontrar moléculas que inhiban la interaccion entre MBNL1 y las
repeticiones CUG (Tabla 16). Gareiss et al. identificaron los primeros ejemplos de compuestos
capaces de inhibir dicha interaccién in vitro utilizando una aproximacién de quimica
combinatoria dinamica. Los autores rastrearon una quimioteca de un tamario tedrico de 11.325
compuestos usando un modelo de ensayo competitivo, y encontraron cuatro moléculas de
secuencia muy similar ((Quin/Pip)-(Asn/Pro)-Cys-Lys) capaces de desplazar a MBNL1 en la
union a las repeticiones (Gareiss et al., 2008). En 2009, Warf et al. utilizaron un ensayo de
retardo en gel para rastrear una pequefa coleccion de 26 compuestos con capacidad conocida
de unién a acidos nucleicos con estructura secundaria. Los antibiéticos pentamidina y
neomicina B, asi como el bromuro de etidio y el naranja de tiazol, inhibieron la unién de MBNL1
a las repeticiones CUG. Ademas, la pentamidina revertia los defectos de splicing de los
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transcritos /IR 'y TNNT2 en células HelLa en cultivo, y reducia en un 21% la formacién de
inclusiones nucleares que contenian MBNL1. En ratones modelo de DM1, la pentamidina
mejoré de manera discreta el splicing del Clcn-1 y Serca1, aunque sin una respuesta a dosis
clara. De este modo, la pentamidina se convirtié en el primer ejemplo de molécula identificada
in vitro con un efecto terapéutico potencial sobre las repeticiones CUG in vivo. No obstante, los
autores encontraron que este compuesto podia afectar al procesado de otros transcritos diana
de MBNL1 en ausencia de repeticiones, lo que podria contrarrestar su valor terapéutico a largo
plazo (Warf, Nakamori et al., 2009). Arambula et al., mediante un disefio racional de farmacos,
desarrollaron una molécula basada en la estructura tridimensional de las repeticiones CTG y/o
CUG, cuya diana fuesen los desapareamientos T-T o U-U (Arambula et al., 2009). A pesar de
que ya se conocian moléculas pequefias capaces de unirse a G-G, C-C o A-A (X. Li et al,
2007), hasta la fecha no se habia encontrado ningin compuesto que se uniese a T-T o U-U de
manera selectiva. Los autores identificaron que el ligando formado por triaminotriazina (el cual
interacciona con desapareamientos T-T y U-U) mas el agente intercalante acridina se unia a
repeticiones CTG y CUG de manera especifica e inhibia la unién de los dedos de zinc de
MBNL1 a CUG. Siguiendo la misma estrategia, Pushechnikov et al. disefiaron un pentamero
del compuesto Hoechst 33258 capaz de unirse a repeticiones CUG y CAG e inhibir la
formaciéon de complejos ARN-MBNL1 en ambos casos (Pushechnikov et al., 2009). En el
mismo laboratorio se desarrolié en paralelo un ligando con alta afinidad por moléculas de ARN
con dos desapareamientos internos ricos en pirimidinas, como los formados por las
repeticiones CCUG en la DM2. Este compuesto consistia en tres médulos de 6'-N-5-hexinoato
de kanamicina A unidos a un esqueleto peptoide y separados entre si por cuatro monémeros
espaciadores (M. M. Lee, Pushechnikov et al., 2009). Reducir el nimero de espaciadores de
cuatro a dos convertia a esta molécula en un ligando con mayor afinidad por repeticiones CUG
que CCUG (M. M. Lee, Childs-Disney et al., 2009).

Todas estas estrategias tienen dos ventajas principales: la proteina MBNL1 se libera, lo que
revertiria un gran numero de defectos de splicing. Ademas, al disiparse las inclusiones
nucleares habria mas transcritos DMPK libres en el citoplasma para traducirse. Sin embargo, la
redistribuciéon de los ARN mutantes podria tener un nuevo efecto toéxico. Aunque la formacién
de agregados de CUG y Mbnl1 en el citoplasma de cardiomiocitos no causa defectos en
ratones (Dansithong et al., 2008), otras proteinas podrian verse afectadas a corto o largo plazo.
Ademas, las moléculas que interfieren con la unién entre MBNL1 y CUG podrian también
inhibir la unién de MBNL1 a otros transcritos diana en el nucleo, tal y como se ha descrito en el
caso de la pentamidina (Warf, Nakamori et al., 2009), o interferir con otras proteinas con un
mecanismo de unién al ARN similar a MBNL1. Por ultimo, cualquier aproximacién terapéutica
basada en MBNL1 presenta la limitacién de que no toda la toxicidad de las repeticiones CUG
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se debe al secuestro de esta proteina. No obstante, algunos autores sugieren que esto podria
solventarse con el uso de terapias combinadas con, por ejemplo, inhibidores de PKC, los
cuales revierten fenotipos dependientes de Cugbpl (Cooper, 2009; Kuyumcu-Martinez et al.,
2007).

Moléculas que reducen la tasa de inestabilidad de las repeticiones
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Para aquellas moléculas de ensamblaje modular se muestra tan soélo la estructura de la unidad que se repite
<) Estructuras obtenidas de PubChem a excepcién del caso (2.

(2 Estructura obtenida de Gareiss et al., 2009. De las cuatro combinaciones posibles tan so6lo se muestra el ejemplo de Pip-Asn-
Cys-Lys.

t Indica molécula ensayada in vivo.

La mayoria de enfermedades neuromusculares tienen su origen en mutaciones en un unico
gen y son, por tanto, buenas candidatas para el desarrollo de terapias génicas. Sin embargo,
en el caso de la DM1 los tejidos involucrados son principalmente post-mitoticos, lo que supone
un inconveniente frente a la mayoria de vectores virales. En este sentido, se ha propuesto que
utilizar moléculas como los oligonucleoétidos antisentido (ONAs) podria resultar ventajoso. Los

oligonucleétidos antisentido no aportan una copia del gen, sino que modulan los productos de
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un gen existente. En la actualidad, varias moléculas basadas en esta estrategia se encuentran
ya en fase clinica (Bonetta, 2009). Un ejemplo es el caso de la Distrofia Muscular de Duchenne
(DMD, OMIM #300377), para la cual la empresa AVI Biopharma posee dos moléculas en fase
preclinica en los Estados Unidos, una de las cuales se encuentra en fase clinica 1b/2 en el
Reino Unido (www.avibio.com). En 2007, Wheeler et al. usaron ONAs especificos de los
transcritos Clcn-1 en ratones modelo que expresan 250 repeticiones CTG, asi como en ratones
knockout de Mbnl1, y estudiaron su efecto sobre el splicing del exén 7a. En ambos modelos
una sola inyeccién en el musculo tibial anterior recuperé el patréon de splicing normal de los
transcritos Clcn-1 durante al menos tres semanas, revirtiendo la miotonia (Wheeler et al.,
2007). Sin embargo, debido al amplio nimero de mensajeros cuyo procesado se encuentra
alterado en los pacientes, deberian combinarse varios ONAs con dianas diferentes para tratar
los distintos sintomas de una manera eficaz. Una alternativa al uso combinado de ONAs es
utilizar oligonucleétidos antisentido que actuen a nivel de los transcritos DMPK con el fin de
eliminar la fuente de toxicidad. Ya en 1996, Galderisi et al. intentaron inhibir la expresién de
DMPK en células de pacientes en cultivo utilizando ONAs especificos. Sin embargo, esta
aproximacion no discriminaba entre transcritos mutantes y transcritos salvajes (Galderisi et al.,
1996). Disminuir la expresién total de DMPK podria resultar igualmente patolégico dada la
importancia de DMPK en la funcién cardiaca y el metabolismo de la insulina (Kaliman et al.,
2005; Llagostera et al., 2007). Varios trabajos en 2009 utilizaron ONAs formados por
repeticiones CAG (CAG7 o CAG25) con el fin de dirigir su efecto preferentemente sobre los
transcritos con repeticiones CUG largas (Mulders et al., 2009; Wheeler et al., 2009). Estos
oligos revirtieron los defectos de splicing del Clen-1, ademas de reducir hasta un 50% los
niveles de transcritos CUG mutantes de manera especifica, tanto en mioblastos en cultivo
como en ratones modelo de DM1, probablemente debido a que la unién de secuencias cortas
de repeticiones CAG a los ARNs téxicos promueve el desplegamiento de la horquilla e impide
el secuestro de proteinas como MBNL1.

En conjunto, en los Ultimos afios se ha identificado un nimero creciente de moléculas con
potencial terapéutico contra Distrofia Miotonica. Sin embargo, existen todavia muy pocos datos
in vivo que validen el efecto terapéutico de las moléculas identificadas. Por esta razén, es
necesario continuar y ampliar los esfuerzos por parte de la comunidad cientifica con el fin de
encontrar farmacos eficaces que abarquen el mayor nimero de sintomas posibles.

9. Los rastreos de colecciones de compuestos como herramienta para la identificaciéon
de nuevas terapias

9.1. Drosophila como modelo para la busqueda de farmacos
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Drosophila se ha utilizado extensamente en practicamente todas las areas de la biologia,
incluyendo campos como la genética, neurobiologia, bioquimica o biologia del desarrollo, entre
otros. En los ultimos afios, la gran cantidad de herramientas genéticas disponibles en la mosca
ha ofrecido en muchos casos rutas alternativas atractivas para el estudio de mecanismos
moleculares de enfermedades humanas. El 50% de los genes en el genoma de Drosophila esta
conservado respecto a organismos superiores y el 75% de los loci implicados en patologias
tienen ortélogo en la mosca (Reiter’ et al, 2001). Lés’enfermedades neurodegenerativas y
neuromusculares han sido particularmente estudiadas en Drosophila, ya que éstas suelen estar
causadas por la ganancia de funcién de un Gnico gen. Dicho gen puede expresarse,
sobreexpresarse o silenciarse en tejidos y momentos del desarrollo concretos en la mosca
mediante la generacién de lineas transgénicas y el uso del sistema Gal4/UAS (Brand &
Perrimon, 1993; Duffy, 2002). Una estrategia ampliamente aplicada en Drosophila son los
rastreos genéticos de modificadores dominantes, con el fin de identificar nuevos genes
implicados en rutas y mecanismos celulares concretos. Estos rastreos han ayudado a
identificar componentes patologicos en enfermedades como HD, SCA1, SCA3 y SCAS,
Sindrome del X fragil o DM1 (Branco et al., 2008; Cziko et al., 2009; Fernandez-Funez et al.,
2000; Garcia-Lopez et al., 2008; Mutsuddi et al, 2004). Del mismo modo, los rastreos
genéticos han contribuido a detectar proteinas con actividades potencialmente susceptibles de
manipulacién farmacolégica, aportando nuevas dianas terapéuticas. Siguiendo dicha
estrategia, diferentes autores identificaron genes modificadores implicados en el control de la
transcripcion en modelos en mosca de distintas enfermades poliQ (Fernandez-Funez et al.,
2000; Kazemi-Esfarjani & Benzer, 2000), lo cual llevé a demostrar por primera vez in vivo que
la actividad de las proteinas aceltiltransferasas (AT) estaba reducida, mediante experimentos
en Drosophila en los que se modificaba genética y farmacolégicamente la actividad de sus
antagonistas, las histona deacetilasas (HDAC) (Steffan et al., 2001). Estos resultados dieron
pie a sugerir terapias que potenciasen los mecanismos de transcripcion en las células, las
cuales han funcionado posteriormente en modelos mamiferos de enfermedades causadas por
repeticiones CAG (Hockly et al., 2003).

A pesar de la popularidad del uso de Drosophila en la busqueda de modificadores genéticos,
su utilizacién en busquedas sistematicas de compuestos con actividad terapéutica es un campo
nuevo en crecimiento en la actualidad. El objetivo de la genética quimica es identificar
compuestos que consigan interferir de manera especifica con el producto de genes concretos.
Los compuestos identificados de este modo proporcionan terapias potenciales para tratar
enfermedades en las que sea necesario interferir con la actividad del gen en cuestiéon. En
Drosophila, se han ensayado con éxito moléculas quimicas bien de manera individual o
utilizando colecciones a escala reducida. En 2006, Stilwell et al. administraron los compuestos
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neuroactivos antiepilépticos fenitoina y nifedipina en un modelo de epilepsia en mosca (Stilwell
et al., 2006). Agrawal et al. usaron un modelo de Huntington para explorar el uso de terapias
combinatorias de los farmacos SAHA, cistamina, rojo congo, Y-27632 y geldanamicina, con el
fin de determinar efectos aditivos o sinérgicos al abordar varios mecanismos de accion
conjuntamente (Agrawal et al., 2005). Sin embargo, hasta la fecha pocos articulos describen el
uso de rastreos quimicos a gran escala en Drosophila. En 2008, Chang et al. utilizaron una
coleccion de 2000 compuestos de actividad biolégica conocida utilizando un modelo de
Sindrome del X fragil en Drosophila. Este trabajo llevé a los autores a identificar 9 moléculas, 3
de las cuales tenian efectos inhibitorios sobre el sistema GABAérgico (consistente con las
alteraciones en los receptores GABA asociadas a la enfermedad), y a proponer, ademas, que
los receptores colinérgicos muscarinicos podrian jugar un papel en el sindrome del X fragil
(Chang et al., 2008). En 2006, Jaklevic et al. llevaron a cabo un rastreo utilizando una
quimioteca formada por 1990 moléculas y encontraron 3 farmacos capaces de potenciar el
efecto del tratamiento por radiacién en moscas modelo de cancer (Jaklevic et al., 2006).

En nuestro laboratorio disponemos de un modelo de DM1 en Drosophila, el cual expresa
480 repeticiones CTG mediante el sistema de expresién de transgenes Gal4/UAS (Garcia-
Lopez et al., 2008). De manera similar a lo descrito en los ejemplos anteriores, este modelo
podria constituir una herramienta adecuada para el rastreo colecciones de compuestos
capaces de paliar la toxicidad causada por las expansiones CTG.

9.2. Las quimiotecas combinatorias de péptidos

El descubrimiento de moléculas nuevas es un proceso lento y complejo. Histéricamente, los
productos naturales, aislados a partir de plantas, animales o procesos de fermentacion, han
sido la principal fuente de compuestos biolégicamente activos. Sin embargo, con la
introduccién de la quimica combinatoria (QC) en la investigacién farmacéutica el nimero de
moléculas de interés terapéutico se ha incrementado considerablemente, a la vez que se ha
reducido el tiempo y coste asociados a su produccién, dando lugar a la identificacion de
moléculas sintéticas capaces de interaccionar con distintos componentes implicados en
patologias. La QC se basa en el uso de colecciones o quimiotecas combinatorias, las cuales se
caracterizan por contener todas las combinaciones posibles de una misma clase de molécula.
Los primeros precedentes del uso de péptidos en quimica combinatoria datan de 1963, cuando
el cientifico americano Bruce Merrifield, de la Universidad de Rockefeller (NY), desarrollé un
sistema de fabricacion de péptidos anclando la molécula peptidica a un soporte sélido durante
el proceso de elaboracién (Merrifield, 1963), trabajo por el cual recibié el Premio Nobel de
Quimica en 1984. Sin embargo, hasta mediados de los afios 80 esta tecnologia todavia no
estaba extendida y no fue hasta 1991 cuando en el laboratorio de Richard Houghten (Torrey
Pines Institute for Molecular Studies, San Diego, California) se obtuvo la primera quimioteca
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soluble, formada por mas de un millén de péptidos diferentes. Los primeros usos con fines
biomédicos de estas colecciones consistian en la busqueda de secuencias peptidicas con
actividad bactericida. No obstante, con el paso del tiempo las quimiotecas combinatorias de
péptidos se han empleado en un nimero creciente de aplicaciones, entre las que destaca la
identificacion de péptidos capaces de interferir con mecanismos implicados en el desarrollo de
tumores, entre otros (Blondelle et al., 1995; Denholt et al., 2009; Houghten et al., 1992;
Houghten etal, 1991; E. Y. Kim et al., 2008).

A pesar del uso cada vez mas extendido de las quimiotecas combinatorias de péptidos, no
existen hasta la fecha precedentes de su aplicacion in vivo en Drosophila. En la actualidad, el
desarrollo de un nuevo farmaco supone un coste de mas de 800 millones de ddlares y una
media de 15 afos hasta la puesta en el mercado (Tufts Center for the Study of Drug
Development, 2001). El 80% del gasto del desarrollo de farmacos se debe principalmente a
abandono durante la fase preclinica, en la cual moléculas candidatas identificadas in vitro se
ensayan en modelos animales. La eficacia terapéutica de una molécula depende no sélo de su
capacidad para interferir en una etapa especifica de una reaccién enzimatica, sino ademas de
su comportamiento en cuanto a absorcion, distribucién, metabolismo, excrecion y toxicidad
(propiedades ADMET) a nivel del organismo completo, parametros que no se consideran en los
ensayos in vitro. De este modo, la combinacién de la QC y el uso de organismos modelo, como
Drosophila, se presenta como una poderosa herramienta para el descubrimiento y validaciéon
de nuevos farmacos y dianas terapéuticas.
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La mutacion causante de la Distrofia Miotonica se identificé por primera vez en 1992,
estableciéndose en 2001 el modelo de ganancia de funcién téxica del ARN como principal
causa de la enfermedad. A pesar de que no existe en la actualidad una terapia eficaz con la
que combatir la DM1, en menos de 18 afos ha tenido lugar un gran avance tanto en el
entendimiento de los aspectos moleculares de la enfermedad, como en la busqueda de
moléculas activas contra alteraciones clave en su desarrollo. Particularmente interesante son
los resultados obtenidos en un modelo in'duicible'de‘ DM1 en >rat'6n', los vcuales demostraron que
el interrumpir la expresion de transcritos con repeticiones CTG en animales adultos puede
revertir al menos algunos fenotipos patolégicos (Mahadevan et al., 2006). Esto indica que al
menos parte de los sintomas de los pacientes no son irreversibles y podrian recuperarse de
encontrarse un tratamiento capaz de neutralizar estos ARNs toxicos.

Los organismos modelo invertebrados, por su bajo coste de mantenimiento y por
proporcionar un entorno fisiolégico complejo, permiten llevar a cabo identificacion de
compuestos biolégicamente activos mediante cribado de colecciones de moléculas de bajo
peso molecular capaces de interferir con un proceso celular alterado. En nuestro laboratorio
disponemos de un modelo en Drosophila que expresa 480 repeticiones CTG mediante el
sistema de expresion de transgenes Gal4/UAS (Garcia-Lopez et al, 2008). Estas moscas
reproducen los aspectos mas relevantes de la enfermedad en humanos, incluyendo el
secuestro de Mbl, por lo que constituyen un sistema adecuado para el rastreo colecciones de
compuestos capaces de interferir con la toxicidad de las repeticiones CTG in vivo.

Teniendo en cuenta lo expuesto, en este trabajo nos planteamos los siguientes objetivos:

Objetivo 1. Utilizar un modelo de toxicidad de repeticiones CTG en Drosophila previamente
generado en nuestro laboratorio (Garcia-Lopez et al., 2008) para el rastreo de farmacos en
formato de colecciones quimicas, con el fin de identificar compuestos con actividad biolégica
relevante para tratar [a DM1.

Objetivo 2. Determinar el mecanismo de accién por el cual las moléculas identificadas
ejercen su efecto in vivo sobre la toxicidad de repeticiones CTG.

Objetivo 3. Validar la eficacia de las moléculas identificadas en Drosophila utilizando
modelos vertebrados de DM1.
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1. La expresién de repeticiones CTG en los Cuerpos de Seta de Drosophila es téxica

Los Cuerposde Seta de Drosophila (MB, delinglés Mushroom Bodies) forman junto a los
I6bulos Opticoslas estructuras de mayortamanodelcerebro de la mosca (Fig. R1). Se trata de
un organo implicado en aprendizaje, memoria y comportamiento comudn a todos los artrépodos
(Strausfeld y col., 1998). Los MB a menudo se comparan con el cértex frontal de vertebrados y
un gran numero de los genes implicados en su desarrollo temprano muestra homologia con
genes relacionados con el desarrollo de regiones del cerebro anterior (o prosencéfalo) en
mamiferos. En Drosophila, los MB son una estructura bilateral y cada mitad esta formada por
tres lobulos principales constituidos en su mayoria por axones (a/a’, y y 1/ 1V), y por un caliz

que contiene los somas o células Kenyon.

Figura R1. Estructura bilateral de los

Células

Kenyon Cuerpos de Seta (MB) de Drosophila. Los
MB estan formados por un entramado de
neuronas y glia que tienen su origen en 4
neuroblastos presentes ya en el embrién (A;
figura modificada de (Heisenberg, 2003).
(B) Esquema que muestra la estructura

lobulada tipica de los MB desde un plano

anterior (figura tomada de Flybrain).

Dada la implicacién del Sistema Nervioso Central (SNC) en la DM1, decidimos estudiar el
efecto de la expresion de repeticiones CTG en el cerebro de la mosca usando una linea Gal4
especifica de los MB (103Y-Gal4). Puesto que la construccion Gal4 en cuestion se encontraba
insertada en el cromosoma X, si cruzabamos hembras yw; + UAS-CTG por machos 703Y-
Gal4/Y; +; + tan soélo las hembras de la F1 expresarian el transgén con las repeticiones,
mientras que los machos no lo harian y servirian como control, tal y como se muestra a

continuacion:

$ yw; UAS-CTG X S 103Y-Gal4/Y; +
S yw/Y; UAS-CTG/+ » Control. No expresan el transgén
9 yw/103Y-Gal4; UAS-CTG/+ » Expresan €l transgén

El sistema Gal4/UAS de expresidon ectépica de transgenes en Drosophila es dependiente

de temperatura (ver Apéndice 1), dando lugar a niveles mayores de expresion conforme la
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temperatura aumenta (Duffy, 2002). La expresion de 480 repeticiones CTG, (CTG)480, en los
MB provocaba un fenotipo de letalidad en estadio de pupa madura extremadamente sensible a
cambios en la temperatura, con efectos significativos en el fenotipo para incrementos de tan
s6lo 1°C. Asi, mientras la expresion de (CTG)480 entre 21°C y 27°C no causaba letalidad, ésta
era del 94% a 29°C y del 56% a 28°C. El analisis estadistico de estos datos reveld que el 50%
de la letalidad causada por (CTG)480 se alcanzaba a una temperatura de 27.9°C (Fig. R2A). La
expresion de un transgén control portador de un nimero menor de repeticiones, (CTG)60, no

resultd toxica en ningun caso (Fig. R2A).

103Y-Gaj4/+; UAS-CUG60/+
103Y-Gal4/+: UAS-CUG480/+

Temperatura % Hembras’

Valor esperado: 50%

T8(°C)

Figura R2. La expresion de (CTG)480 en los MB de Drosophila causa letalidad dependiente de temperatura. (A) La
expresion de (CTG)480 en hembras yw/103Y-Gal4; UAS-CTG/+ a 21°C, 25°C 6 27°C no causaba letalidad. A 28°C el porcentaje
de hembras en la F1 era del 22%, mientras que a 29°C éste era del 2.8% frente a un valor esperado del 50% en todos los
casos. El andlisis de los datos mediante un test no lineal confirmé que el punto de inflexién de la curva (punto en el cual la
letalidad es del 50%) correspondia a una temperatura de 27.89+0.29°C. La expresién de (CTG)60 no causo efecto sobre la
viabilidad de las moscas a ninguna temperatura. (B) A 28°C un gran numero de hembras aparecian muertas durante la eclosion
de la pupa. Si se facilitaba la apertura del opérculo de manera manual emergia una mosca viable. Las barras en (A) representan

valores promedio y su error estandar.

A 28°C un alto porcentaje de hembras aparecian muertas con el cuerpo parcialmente fuera
de la pupa (Fig. R2B). Esto sugeria que los individuos podrian morir en el interior del pupario
debido a que no lograban abrir con éxito el opérculo. Para comprobar esto, abrimos el pupario
con ayuda de unas pinzas y extrajimos del interior moscas perfectamente formadas, viables y
fértiles. Por tanto, la incapacidad de completar los movimientos necesarios llegado el momento

de la eclosién hacia letal la expresion de (CTG)480 en el cerebro.

2. La destruccion quimica de los MB suprime parcialmente la letalidad provocada por la

expresion de repeticiones CTG

De Belle y Heisenberg (1994) describieron que alimentar a larvas de primer estadio

larvario (L1) con el farmaco citostatico Hidroxiurea provoca una destruccion parcial de los MB al
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impedir la proliferacion de los neuroblastos que los originan al inicio del estadio larvario (de
Belle & Heisenberg, 1994). Los autores describieron que los individuos sin MB alcanzan el
estadio adulto y son perfectamente viables, sin mas fenotipo que una reducciéon en su
capacidad de aprendizaje. Esto sugiere que los MB no son un 6rgano imprescindible para la
supervivencia de las moscas. No obstante, la expresion de repeticiones CTG en los MB
resultaba letal. Esto podria deberse a varios motivos. Por un lado, se sabe que en ocasiones
las lineas Gal4 dirigen la expresion de los transgenes a mas de un solo tejido. Por esta razoén,
decidimos comprobar que la letalidad producida por (CTG)480 se debia a su expresion y
consiguiente efecto toxico en los MB, y no en otras células de la mosca. Para ello, utilizamos 6
lineas independientes descritas como especificas para los MB (www.fly-trap.org). Si la
expresion de tripletes CTG en los MB era letal encontrariamos fenotipos semejantes en al
menos alguna de dichas lineas. Las lineas 201Y-Gal4 y H24-Gal4 no mostraron efectos
significativos sobre la supervivencia de las moscas a 21°C, 25°C y 29°C, mientras que para las
lineas 045Y-Gal4, 238Y-Gal4, c739-Gal4 y OK107-Gal4 observamos valores de supervivencia
menores respecto a los controles. Esta reduccién era proporcional a la temperatura (Fig. R3).
La letalidad observada en las lineas 238Y y ¢739 ocurria, al igual que para la linea 703Y, en
estadio de pupa madura y la linea ¢739 dio lugar a moscas incapaces de completar la eclosién
de la pupa, tal y como se ha descrito para 703Y. Todas las lineas utlizadas inician su expresion
en los MB en estadio larvario a excepcion de la linea 238Y, cuya expresion comienza ya desde
el embrién. Es precisamente esta linea de inicio mas temprano la que mostraba un fenotipo de
letalidad mas fuerte. En conjunto, estos datos apoyan la idea de que los MB son la estructura

de la mosca donde la presencia de repeticiones CTG resulta toxica.

|Expresion de UAS-CTG(480) en los MB |
a 25°C

O 29°C
201Y 21°C, 120 | 25°C, 304 | 29°C, 269
H24 21°C, 148 | 25°C, 250 | 29°C, 288
045Y 21°C, 104 | 25°C, 65 |29°C, O
238Y 21°C, 114 |25°C, 20 |29°C, 0
c739 21°C, 54 |25°C, 69 |29°C, 4
OK107 21°C, 154 | 25°C, 186 | 29°C, 75

yJ"vo Bo (5> 3% wR

Figura R3. Expresion de las repeticiones CTG utilizando distintas lineas Gal4 especificas de los MB. La expresion de
(CTG)480 con las lineas 201Y y H24 no afecté significativamente a la supervivencia de los individuos, mientras que la expresion
con las lineas 045Y, 238Y, c¢739 y OK107 resulté téxica de manera dependiente de temperatura. En todos los casos el numero
relativo de individuos corresponde al numero total de descendientes procedentes de 3 cruces independientes normalizado

respecto al valor del control en cada caso (e, linea Gal4 empleada cruzada por moscas w1119. * Indica letalidad del 100%.
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La destruccion quimica de las neuronas que forman los MB en los experimentos de De
Belle y Heisenberg conlleva una pérdida de la funcion de las mismas. Por tanto, cabia la
posibilidad de que el efecto toxico de las repeticiones CTG no se debiese a una pérdida de las
células de los MB, sino a su incorrecto funcionamiento. De ser éste el caso, esperariamos que
el tratamiento con Hidroxiurea incrementase la viabilidad de las moscas, al estar eliminando
parte de las neuronas cuya actividad se ve alterada de manera téxica por la expresion de
(CTG)480. Asi, alimentamos a larvas L1 de genotipo yw/103Y-Gal4; UAS-(CTG)480/+ y yw/Y;
UAS-(CTG)480/+ (control) con Hidroxiurea tal y como describieron los autores. Para comprobar
que el tratamiento estaba funcionando, diseccionamos cerebros de moscas que expresaban la
proteina fluorescente verde (GFP) de manera especifica en los MB (238Y-Gal4 UAS-GFP/+) y
que habian sido alimentadas con el farmaco. La mayoria de los cerebros diseccionados
mostraba una desaparicion casi total de los I6bulos 3y a, mientras que algunos conservaban
parte de los I6bulos y (Fig. R4A-B). Esto coincide con lo descrito por los autores, pues las
neuronas de los I6bulos gamma tienen origen embrionario y, por tanto, su formacién es anterior
al tratamiento. El porcentaje de hembras de genotipo yw/7103Y-Gal4;, UAS-CTG4(/+ nacidas
experimentd un incremento del 30% tras el tratamiento con Hidroxiurea (n=139), mejora
considerable teniendo en cuenta que la desaparicion de los MB no es total, sino que los I6bulos

y persisten (Fig. R4C).

103Y-Gal4/+;UAS-CTG(480)/+

Figura R4. Efecto del tratamiento con Hidroxiurea sobre la toxicidad de (CTG)480. (A) La expresiéon de la proteina GFP
utilizando la linea 238Y-Gal4 pone de manifiesto la estructura tripartida de los MB (lébulos a, y y ft ). (B) Los individuos
alimentadas con Hidroxiurea carecian de lébulos IJy a, y poseian lébulos y desorganizados. (C) La pérdida de neuronas que
expresaban (CTG)480 incrementd el nimero relativo de hembras nacidas en un 30%. Este niumero se calcul6 normalizando el
numero de hembras adultas eclosionadas respecto al nimero de machos tratados nacidos en el mismo tubo (control de
toxicidad) y respecto al numero de hembras nacidas no tratadas. Las barras en (C) representan valores promedio y su error

estandar. * indica p-valor<0.05 (test t).
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3. mbl modifica el fenotipo de letalidad inducido por la expresiéon de repeticiones CTG en

los MB

Para demostrar la relevancia del fenotipo de letalidad observado y su relacién con la ruta de
patogénesis de la DM1, ensayamos la interaccion genética entre dicho fenotipo y la falta de
funcion del gen mbl. Dado que las repeticiones CUG secuestran a Mbl en forma de agregados
en el nucleo, la introduccidon en heterozigosis del alelo nulo mbAZ7 (Begemann et al., 1997)
deberia potenciar la letalidad inducida por los tripletes. En efecto, cuando las moscas que
expresaban (CTG)480 en los MB eran ademas portadoras del alelo mbl/6271a letalidad se veia
potenciada un orden de 6 veces (Fig. R5). Asi, en el primer caso, de un total de 214 individuos
nacidos tan sélo 32 eran hembras (lo que supone un 15% frente al 50% esperado), mientras
que en el segundo caso tan solo obtuvimos 5 hembras del genotipo de interés de un total de
368 moscas (1.3% frente a un 25% esperado). Cabe destacar que la presencia del alelo mbFZr

en heterozigosis no producia ningun fenotipo por si sola.

1.2
s n=214 : : ; :
; 1.0 Figura R5. mbl potencia el fenotipo de letalidad
provocado por la expresion de repeticiones
9i 0.8 (CTG)480. El numero de hembras esperadas dividido
S 0.6 por el niumero de hembras nacidas al expresar los
tripletes es de 0.3 (32 observadas vs 107 esperadas).
Iw 04 n=214 Este valor es de 0.05 (5 observadas y 92 esperadas)
0.2 cuando ademas esta presente el alelo mblEZ. Para
1 n=368 las moscas que no expresan (CTG)480 este valor es
yw:\UAS- 103Y-GaW+;+;  103Y-Ge/4/+.mb/E27/+  de entorno a 1.
CV3(480) UAS-CTG(480) UAS-CTG(4B0)

4. ldentificacion de moléculas de actividad biolégica conocida capaces de suprimir la

toxicidad de repeticiones CTG en los MB de Drosophila
4.1. Rastreo de la quimioteca Prestwick

Con el fin de identificar moléculas capaces de suprimir in vivo la toxicidad provocada por
(CTG)480 llevamos a cabo un rastreo quimico utilizando una quimioteca formada por 880
compuestos de bajo peso molecular y actividad biolégica conocida denominada PCL o
Prestwick (www.prestwickchemical.com). El 90% de las moléculas que forman la quimioteca se
encuentra disponible en el mercado, siendo el 10% restante alcaloides bioactivos o sustancias
relacionadas. Para realizar dicho rastreo utilizamos el fenotipo de letalidad descrito por ser éste

facilmente cuantificable y susceptible de analisis estadistico.

Debido a que los compuestos de la quimioteca se hallaban disueltos en una solucién que
contenia dimetilsulfoxido (DMSO) el primer paso consisti6 en averiguar la concentracion

maxima de disolvente que las moscas eran capaces de tolerar. Asi, alimentamos a larvas L1
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macho de genotipo yw/Y; UAS-CTG4)+ con comida comercial instantanea (ver Material y
Métodos) en la que previamente habiamos afiadido DMSO a diferentes concentraciones, y
analizamos cuantos individuos alcanzaban el estadio adulto (Fig. R6). A concentraciones de
DMSO mayores de 0.1% observamos un fuerte efecto téxico, mientras que para valores de
0.1% o inferiores no se detectaron diferencias significativas respecto al control sin disolvente.
Cabe destacar que este resultado es soélo aplicable al medio de cultivo y temperatura
ensayados, ya que para diferentes medios nutritivos el porcentaje de DMSO tolerable puede

variar considerablemente (ver apartado 4.2.1 de Resultados).

p-vak>rO0G1 Figura R6. Estudio de la toxicidad del DMSO en
medio comercial. Alimentamos 10 larvas L1 de
genotipo yw/Y;+UAS-CTG480/+ por réplica con comida
que contenia concentraciones crecientes de DMSO,
con un total de hasta 5 réplicas. A partir de 0.1% el
DMSO redujo la supervivencia de una manera
dependiente de dosis. Las barras de la grafica
representan valores promedio y su desviacion tipica.
O 0.05 01 015 0.25 05 0.9 225
%DMSO

De esta manera, tomando 0.1% de DMSO como valor maximo de disolvente tolerable,
llevamos a cabo un rastreo administrando 480 moléculas de la quimioteca en la comida a una
concentracion final de 5 pM. Cada compuesto se ensay6 por triplicado, con un total de 30

larvas L1 por réplica (10 machos y 20 hembras) descendientes del cruce:

$ yw; + UAS-CTGHD x $ 103Y-Gald/Y; +; +

|F1
S yw/Y; +; UAS-CTG4+ »Control. No expresan el transgén
$ yWw/103Y-Gal4; +; UAS-CTGHE)+  —--—-—- »  Expresan el transgén

De esta manera, el nimero de hembras nacidas tras el tratamiento servia como medida de
la actividad del compuesto sobre el fenotipo de letalidad provocado por (CTG)480, mientras
que el numero de machos, que no expresan el transgén, servia como medida de toxicidad de
las moléculas ensayadas. Ademas, el nUumero de machos se usdé como control a la hora de
garantizar que los individuos de un tubo no se habian enfrentado a contaminacion por hongos o
bacterias y/o comida en mal estado, evitando asi falsos negativos. De los 480 compuestos
ensayados, 62 mostraron in incremento significativo en la viabilidad de las moscas (15.5% del
total). Estos compuestos fueron sometidos a dos nuevas rondas de validacion siguiendo el
procedimiento descrito para el rastreo primario (n final= 90), tras las cuales 10 moléculas

mostraron mejoras significativas respecto al control sin tratamiento (p-valor<0.01; Fig. R7 y

56



Resultados

Tabla 1),lo quesupone un 2.1% del total de moléculas ensayadas. 47 compuestos
empeoraronel fenotipo(p-valor<0.05; 9.8% deltotal) y 5 resultaron téxicos (nimero machos <
3; 1% del total).

Figura R7. Supresores quimicos de la toxicidad de
(CTG)480 en los MB. (A) La rdladdn entre hembras
naddas/ino naddas nide € grado de supenivencia de
nmoscas  103Y-Ga4/+; UAS(CTG480 conrd (en gis
daro) y tratadas (en giis oscuro). Los nimeros en € ge
e abdsas indcan 1, esprondactons; 2
metodopramide; 3 ketoprdfeno; 4, nefopam §
I orfenadiing; 6, progunrida; 7, etisterona; 8 indometading;
9 denbuterd; 10, tioguancsina.

« 3.0 H + compuesto y - compuesto

Los compuestos que empeoraron el fenotipo o aquéllos que resultaron toxicos no parecian
disponerse en categorias funcionales de manera clara, mientras que los compuestos positivos
se pudieron agrupar facilmente en cinco grupos de acuerdo a su mecanismo de accion (Tabla
R1, asignaciones basadas en DrugBank y PubChem). Entre las dianas de estos farmacos
destacaban inhibidores especificos de diferentes tipos neuronales (principalmente colinérgicos
y dopaminérgicos), inhibidores de canales de sodio (implicados en la propagacion de
impulsos), einhibidores de calcio (responsable de procesos como la liberacion de
neurotransmisores durante la sinapsiso la contraccion muscular), asi como inhibidores de

ciclooxigenasas y antagonistas de histamina, entre otros.

Tabla R1. Supresores quimicos del fenotipo de letalidad inducido por (CTG)480
Actividad Biolégica Nombre del compuesto Estructura

Ketoprofeno*
Antiinflamatorios no esteroideos

Indometacina*®

Nefopam hidroclorato™
Actividad sobre receptores
dopaminérgicos e inhibidores de
la captacién de monoaminas

monohidroclorato **
Inhibidores de receptores Orfenadrina dihidroclorato™
muscarinicos, histaminérgicos y
colinérgicos

Proglumida™*
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Clenbuterol hidroclorato™*

Accion sobre el metabolismo del T, o

Na+y Ca+2
Espironolactona*
Tioguanosina A n

Otros «jv -
Etisterona™*

indica p-valor<0.01, indica p-valor«0.001
4.2.1. La expresion de repeticiones CTG en neuronas colinérgicas y dopaminérgicas es

toxica en Drosophila

En los MB existen tres poblaciones mayoritarias de neuronas: dopaminérgicas, colinérgicas
y gabaérgicas, siendo las dos primeras principalmente excitatorias y las ultimas inhibitorias. Ya
que parte de las moléculas identificadas como supresoras durante el rastreo actuaban sobre
células dopaminérgicas y colinérgicas, decidimos estudiar genéticamente si ambos tipos
neuronales eran sensibles al efecto toxico de los ftripletes CTG expresando (CTG)480 en
diferentes poblaciones de neuronas por separado. La expresion en neuronas dopaminérgicas
usando la linea Ddc-Gal4 (H. Li et al, 2000) redujo en un 82% la viabilidad de las moscas (34
individuos nacidos por tubo frente a 191 en el control w111§ (Fig. R8A), mientras que la
expresion en neuronas colinérgicas utilizando la linea Cha-Gal4 (Salvaterra & Kitamoto, 2001)
mostré una reduccion del 68% (40 moscas nacidas por tubo frente a 118 en el control w1119
(Fig. 8B). Estos resultados confirman la toxicidad de (CTG)480 en ambas poblaciones
neuronales. Sin embargo, en ambos casos la letalidad no ocurria en estadio de pupa sino en

algun momento mas temprano del desarrollo.

Figura R8. Las repeticiones
n=191 CTG son téxicas en distintas
poblaciones neuronales. La
exreson de (CTGM8) en
neurones doparminérgicas (A) y
olinégcas (B) reduce la
vidblided de las rmoscas,
denmostrando que estas cdlulas
Déc-Gald/+; UAS- Cha-Gal4/+;UAS- SN ggrsiti% d efedo de las

CTG(480)/+ CTG(480)/+ repetidones.
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4.3. Validacion de los compuestos con actividad positiva
4.3.1. Las moléculas identificadas no afectan a la expresion de (CTG)480

Si los compuestos identificados durante el rastreo interfiriesen con el sistema de expresion
ectopica Gal4/UAS podrian disminuir la transcripcion de las repeticiones CTG, reduciendo asi
el fenotipo de letalidad de manera inespecifica. Frente a esta posibilidad, disefiamos un
experimento en el que las 10 moléculas supresoras se administraron a individuos que
expresaban la proteina reportera G-Galactosidasa en los MB (7103Y-Gal4/+;,UAS-LacZ/+). Si
alguno de los compuestos disminuyese la expresidn del transgén detectariamos una reduccion
en la actividad de la proteina reportera, cuantificable mediante el seguimiento en el tiempo de
una reaccioén colorimétrica con el sustrato especifico de la (J-Galactosidasa rojo clorofenol (3-D-
galactopiranosido (CPRG). Los valores de absorbancia obtenidos en cada caso se dividieron
entre la cantidad de proteina total, cuantificada al principio del experimento para eliminar
variaciones debidas a diferencias en el tamafo inicial de las moscas o al proceso de
homogenizacién. Utilizando la pendiente de las rectas [absorbanciab@cantidad de proteina
total] vs tiempo resultantes como estima de la velocidad de la reaccion (la cual es proporcional
a la cantidad de enzima presente) no detectamos diferencias significativas respecto a la
pendiente de la recta control en ningin caso (Fig. R9A). Esto demuestra que ninguno de los

compuestos identificados afectaba al sistema Gal4/UAS.

25 B 103Y-Gal4>
UAS-CTG(480)
yw

SVv40
= DMSO

x ketoprofeno

05

Rp49
20 60 100 140 180
t (min)

Figura R9. Efecto de los compuestos identificados sobre la expresion de transgenes. (A) Henplo representativo de
ensayo de adiividad (J-Caladiosidasa. La cantidad de proteina totd para cada extracto se cuantifiod aon € fin de nomralizar los
vaores de Absabandabr4 Para d gjenmplo de lafigura (ketoprofeno), los valores de concentracion total de proteina no diferian
significativamente ddl contrd (2=0.05, test ). Los valores de Absabandabr4 nomrelizados  se representaron en gréficas frente d
tienpo y se corpararon las pendientes de las redas resuitantes. Para d caso de lafigura, la pendiente contrd (0.0011) y la
pendente compuesto (0.0012) no mostraron diferendas significativas (a=0.01). (B) G2l de agarosa en € que se muestran los
niveles de expresion de (CUGK80 obtenidos mediante RT-PCR ddl temminador ded SVA0 en moscas tratadas con DVISO
(contrd, 1), espirdonactona (2), denbuterd (3), metodopramida (4), elisterona (5), offenadrina (6), tioguancsina (7), y
ketoprafeno (8) a la misma concentracidn que la utilizada pera € rastreo quinico. Conp contrdl negativo se usaron noscas no
transgénicas de gendtipo yw. Los niveles de transaritos R49, que oodifican una proteina ribosdmica, fueron utlizados como
contrd de carga del ¢cDNA ndde. Las reacdiones de PCR de SVA0 'y Rp49 se llevaron a cabo durante 30 y 25 ddos,
respectivamente.
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Por otro lado, cabia la posibilidad de que los compuestos afectasen a las repeticiones a
nivel del ARN, alterando la estabilidad de los transcritos CUG. Por esta razén, llevamos a cabo
un segundo experimento en el que detectamos los niveles de ARN (CUG)480 mediante RT-
PCR a partir de moscas 103Y-Gal4/+;UAS-(CTG)480/+. Debido a que la amplicacion mediante
técnicas convencionales de RT-PCR de 480 repeticiones CUG no era posible, disefiamos
cebadores especificos para el terminador del virus SV40, presente en la secuencia del
transgén. Estos cebadores no alineaban con ninguna otra region del genoma de Drosophila y
no dieron lugar a ningun amplificado en moscas no transgénicas (yw). La intensidad de las
bandas obtenidas en la reaccién de PCR mostraba niveles de repeticiones CUG similares en
todos los casos (Fig. R9B), descartando asi que el efecto supresor de los compuestos se

debiese a una posible accion sobre los niveles de transcritos (CUG)480.
4.3.2. Efecto de las moléculas identificadas sobre la toxicidad de (CTG)480 en el ojo

El gen sevenless (sev) de Drosophila se expresa en los pares de fotorreceptores R1/R6 y
R3/R4, asi como en R7, en las células cono y en las mystery cells del ojo. La expresion de
(CTG)480 bajo el control del promotor de sev (sev-Gal4) da lugar a un ojo rugoso de tamafio
reducido y con fusion de omatidios. Con el fin de determinar si las 10 moléculas identificadas
eran capaces de suprimir la toxicidad de (CTG)480 en este tejido, decidimos estudiar su efecto
en moscas de genotipo sev-Gal4 UAS-(CTG)480/+ Ninguna de las moléculas causo diferencias
significativas en la rugosidad del ojo en estos individuos (Fig. R10), sugiriendo que el efecto de
los compuestos sobre la toxicidad de (CTG)480 en el cerebro dependia de factores presentes
en los MB. No obstante, cabe destacar que el ojo adulto comienza su desarrollo a partir del
estadio de larva L3 para completarse durante la metamorfosis de la pupa, la cual se encuentra
recluida en el interior de una cubierta denominada pupario y no ingiere alimento. Debido a que
los farmacos se encontraban disueltos en la comida, es posible que ésta fuese la razon de la

falta de actividad observada.

DMSO Espironolactona DMSO Ketoprofeno

sev-Gal4 UAS-CTG(480) sev-Gal4 UAS-CTG(480)
Figura R10. Efecto de los compuestos sobre la toxicidad de (CTG)480 en el ojo. La expresion de (CTG)480 en el ojo de
Drosophila bajo el control de la linea sev-Gal4 da lugar a un fenotipo rugoso (B y D). Este fenotipo se utilizd para validar la

interaccion entre las moléculas identificadas en el rastreo y la toxicidad de las repeticiones. Ninglin compuesto suprimié el

fenotipo de ojo rugoso a la concentracion ensayada (5 pM), de lo cual las figuras C (espironolactona) y E (ketoprofeno)
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muestran dos ejemplos. La imagen (A) muestra el ojo de una mosca de genotipo salvaje (OrR), en la que se aprecia la

disposicion ordenada de los omatidios.

5. Rastreo de una quimioteca combinatoria de hexapéptidos
5.1. Identificacion del péptido p88 como supresor de la toxicidad de (CTG)480

La segunda coleccion rastreada consistia en una quimioteca combinatoria en formato de
rastreo posicional, formada por combinaciones de hexapéptidos en conformacion dextrégira (D-
aminoacidos, resistentes a proteasas) (Dooley & Houghten, 1993; Pinilla et al, 1992; Vilar et
al., 1998). De manera resumida, cada vial de esta quimioteca esta formado por una mezcla de
2.5 millones de péptidos que comparten un Unico aminoacido en una posicion definida y
difieren en el resto (Fig. R11A). Asi, la combinacién de las 6 posiciones definidas por los 20
aminoacidos posibles da lugar a los 120 viales que componen la quimioteca, sumando un total
de 50 millones de secuencias distintas. El principio en el que se basa el uso de quimiotecas
combinatorias en formato de rastreo posicional es que cada una de las posiciones de la
molécula se ensaya independientemente de las demas. De esta manera, a partir de la lectura
de los resultados del rastreo se obtienen los aminoacidos mas activos para cada posicion.
Basandose en combinaciones de éstos, se sintetizan a continuacion péptidos de secuencia
definida (lo que se conoce como deconvolucion), los cuales se ensayan de nuevo con el fin de

confirmar o descartar su actividad (Fig. R11B).

B . .
01 02 03 04 05 06 Figura R11.. I.Estrategla de
Ac-01 XXXXX-NH2 AXXXXX XAXXXX XXAXXX XXXAXX XXXXAX rastreo posicional. (A) 01,
AC-X02XXXX-NH2 0 BXXXXX XBXXXX XXBXXX XXXBXX XXXXBX XXXXxB 02..06 representan
AC-XX03XXX-NH2 £ CXXXXX XCXXXX XXCXXX XXXCXXXXXXCX XXXXXC  posiciones definidas
AC-XXX04XX-NH2 m DXXXXX XDXXXX XXDXXX XXXDXX XXXXDX XXXXXD  ocupadas por los 20
o N aminoacidos posibles y las
AC-XXXXX06-NH2 YXXXXX XYXXXX  XXYXXX XXXYXX XXXXYX XXXXXY P Y

X hacen referencia a una

deconvolUdan mezcla equimolar de 19 de

CYADB los 20 aminoacidos

péptido definido naturales (la cisteina se

omite en las X, pero no en

las posiciones definidas). Las 6 posiciones por los 20 aminoacidos posibles dan lugar a 120 combinaciones cada una de las

cuales representa un vial en la quimioteca. (B) Una vez identificados los viales positivos (representados en color en el

esquema), se estudia qué aminoacido ocupa la posicién definida en cada uno de ellos. La combinacion de los aminoacidos
positivos para dar lugar a péptidos de secuencia definida es lo que se conoce como deconvolucion.

Los 120 viales que constituyen la quimioteca se ensayaron de manera individual sobre el
fenotipo de letalidad a una concentracién de 80 pM, tal y como se ha descrito en el apartado
4.1. El analisis estadistico de los resultados revelé un total de 28 viales positivos (p<0.05;
23.3% del total), cada uno de los cuales representa un aminoacido activo en una posicion
concreta. Asi, para las posiciones 01, 02, 03, 04, 05 y 06 obtuvimos un total de seis, tres,
seis, cuatro, dos y siete aminoacidos activos respectivamente (Fig. R12A). Para llevar a cabo la

deconvolucion, seleccionamos 10 de estos 28 aminoacidos, atendiendo a su grado de actividad
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en el ensayo biolégico. Finalmente, de las combinaciones posibles seleccionamos 16
secuencias para llevar a cabo la sintesis de los hexapéptidos definidos (Fig. R12B). La
seleccion de estos 16 péptidos atendié a criterios de redundancia entre las propiedades fisicas

y quimicas de aminoacidos activos en posiciones similares.

01 XXXXX XX03XXX XXXX05X
2000 125000
0 1500 100000 w
© 75000
B 1000 50000
500 25000 q
vial 42 54 55 56 59 60
X02XXXX XXX04XX XXXXX06
9000 mmrerrermrereeeeed Y 40000 \ 120000 +  —0

\V*

Ac-cpyaqe-NH2
Ac-cpyawe-NH2
Ac-cpytqe-NH2

Ac-cpytwe-NH2
Ac-cqyaqe-NH2
Ac-cqyawe-NH2

Ac-ppyaqge-NH2
Ac-ppyawe-NH2
Ac-ppytge-NH2

Ac-ppytwe-NH2
Ac-pgyaqe-NH2
Ac pqyawe-NH2

Figura R12. Resultado del rastreo primario y deconvolucién. (A) El rastreo de la quimioteca y su posterior analisis
estadistico revelaron un total de 28 viales positivos (p-valor<0.05) cuyo cédigo numérico se sefiala en el eje de abcisas de cada
grafica. De entre éstos, los 10 aminoacidos sefialados (correspondientes a los viales con mayor actividad) se seleccionaron
para llevar a cabo la deconvolucion. (B) La deconvolucion dio lugar a 16 hexapéptidos definidos. 01XXXXX, X02XXXX,
XX03XXX, XXX04XX, XXXX05X y XXXXX06 representan viales con aminoacidos definidos para las posiciones 1, 2, 3,4, 5y
6, respectivamente. Las graficas muestran la inversa del p-valor obtenido en el rastreo primario como medida de actividad. A lo
largo del texto los D-aminoacidos se representan en letra minascula mientras que los L-aminoacidos se muestran en

mayuscula (ver codigo en Apéndice 2).

Los 16 hexapéptidos definidos fueron ensayados a la mayor concentracién posible en
funcion del porcentaje de DMSO en el que se encontrasen disueltos, siguiendo un
procedimiento similar al descrito para el rastreo primario. Dos péptidos mostraron cambios
significativos en el nimero de hembras nacidas respecto al control: cpyaqe, que potencié el
fenotipo de letalidad provocado por (CTG)480, y ppyawe (al que nos referiremos a lo largo del
texto como péptido 88 6 p88), que lo suprimid, ambos a una concentraciéon de 80 pM (Tabla
R2).
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Secuencia Concentracion Nacidas tratadas/Nacidas control
Ac-cpyage-NH2 80 pM 0,3*
Ac-cpyawe-NH2 80 pM

Ac-cpytge-NH2 80 pM 0,8
Ac-cpytwe-NH2 62 pM

Ac-cqyage-NH2 25 pM 2,0
Ac-cqyawe-NH2 25 pM

Ac-cqytge-NH2 80 pM 1,4
Ac-cqytwe-NH2 57 pM 0,9
Ac-ppyage-NH2 80 pM 2,0
Ac-ppyawe-NH2 80 pM 4,0*
Ac-ppytge-NH2 80 pM 0,8
Ac-ppytwe-NH2 80 pM 3,0
Ac-pgyage-NH2 80 pM 0,8
Ac-pgyawe-NH2 40 pM 1,8
Ac-pqytge-NH2 40 pM 0,5
Ac-pqytwe-NH2 38.5 pM 0,4

* indica p-valor<0.05. - indica que no nacieron hembras en los tubos control ni en los tratados. En gris se resalta el
péptido 88 (p88).

Con el fin de confirmar el efecto supresor del péptido p88 llevamos a cabo un ensayo de
dosis-respuesta (Fig. R13). p88 no mostré actividad significativa a 20 pM y 40 pM, mientras que
ésta aumenté a 80 pM (dando lugar a un incremento de supervivencia de 6.7 respecto al
control) y 125 pM (con un incremento de 8.3 respecto al control). El analisis de los datos
mediante un test no lineal revel6 que la dosis efectiva 50 (DE50) de p88 era de 70.4 pM. A 250

pM la actividad del péptido disminuyd, posiblemente debido a un efecto téxico.

:(;) 10- Figura R13. Ensayo dosis-respuesta de p88 en los MB. p88
> 8 suprime el fenotipo de letalidad en moscas 703Y-Gal4/+;UAS-
g 6 (CTG)480/+ de manera mas eficaz entre 80 y 125 pM. Esta tendencia
% se pierde al aumentar la concentracion a 250 pM, posiblemente debido
a' a a que p88 resulta toxico a dosis altas. El valor Incremento de
é 3 supervivencia corresponde a ([hembras nacidas tratadas]-[hembras
1 o nacidas control]/n)x100.

$

[088] fiM

5.2. Estudio de la toxicidad de p88

Con el fin de analizar la toxicidad de p88 estudiamos su efecto sobre moscas de genotipo
salvaje (OrR) en medio nutritivo casero (ver Material y Métodos). Puesto que desconociamos el
valor maximo de DMSO tolerable por las moscas en esta comida, realizamos un primer
experimento sometiendo a los individuos a concentraciones crecientes del disolvente, bien

desde estadio embrionario o desde fase de larva L1. La tolerancia al DMSO en comida casera
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resultdé ser de un orden de 3-4 veces mayor que la determinada para el medio nutritivo
instantaneo (0.3-0.4% vs 0.1%, Fig. R14 y apartado 4.1 de Resultados). Los resultados de
supervivencia obtenidos para los individuos tratados con DMSO desde el embrién mostraron
una variabilidad muy alta (Fig. R14A), probablemente debido a la presencia de huevos sin
fecundar entre los embriones seleccionados. Los individuos tratados desde estadio larvario
mostraron un comportamiento mucho mas homogéneo (Fig. R14B). Por esta razén, decidimos
alimentar a larvas L1 con concentraciones crecientes de p88 (valor final de DMSO <0.12%) vy
contamos el numero de individuos que llegaban a fase de pupa y adulto. El péptido no resultd
téxico en ninguno de los estadios a ninguna de las concentraciones ensayadas (67.5 pM, 125
pM, 250 pM, 500 pM y 1 mM; n: 150 en cada caso; Fig. R14C), pudiendo por tanto existir un

efecto toxico dependiente de genotipo en el caso mostrado en la figura R13.

B
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Figura R14. Estudio de la toxicidad de p88 en

individuos salvajes. (A, B) Grafica que muestra el (

comportamiento  dosis-respuesta frente al DMSO

cuando éste es administrado en comida casera a

embriones (A) o larvas L1 (B) de genotipo OrR. La

variabilidad del ensayo es mayor cuando se parte de

embriones. (C) El numero de larvas L1 que alcanza los

estadios de pupa y adulto no difirieron respecto al

control a ninguna concentracién, indicando que p88 no

es téxico en individuos OrR. Cada ensayo se llevd a

cabo por triplicado con 50 individuos por réplica (150

individuos en total para cada concentracion). Las 125 250
barras de error representan la desviacion tipica. [p88 pM]

m  n’larvas
m i n°pupas
a  n°adultos

5.3. Todos los aminoacidos que forman p88 son criticos para su actividad

Con el fin de determinar la contribucion de cada uno de los residuos del péptido 88 a su
actividad realizamos un rastreo de alaninas (Mufioz et al., 2007). Esta técnica se basa en la
sustitucion de cada uno de los aminoacidos del péptido por alanina manteniendo los demas. La
alanina es un aminoacido pequefo y en general poco activo, razdn por la cual es utilizado para
este tipo de estudios. Ya que cada sustitucion por alanina examina la contribucion de un
aminoacido individual, este experimento permite, por un lado, evaluar si p88 es susceptible de
optimizaciéon (en caso de que una sustitucion mantenga o aumente la eficacia de la molécula),

asi como determinar qué aminoacidos son importantes para su funcién (en caso de que una
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sustitucion disminuya su actividad). La secuencia de p88 (ppyawe) permite 5 sustituciones, por
lo que se sintetizaron 5 hexapéptidos nuevos que fueron ensayados sobre el fenotipo de
letalidad en moscas 103Y-Gal4; UAS-(CTG)480/+y comida comercial, tal y como se ha descrito
para el rastreo primario. Todos ellos mostraron una actividad menor que la molécula original,
indicando que todos los aminoacidos en la secuencia de p88 son necesarios para la actividad
final del péptido (Fig. R15).
Figura R15. Rastreo de alaninas. La sustitucion por alanina de
cualquiera de los residuos de p88 causa una pérdida de actividad.
Los péptidos fueron administrados en la comida a larvas 7103Y-
Gal4+/+;UAS-(CTG)480/+. El nimero de hembras nacidas tras el
tratamiento con p29.5 fue significativamente inferior al de las
moscas control (DMSO), indicando un posible efecto tdxico de
este péptido. Todos los péptidos se ensayaron a la maxima
concentracion posible en funcion del DMSO (ver apartado 2.3.2.3.
de Material y Métodos). p29.1, ppyawa; p29.2, ppyaae; p29.3,

ppaawe; p29.4, payawe; p29.5, apyawe. Las barras muestran
valores promedio con su error estandar. * indica p-valor<0.05.

5.4. Validaciéon de la actividad de p88 en otros tejidos

5.4.1. p88 mejora los defectos histolégicos causados por (CTG)480

musculos indirectos del vuelo

Puesto que los sintomas principales de la DM1 afectan al musculo, decidimos estudiar
el efecto de p88 sobre este tejido en las moscas modelo. La expresion de (CTG)480 bajo el
control del promotor de la cadena pesada de la Miosina (linea Mhc-Gal4) provoca defectos a
nivel histolégico en los musculos indirectos del vuelo (IFMs, del inglés indirect flight muscles),
los cuales incluyen pérdida de fibras musculares y degeneracion progresiva. Dichos defectos
afectan a la funcion de este tejido, impidiendo a las moscas volar (Garcia-Lopez et al., 2008). El
péptido 88 se ensayd sobre el fenotipo de falta de vuelo utilizando el método de caida en
cilindro desarrollado por Benzer (Benzer, 1973) y en medio nutritivo casero. No observamos
cambios en la capacidad de vuelo de las moscas (concentraciones ensayadas: 62.5 pM y 125
pM; n: 117 y 77 respectivamente) respecto al control con DMSO (n: 55). No obstante, el
analisis al microscopio de secciones transversales de térax de moscas modelo de 3-4 dias de
edad reveld una mejora de los musculos a nivel histologico, con un incremento en la cantidad
de fibras y en el tamafio de los paquetes musculares (Fig. R16). Puesto que la capacidad de
vuelo de las moscas es muy sensible a cambios estructurales y metabdlicos en los IFMs, es
posible la mejora histolégica observada no fuese suficiente como para permitir a los individuos

volar.
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Figura R16. p88 suprime la toxicidad de
(CTG)480 en los musculos indirectos del
vuelo (IFMs). Secciones transversales de 1.5
pm de los IFMs de moscas normales (A),
moscas que expresaban (CTG)480 (B) y de
moscas que expresaban (CTG)480 tratadas
con p88 (C). Las moscas tratadas con péptido

mostraban paquetes musculares de mayor

th-GaI4>yW DMSO p88 125 pM tamafio que el control con DMSO. Las
Mhec-Gal4>UAS-CTG480 imagenes fueron tomadas a un aumento de
10x.

Para confirmar esta observacion, asi como cuantificar el efecto de p88, llevamos a cabo un
ensayo de dosis-respuesta y realizamos cortes histolégicos semifinos en moscas de 10 dias de
edad (Fig. R17A-E). La cuantificacion del area muscular en las moscas tratadas con 62.5 pM,
125 pM y 250 pM de péptido reveld un incremento significativo dependiente de dosis (Fig.
R17F). Estos resultados demuestran que el efecto del péptido es independiente de factores
especificos de tejido, ya que p88 es activo tanto en el cerebro como en el musculo. A 500 pM,
sin embargo, los musculos mostraban un tamafo reducido y la viabilidad de las moscas
disminuyd, indicando que a esta concentraciéon la actividad del péptido podria verse

contrarrestada por un efecto toxico.

200 uro F |
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Figura R17. Respuesta a dosis de p88 en los IFMs. Secciones transversales (1.5 pm) de los IFMs de moscas Mhc-
Gal4/+;UAS-(CTG)480/+ tratadas con 0.12% DMSO (control) (A) y con p88 a distintas concentraciones (B—E). Entre 62.5 pM y
250 pM p88 caus6 un incremento significativo en el area muscular respecto a las moscas control (F), asi como una disminucion
en la pérdida de fibras (cabeza de flecha en A). A 500 pM el area de los IFMs resulté ser menor que en las moscas control. Las

barras en la grafica muestran valores promedio con su error estandar. * indica p-valor<0.05, *** indica p-valor <0.0001.

5.4.2. Elpéptido 88 no suprime la toxicidad de (CTG)480 en el ojo

Con el fin de analizar el efecto de p88 sobre la rugosidad del ojo en las moscas modelo,
administramos p88 a individuos de genotipo sev-Gal4 UAS-CTG480/+ a 80 pM y 125 pM en
medio nutritivo casero. El analisis de imagenes de microscopia electronica de barrido en
moscas de entre 2-3 dias de edad no mostré diferencias significativas en el fenotipo (Fig. R18A

y E). La cuantificacion del tamano del ojo sobre imagenes tomadas a la lupa tampoco reveld
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diferencias significativas entre las moscas tratadas y las moscas control (Fig. R18B, F y D). Por
ultimo, para estudiar el efecto de p88 a nivel histoloégico analizamos secciones longitudinales
semifinas de retina. El tejido de las moscas que expresaban (CTG)480 mostraba un aspecto
desorganizado, con fusion de omatidios y pérdida de simetria de los fotorreceptores (Fig.
R18C). Las moscas tratadas con p88 no mostraron mejora a nivel histolégico respecto al
control (Fig. R18G), posiblemente debido a que el péptido no esta presente en la cantidad

adecuada en las células cuando la metamorfosis tiene lugar.

UL 30-

DMSO p88 DMSO p88
dorso-ventral antero-posterior

Figura R18. Efecto de la administracién
oral de p88 sobre la toxicidad de
(CTG)480 en el ojo. p88 administrado en la
comida (125 pM) no suprimié la rugosidad
del ojo de moscas sev-Gal:UAS-(CTG)480/+
(A, E). p88 tampoco produjo cambios en el
tamafio (B, F y D) o a nivel histolégico (C,
G).

6. La expresion endégena de p88 suprime fenotipos provocados por repeticiones CTG

La administracion de p88 suprimia al menos parte de los fenotipos provocados por
(CTG)480. Sin embargo, dado que en nuestros ensayos p88 se afadia a la comida, no
podiamos saber cuantas moléculas llegaban finalmente a las células con repeticiones CUG.
Con el fin de poder controlar de manera precisa la administraciéon de p88 y asegurarnos de que
el péptido estaba presente en los mismos tejidos y en el mismo momento que los transcritos
(CUG)480, generamos moscas transgénicas capaces de expresar el péptido 88 de manera
endogena y controlada utilizando el sistema Gal4/UAS. Para la obtenciéon de dichas moscas
disefiamos tres transgenes diferentes [UAS-p88C1, UAS-p88C2 y UAS-p88C3), los cuales
codifican distintos péptidos basados en la secuencia de p88 (Fig. R19), teniendo en cuenta el
sesgo en el uso de codones en Drosophila (es decir favoreciendo el uso de Gy, sobre todo, de
C en los sitios sindnimos; Powell & Moriyama, 1997) y afiadiendo a la secuencia de p88 una

metionina inicial, asi como tres glicinas espadadoras. Ademas, aguas arriba del codén de inicio
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ATG afiadimos 21 nt del extremo 5’UTR del gen act5C de Drosophila que incluia la secuencia

Kozak, con el fin de potenciar la traduccion de los transgenes.

El péptido 1 (p88C1) contenia la secuencia directa de p88. Como ya comentamos, los
péptidos de la quimioteca de hexapéptidos estan formados por D-aminoacidos. Las formas D
(dextrogiras) de los aminoacidos son estereoisomeros de las formas L (levégiras) y soélo los L-
aminoacidos se sintetizan en las células y se incorporan a las proteinas. Por lo tanto, si la
disposicién espacial de las cadenas laterales de p88 era importante para su funcion, ésta se
perderia al ser p88C1 sintetizado a partir de L-aminoacidos por Drosophila. Por esta razon,
decidimos generar la construccion 2 (p88C2), en la cual se invirtid la secuencia que codifica a
p88, dando lugar a un péptido retroinverso (Chorev & Goodman, 1995; P. M. Fischer, 2003). En
el momento en que estos transgenes fueron generados, las construcciones mas cortas
descritas en la literatura codificaban péptidos de mas de 20 aminoacidos (Ja et al., 2007), lo
que suponia mas del doble del tamafio de p88C1 y p88C2 (de tan sdlo diez aminoacidos). Por
esta razon, generamos la construccion C3 (p88C3), la cual combinaba las construcciones C1 vy
C2, dando lugar a un péptido de 19 aminoacidos. Las tres construcciones fueron
microinyectadas en los precursores de la linea germinal de embriones de Drosophila dando
lugar a 10 lineas de moscas transgénicas para cada transgén.

4ptido 1
péptido >

péptido2 C O O C K fO O W O

péptido 3

> <

Figura R19. Derivados de p88 generados para su expresion endégena en Drosophila. Secuencia de los péptidos 1
(p88C1), 2 (p88C2) y 3 (p88C3). En naranja se muestra la metionina inicial, en azul las tres glicinas espadadoras y en verde la

secuencia de p88 directa (->) o retroinversa (<-).

Las moscas transgénicas obtenidas se cruzaron con las lineas de moscas recombinantes
GMR-Gal4 UAS-(CTG)480/CyO y Mhc-Gal4 UAS-(CTG)480/TM6b generadas durante este
trabajo, las cuales dirigian la expresiéon de las repeticiones CTG en ojo y musculo,
respectivamente. Debido a la presencia de dos construcciones (JAS en la descendencia de
dichos cruces, expresamos los transgenes UAS-(CTG)480 y UAS-GFP de manera simultanea
como control negativo con el fin de garantizar una cantidad comparable de proteina Gal4
disponible para activar la expresion de cada transgén. Al igual que las moscas GMR-Gal4 UAS-
(CTG)480/+, los adultos GMR-Gal4 UAS-(CTG)480/UAS-GFP presentaban un fenotipo de ojo
fuertemente rugoso. La coexpresion de (CTG)480 y p88C2 o C3 (pero no p88C1) a 19°C y
21°C dio lugar a moscas con o0jos menos rugosos que los individuos control (Fig. R21 y Fig.

R20B-C y E-F). Estos resultados confirmaban que p88 era capaz de suprimir fenotipos
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desencadenados por las repeticiones e indicaban que los péptidos se traducian y eran activos
a pesar de su corto tamafio. No obstante, el fendmeno contrario ocurria a 25°C y a 29°C. A
25°C la expresion enddgena de p88C2 o p88C3 potenciaba la toxicidad de las repeticiones
CTG dando lugar a un ojo de menor tamafio, con pérdida de pigmentacién y dramatica fusién
de omatidios (Fig. R20H-I). A 29°C el cruce entre moscas GMR-Gal4 UAS-(CTG)480/CyQO y
UAS-p88C2 o UAS-p88C3 no produjo descendientes del genotipo de interés, indicando que
p88 reducia la viabilidad de los individuos GMR-Gal4 UAS-(CTG)480 a dicha temperatura.
Cabe destacar que la expresion de p88C2 y p88C3 por si sola a 25°C y 29°C no causo6 ningun
fenotipo (Fig. R20G). Debido a que los cambios de temperatura afectan de manera diferente a
la expresion de los transgenes (CTG)480 y p88C1-3 al estar éstos insertados en regiones
distintas del genoma, es posible que exista una relacién critica entre la cantidad de péptido y

repeticiones CTG, superada la cual p88 podria volverse toxico.

Todas las lineas portadoras del transgén UAS-p88C2 ensayadas (es decir, 5) y una de las
tres lineas portadoras del transgén UAS-p88C3 modificaron el fenotipo de las moscas GMR-
Gal4 UAS-(CTG)480, mientras que ninguna de las cinco lineas ensayadas de la construccion
UAS-p88C1 lo hizo. Esteresultado indica que tan sélo la expresion enddgena de una forma
retroinversa de p88 formadapor L-aminoacidoses capaz de revertir el fenotipo causado por la
expresion de (CTG)480, confirmando que la orientacién de las cadenas laterales de los
aminoacidos del péptido juega un papel esencial en su actividad.

GMR-Gal4 UAS- GMR-Gal4 UAS-

Figura R20. La expresion endégena de p88
CTG(480)>UAS-GFP CTG(480)>UAS-p88

mediante el sistema Gal4/UAS suprime la
rugosidad causada por (CTG)480 en el ojo.
UAS-p88C2 y C3 suprimieron la toxicidad de
(CTG)480 en ojo a 19°C y 21°C, dando lugar a un
fenotipo menos rugoso y a un incremento en el
tamafio respecto a las moscas control (B, E vs C,

F). Al aumentar la temperatura este fenémeno se

GMR-GaU UAS-

CTG(480)>UAS-MBNL 1 invirti6 y UAS-p88C2 y C3 potenciaron el efecto

de las repeticiones (25°C; H vs I). UAS-p88C2 por
si solo no produjo ojo rugoso a 25°C (G). La
figura (A) muestra un ojo salvaje. (D) La
interaccion entre (CTG)480 y MBNL1 se utilizd
como control positivo. En todos los casos el
transgén UAS-GFP se emple6 como control

negativo. Las imagenes (A-F) fueron tomadas
GMR-Gal4>UAS-;

G bajo el microscopio electrénico de barrido. Las

imagenes (G-1) se tomaron bajo la lupa. Los
ejemplos (C) y (F) muestran la interaccién con
una linea transgénica de la construccion 3 (UAS-
p88C3).
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p<0.0001
(o]
0 1+1 p<0.05 Figura R21. La expresion endogena de p88 mediante el sistema
e
-8 13- Gal4/UAS suprime el efecto de (CTG)480 sobre el tamafo del ojo. La
5(01_2_ cuantificacion de la longitud del ojo en el eje dorso-ventral de moscas GMR-
211- Gal4 UAS-(CTG)480/UAS-p88C3 mostré un aumento significativo relativo al
.0
lﬁ o- tamario del ojo en las moscas control (GMR-Gal4 UAS-(CTG)480/UAS-GFP;
EO.Q" p-valor<0.05, test t). Este efecto era mayor al aumentar la temperatura de
GFP  UAS-p88 UAS-p88 I19°Ca21°C.
19°C 21°C
GMR>iCTG(480)

La coexpresion de (CTG)480 y p88C2 o p88C3 en la musculatura con la linea Mhc~Gal4

a 25°C también suprimié los defectos histolégicos de los IFMs en adultos recién eclosionados,

aumentando el tamafo de los paquetes musculares (Fig. R22). Esto confirma el efecto de p88

sobre (CTG)480. De nuevo, tan solo lineas portadoras de los transgenes 2 y 3 modificaron el

fenotipo. Cabe destacar que la supresion de la toxicidad de (CTG)480 era mayor que la

obtenida mediante la administracion oral del péptido, sugiriendo que restringir la presencia de
p88 a las células que expresan las repeticiones CTG aumenta su eficacia.

Figura R22. Expresion endogena de p88

B 200unT C en los IFMs mediante el sistema

Gal4/UAS. Secciones transversales de torax

(1.5 pm) de moscas que expresan (CTG)480

(A) o (CTG)480 y p88C2 simultaneamente

(B) bajo el control del promotor del gen Mhc.

= p88C2 caus6 un aumento del tamafio de los

w rn musculos (C), disminuyendo la distancia
UAS-GIV  UAS-p*8C2

Mhc-GaU UAS-(CTG)480  €ntre paquetes. El area muscular se obtuvo
binarizando las imagenes tomadas al

Mhc-Gal4 UAS- Mhc-Gal4 UAS- microscopio y cuantificando el porcentaje de

CTG(480); UAS-GFP CTG(480); UAS-p88 pixeles correspondiente a musculo.

7. Estudio del mecanismo de acciéon de p88

Los resultados obtenidos in vivo demostraban un efecto de p88 sobre la toxicidad de las
repeticiones CTG. No obstante, desconociamos el mecanismo molecular por el cual esto
sucedia. La Fig. R23 muestra varias hipotesis que resumen como p88 podria ejercer su efecto
en las células. En primer lugar, p88 podria afectar a los niveles de transcritos (CUG)480, bien
interfiriendo con el sistema Gal4/UAS o disminuyendo la estabilidad de los ARNs téxicos (Fig.
R23A). Por otro lado, p88 podria unirse a las repeticiones CUG liberando factores nucleares
secuestrados por éstas, como Mbl, de manera que dichas proteinas podrian desempefiar de
nuevo sus funciones normales (Fig. R23B). p88 podria también unirse a las repeticiones CUG

impidiendo que éstas se plieguen formando horquillas toxicas de doble cadena (Fig. R23C).
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Por ultimo, p88 podria actuar sobre otras proteinas o transcritos aguas abajo de las

repeticiones afectando, por ejemplo, a la estabilidad o al procesado de éstos (Fig. R23D).

Figura R23. Posibles
CTG CTG CTG CTG CTG CTG CTG CTG B

% mecanismos de accion de
(D uas @ (o p88 sobre la toxicidad de
(CTG)480. p88  podria
afectar a la expresion de las
repeticiones (A), desplazar
a Mbl de las horquillas de
ARN (B), desestabilizar las
horquillas téxicas (C) o
actuar aguas abajo de las

repeticiones (D).

°1
utiri jgMmit " wfifa fro—
CUG CUG CUG CUG CUG

Con el fin de estudiar cada una de las hipotesis propuestas, decidimos llevar a cabo una

serie de experimentos a nivel molecular e in vitro, los cuales se detallan a continuacion.
7.1. p88 no afecta a los niveles de expresion de (CTG)480

Para estudiar si p88 afectaba a la expresion de (CTG)480 utilizamos dos estrategias
diferentes. En primer lugar, alimentamos a moscas Mhc-Gal4/+;UAS-luciferasa/+ con el péptido
a 250 pM en medio nutritivo casero. A pesar de que p88 produjo una leve disminucion en los
niveles de emision de luz, esta diferencia no era significativa respecto al control con DMSO
(a=0.05, test t; Fig. R24), demostrando que el péptido no afectaba al sistema Gal4/UAS. Sin
embargo, la presencia de DMSO en la comida de las moscas control causd un incremento en
los niveles de proteina luciferasa. Estos resultados indican que el disolvente podria afectar a la
expresion de este transgén, posiblemente por su efecto descrito como supresor de la

variegacion dependiente de posicién (Michailidis et al., 1989).

6000000+ - Figura R24. Efecto de la expresion de p88 sobre la expresion
" de la proteina reportera luciferasa. El tratamiento con p88 no
b 4000000- afecté de manera significativa a la expresion de luciferasa
;)0 comparada con moscas expuestas a la misma cantidad de
2000000- DMSO (0.12%). Sin embargo, el DMSO por si sélo incrementé la

—3 expresion del transgén. Las barras muestran valores promedio y

su error estandar. ** indica p-valor<0.01.
0% DMSO 0.1% DMSO p88 250 fiM
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En segundo lugar, determinamos si p88 afectaba especificamente a los niveles de
transcritos (CUG)480 mediante RT-PCR a partir de moscas Mhc-Gal4/+;UAS-(CTG)480/+
alimentadas con péptido 88 a diferentes concentraciones. Tras cuantificar la intensidad de las
bandas obtenidas en la reaccion de PCR no se detectaron diferencias significativas en los

niveles de (CUG)480 a ninguna concentracion (Fig. R25).

A  Mhc-Gal4>UAS-cTG(480) B

[p88] pM 8
DMSO 62.5 125 250 500 B
D1
SV40'°pr g
n n 11 P
t 11 m 11
P H B K £ DMSO 62.5 125 250 500
[p88] pM

Figura R25. Efecto de p88 sobre la expresion de (CTG)480. (A) Gel de agarosa que muestra los niveles de transcritos
(CUG)480 obtenidos mediante RT-PCR de una region del terminador SV40 en moscas Mhc-Gal4/+; UAS-(CTG)480/+ tratadas
con 0.12% DMSO (control) o con p88 a distintas concentraciones. La cuantificacion de la intensidad de las bandas con el
programa ImageJ no revelé cambios significativos en ninglin caso (a=0.05, test t). (B). Los transcritos del gen Rp49 se utilizaron
como control de carga del cDNA molde. Las reacciones de PCR de SV40 y Rp49 se llevaron a cabo durante 30 y 25 ciclos,

respectivamente. Las barras en (B) muestran valores promedio y su desviacion tipica.

7.2. Estudio del efecto del péptido 88 sobre la unién de Mbl a repeticiones CUG

Si p88 interfiriese con la union al ARN de alguna de las proteinas secuestradas por las
horquillas de repeticiones CUG tdxicas (hipotesis B en la Fig. R23) cabria esperar que existiese
cierta homologia de secuencia entre el péptido y dichas proteinas. Con el objetivo de estudiar
esta posibilidad llevamos a cabo un andlisis bioinformatico utilizando el programa de
comparacion de secuencias MEGA (Tamura et al., 2007) y comparamos la secuencia del
péptido 88 con las secuencias de Mbl, hnRNP H, hnRNP F y Sp1. Este estudio revelé que tres
de los seis aminoacidos de p88 alinean con el reverso de una secuencia conservada en el
primer dedo de zinc de las proteinas Muscleblind, dominio a través del cual dichas proteinas se
unen al ARN (Goers et al, 2008; Warf & Berglund, 2007) (Fig. R26). Ademas, en este
alineamento la posicién del triptéfano de p88 coincide con la de una fenilanina (aminoacido
también aromatico, apolar e hidrofébico) critica para la unidon de las proteina Mbl a las
repeticiones CUG (Teplova & Patel, 2008). Con el fin de determinar si el mecanismo de accion
del péptido estaba basado en la competencia con Mbl por la uniéon a horquillas de ARN téxicas

estudiamos su efecto sobre la union de la proteina a dichos ARNSs in vitro.
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Figura R26. p88 alinea parcialmente con el

dedo de Zinc 1

primer dedo de zinc de Muscleblind. dme,

cine-MblC HANV Drosophila melanogaster; cel, Caenorhabdltis
cel -MblC P ] )
gga -Mbnll SKSC elegans; gga, Gallus gallos: dre, Danio rerio;
dre -Mbnll KSC hsa, Homo sapiens. Mbnl1-3 corresponden a los
hsa -Mbnll SKSC tres pardlogos humanos. La secuencia reversa
hsa -Mbnl2 de D88 (085 ’ B i
hsa -Mbn13 PRVCK e p88 (p88-rev) alinea con una region critica
p8s8 -dir para la unién de la protema al ARN. En negro se
p8s -rev EWAYPP muestran aminoacidos conservados.

7.2.1. Expresion y purificacion de los dedos de Zinc de Mbl

Para comprobar si el péptido 88 era capaz de competir con Mbl por la uniéon a las
repeticiones CUG era necesario, en primer lugar, expresar y purificar la proteina Mbl.
Limitamos dicho estudio a la porcién de Mbl correspondiente a sus dedos de zinc (MbIZF,
aminoacidos 1-98) por dos motivos principales. En primer lugar, en Drosophila existen 7
isoformas Mbl distintas. A excepcidn de la isoforma MbID, todas ellas comparten la regién que
contiene los dos dedos de zinc (extremo Nt) y difieren en sus secuencias Ct. En segundo lugar,
se ha descrito que tanto los dedos de zinc de MBNL1 como de Mbl son suficientes para unirse

a sus secuencias diana (Warf y Berglund, 2007; Goers et al, 2008).

La clonacion de MbIZF se llevé a cabo en un vector derivado del vector comercial pET-15b
(ver apartado 2.1.1. de Material y Métodos), de tal modo que la proteina MbIZF se fusiono a 6
histidinas con un sitio de corte intermedio, el cual permitia eliminar dicha etiqueta mediante
digestion con la proteasa TEV (del inglés Tobacco Etch Virus, ver Material y Métodos). Con el
fin de encontrar las condiciones Optimas de expresién de MbIZF en E. coli ensayamos
combinaciones de tres variables diferentes: (1) la cepa bacteriana utilizada (BL21 (DE3), BL21
pLys (DE3) y BL21 pLys (DE3) Codon +), (2) la concentracion de ZnCl2en el medio (50 pM y
100 pM) y (3) la temperatura de induccion (30°C y 16°C). De entre todas las condiciones
estudiadas conseguimos obtener una alta proporcién de MbIZF soluble al utilizar la cepa BL21
(DE3), una concentracion de ZnCl2de 50 pM y una temperatura de induccion de 16°C. E
proceso de purificacion se llevo a cabo por cromatografia de afinidad en un sistema FPLC, con
un rendimiento final de ~1.4 mg de proteina/L de cultivo (ver apartados 2.1.2 y 2.1.3 de Material
y Métodos y Fig. MM4).

Para comprobar que la proteina purificada se encontraba en su conformacién nativa
analizamos su espectro de dicroismo circular (DC) (Fig. R27B). El espectro de DC de MbIZF
era similar al descrito para los dedos de zinc de MBNL1 en 2007 por Warf y Berglund, con un
pico pronunciado a 203 nm, el cual denotaba falta de estructura, y un pico débil a 220 nm,
indicador de hélice alfa (Fig. R27A-C). Por otro lado, la caracterizacion del estado de

oligomerizacion de la proteina MbIZF en solucion se llevdé a cabo mediante cromatografia de
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exclusion molecular (Fig. R27D). El volumen de exclusion obtenido para MbIZF correspondia a
un pesomolecular de 13.4 KDa, equivalente altamano dela proteina en forma monomérica,
revelando queMbIZF noforma complejosconsigo mismo, al menos en las condiciones del

ensayo.

B Figura R27. Espectro de DC de los
MBNL1-ZF
dedos de zinc de las proteinas

lamina Muscleblind. (A) La proteina humana
. giro MBNL1 (2 pM; Warf et al. 2007) presenta
un pico pronunciado a 203 nm, y un pico

hélice a débil a 220 nm, indicando que MBNL1ZF

otros no posee estructura secundaria a

180 200 220 240 260 excepcion de una pequefia porcion en
X(nm)

200 220 54 X(nm)

forma de hélice alfa (comparar con
MbI-ZF patron en B). MbIZF mostraba un
mAU espectro similar, con un pico pronunciado

134 kDa a 205 nm y otro débil a 222 nm (C). (D)

MbIZF mostr6 un solo pico pico de
eluciéon al pasar por una columna de
exclusion molecular. El volumen de
elucién coincide con el tamafio de MblZF

200 220 240 X (nm) mL en forma de monémero.

7.2.2. p88 se une a repeticiones CUG in vitro

Una vez obtenida la proteina recombinante MbIZF estudiamos su capacidad de unién al
ARN en presencia y ausencia de p88 mediante un ensayo de polarizacion de fluorescencia
(FP). Cuando un haz de luz polarizada excita a un fluoréforo conjugado con una molécula
pequefia, ésta sufre difusion rotacional mas rapido que el tiempo necesario para que ocurra la
emision de luz, lo que resulta en una disposicién al azar de la molécula en el momento de
emision de fluorescencia (despolarizacion). Sin embargo, la rotacién de la molécula se vuelve
mas lenta cuando la viscosidad del medio o el volumen molecular cambian, aumentando la
polarizacion de la luz emitida. De esta manera, midiendo los cambios en la polarizacién de un
ARN formado por 23 repeticiones CUG conjugado al fluoréforo carboxifluoresceina, FAM-
(CUG)23, podriamos estudiar la union entre éste y MblZF, asi como la capacidad de p88 de
desplazar dicha interaccion (Fig. R28) (Mao et al., 2006; Perrin, 1926).
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Mbl

/117 //

Polarizaciéon Baja Polarizacién Alta Polarizacion Baja
Figura R28. Esquema de un ensayo de polarizacion de fluorescencia. Los ensayos de polarizacién de fluorescencia
consisten en marcar una molécula pequefia con un fluoréforo (repeticiones CUG conjugadas con carboxifluoresceina en nuestro
caso; A), de forma que cuando ésta se una a una molécula de peso molecular mayor (como la proteina MblZF) se modifique su
velocidad de rotacion (B). Los cambios en la velocidad de rotacion se pueden detectar excitando la molécula con haces de luz
polarizada en los planos vertical y horizontal y midiendo la direccién de polarizacion de la fluorescencia emitida. Si una molécula
de pequefio tamafio (como p88) fuese capaz de inhibir la unién entre MblZF y FAM-CU23, el ARN fluorescente incrementaria de

nuevo su velocidad de rotacion, reduciendo su polarizacién (C).

En estos ensayos la proteina MbIZF caus6 un incremento en la FP de FAM-(CUG)23,
indicando union entre ambas moléculas (Fig. R29B). El analisis de la curva de unién mediante
un test no lineal reveld una IC50 tedrica de 900 nM. Con el fin de comprobar la especificidad de
esta interaccion llevamos a cabo estudios de competencia con un ARN no marcado, (CUG)23
(1:10, 1:100 y 1:200 respecto a FAM-(CUG)23). En todos los casos la sonda no marcada
compitio la union (Fig. R29A). p88 también causd un leve incremento en la FP del ARN FAM-
(CUG)23 (p-valor: 0.0176; Fig. R29C). Sin embargo, la coadicion del péptido y MbIZF a FAM-
(CUG)23 no disminuyd la polarizaciéon del ARN. Por el contrario, los valores de FP en presencia
de p88 y MbIZF simultdneamente eran mayores que los obtenidos por la adicion de proteina
MbIZF séla (p-valor: 0.0158; Fig. R29C). Este resultado sugiere que ambas moléculas podrian
unirse al ARN sin interferir con la unién de la otra. No obstante, el incremento en los valores de
FP tras la coadicién de MbIZF y p88 era menor que la suma de incrementos causados por
ambos por separado (AmP(Mbl): 99.5; AmP(p88): 21.75; AmP(Mbl+p88): 108.25), lo que no

descarta que exista una competencia parcial.

75



Resultados

S 14 6 nM FAM-CUG23 200y § nM FAM-CUG23 D 20 6nMmFAM-CUG23
150
100 15
N 10
50
08 n o n 1.0
libre 60 [CUG(;)ZS] '1\"200 [p88]10>iM -
n .
000 M MbIZF [MbIZFl nM [MbIZF] 2.5 \iMm -

Figura R29. MbIZF y p88 se unen a repeticiones CUG. (A) La adicién de MbIZF causé un incremento en la polarizacion de
FAM-CUG23 provocado por la unién entre ambas moléculas. Esta union es reversible si se compite con un ARN CUG23 no
marcado (A) y es proporcional a la cantidad de MblZF (B). (C) p88 causé un incremento discreto en la polarizacién de FAM-
CUG23 debido al reducido tamario del péptido. Sin embargo, p88 no revirtio el efecto de MbIZF sobre FAM-(CUG)23. * indica p-
valor<0.05 (test t).

Dado el bajo peso molecular de p88 (inferior a 900 Da), los cambios en la rotacion del ARN
inducidos por el péptido en los ensayos de FP son pequefios y no permiten llevar a cabo una
caracterizacion detallada de la interaccién. Por esta razén, decidimos estudiar la unién entre
p88 y el ARN FAM-(CUG)23 mediante experimentos de retardo en gel (Jing et al., 2003). Tras
determinar la cantidad de ARN Optima para su deteccion (60 nM; Fig. R30A) analizamos, en
primer lugar, la interaccion entre FAM-(CUG)23 y MbIZF. Dicha uniéon provocéd tanto una
disminucion en la intensidad de la banda correspondiente al ARN libre en el gel como la
formacion de agregados de alto peso molecular en el interior del pocilio (Ingmer et al., 1995).
La formaciéon de dichos agregados disminuia al competir la unién con sonda (CUG)23 no
marcada (1:100), demostrando la especificidad de la interaccion. Ademas, la union entre FAM-
(CUG)23 y MbIZF no tenia lugar si el ARN fluorescente se incubaba con la proteina
desnaturalizada por calor, ni si la reaccion se llevaba a cabo entre FAM-(CUG)23 y una
proteina no relacionada (colageno a3) a la misma concentracion que MbIZF, de nuevo
confirmando la especificidad de la unién (Fig. R30B). Con el fin de disminuir el tamafo de los
complejos formados utilizamos un ARN formado por 4 repeticiones CUG (FAM-(CUG)4). Warfy
Berglund describieron que los dedos de zinc de MBNL1 pueden unirse a repeticiones CUG
formadas por un minimo de 4 tripletes siempre y cuando se facilite la formacién del lazo o oop’
afiadiendo 4 nucledétidos no complementarios hacia la mitad de la secuencia (ver Material y
Métodos). Tal y como se muestra en la figura R30C, MbIZF se unié a FAM-(CUG)4 pero el

complejo formado quedo igualmente retenido en el pocilio.
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Figura R30. Estudio de la unién de MbIZF a FAM-(CUG)23 mediante ensayos de retardo en gel. (A) MblZF se une a
FAM-CUG23 causando la retencién del complejo en el pocilio. Esto ocurre a todas las concentraciones de ARN ensayadas para
una concentracion de proteina fija. (B) La unién entre FAM-(CUG)23 y MbIZF es especifica ya que se puede competir con un
ARN CUG23 no marcado (proporcion FAM-(CUG)23:CUG23 1:100; carrera 3), y no ocurre si la proteina se desnaturaliza por
calor antes de incubar con FAM-(CUG)23 (carrera 4). La proteina colageno alfa-3 utilizada a la misma concentracion que MbIZF
no se une al ARN (carrera 5). (C) MblZF también se une a ARNs de menor tamafio (FAM-(CUG)4) formando complejos que

quedan retenidos en el pocilio del gel.

Con el fin de descartar que FAM-(CUG)23 se uniese a la cola de histidinas de MbIZF,
eliminamos ésta mediante digestidon con la proteasa TEV (Fig. R31A-C). La proteina MbIZF sin

histidinas (MblZFAHs) mantenia la capacidad de unién al ARN (Fig. R31D).
FAM-CUG23 60 nM

AH's
TEV MbIZF
A . B MbIZF
TEV
NiZF
v A
MwWZzFAHIS el te e K MbIZF A1

Figura R31. La cola de histidinas de MbIZF no afecta a su uniéon con FAM-(CUG)23. (A) Gel que muestra la digestién
con la proteasa TEV para eliminar las 6 histidinas de la proteina MblZF. El producto de la digestion (MbIZF*'s) se pasé por una
columna de afinidad de Niquel para retener las Histidinas y eliminar TEV, al eluir ésta de manera diferente a MbIZFAHs (B). (C)

Resultado tras la purificaciéon. (D) MblZF*'8se une a FAM-(CUG)23 y esta union es proporcional a la concentracion de proteina.

Para estudiar la union de p88 a las moléculas de ARN CUG llevamos a cabo experimentos
similares entre el péptido y FAM-(CUG)23. p88 se unié al ARN formando agregados de alto
peso molecular, tal y como se ha descrito para MblZF. No obstante, en algunos casos pudimos

observar una banda de retardo en el interior del gel (Fig. R32A). p88 se unia a FAM-(CUG)23 a
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concentraciones de péptido elevadas (500 pM en adelante, Fig. R32B), indicando una baja
afinidad entre ambas moléculas, al menos en las condiciones del ensayo. Esta afinidad se
reducia al disminuir el tamano de las repeticiones (FAM-(CUG)4, Fig R32C). Con objetivo de
determinar si p88 podia competir con MbIZF por la union al ARN, incubamos ambos en
presencia de FAM-(CUG)23. p88 no impidid la union de MbIZF, ya que en este caso todo el
ARN pas6 a formar parte de agregados de alto peso molecular (Fig. R32D). Esto podria
deberse bien a un efecto sinérgico entre la proteina y el péptido o a un efecto aditivo si ambos

se uniesen a sitios diferentes del ARN.

B FAM-CUG23 60 nM
FAM-CUG23

p88 [p88] iIM O

Figura R32. p88 se une a
repeticiones CUG sin desplazar a
MbIZF. (A) p88 (1 mM) puede unirse
al ARN FAM-(CUG)23 (60 nM). (B)
Esta unién es proporcional a la

I I l l M I cantidad de péptido y se detecta a

partir de -500 pM. p88 (1 mM) se une

FAM-CUG4 FAM-CUG23

FAM-CUG23 60 nM con menor afinidad a repeticiones de

CcuG23 - - + + 88 88
088 -+ + o+ P P tamafio corto (FAM-(CUG)4, 60 nM)
(5mM) (2.5 mM)
Mbl-ZF (C). La uniéndel péptido a FAM-
(4 pM) (CUG)23 no interfiere con la
interaccién de la proteina MbIZF (D).
bJi

7.3. p88 se une a repeticiones CUG con mayor afinidad que a ofras secuencias

Con el fin estudiar la especificidad de la unién observada entre p88 y las repeticiones
CUG llevamos a cabo dos experimentos. En primer lugar, ensayamos los cinco hexapéptidos
generados durante el rastreo de alaninas (ver apartado 5.3 de Resultados) mediante un
experimento de entrecruzamiento con formaldehido. Ninguno de ellos se unié de manera
significativa a FAM-(CUG)23 (Fig. R33A), demostrando que todos los residuos de p88 son
necesarios para su interaccion con el ARN. Dado que estos péptidos no suprimieron la
toxicidad del transgén (CTG)480 en Drosophila (ver Fig. R15), la capacidad de unién de p88 a

las repeticiones CUG parece ser necesaria para su actividad in vivo.
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En segundo lugar, estudiamos el efecto de p88 sobre otras secuencias de ARN y ADN,
tanto de doble cadena como de cadena sencilla, marcadas con carboxifluoresceina (FAM) (Fig.
R34C). Dichas moléculas incluian (1) un ARN de cadena sencilla formado por 19 nt de la
region 3'UTR del gen DMPK (ARNcs), (2) un ARN formado por 4 repeticiones CUG fusionadas
a dicha secuencia de cadena sencilla de DMPK (ARNdc+cs), (3) un ARN capaz de formar una
horquilla de doble cadena perfecta formada por 4 repeticiones CAG CUG (ARNdc), (4) un ADN
formado por 4 repeticiones CTG (ADNdc) y (5) un ADN correspondiente a los mismos 19 nt de
la region 3’'UTR del gen DMPK. p88 se uni6é en todos los casos (Fig. R33B). Ademas, un ARN
mutado no marcado de secuencia (GUC)4 (al cual los dedos de zinc de la proteina MBNL1
humana no se unen; Warf et al, 2007) asi como una mezcla de moléculas de ARN de
transferencia (ARNt) desplazaron la unién entre p88 y FAM-(CTG)23 (gel no mostrado). En
conjunto, estos datos indican que la unién de p88 al ARN es especifica de secuencia (ya que
otros hexapéptidos mostraban un comportamiento diferente) y que el péptido puede unirse a

mas de un solo tipo de acido nucleico.

B ARN dc+cs
FAM-CUG23 ADNes ADNde ARNes ARNde (3UTRopmpk+
(3UTR DMPK)  (CTG)4 (3'UTR DMPK) (CAG CUG)4 CUG4)
p88 -
hr
CUG4 3'UTR DMPK (CAGCUG)4 3’UTR DMPK-CUG4

Figura R33. Especificidad de p88. (A) Ninguno de los cinco péptidos del rastreo de alaninas (2.5 mM) se uni6é al ARN FAM-
(CUG)23 (60 nM) de manera significativa, demostrando que la interaccién descrita para p88 es especifica. (B) p88 (1 mM)
puede unirse tanto a ARN como ADN de doble cadena (de) y cadena sencilla (es) (60 nM). (C) Esquema que muestra la

estructura secundaria de los acidos nucleicos empleados en el experimento mostrado en (B).

Sin embargo, era posible que p88 se uniese con afinidad diferente a cada una de las
secuencias estudiadas. Debido a que los complejos péptido-ARN y péptido-ADN detectados en
nuestros experimentos de retardo en gel quedaban retenidos en el pocilio, la determinacion de

constantes de disociacion (Kd) para cada interaccion no fue posible. Con el fin de cuantificar la

79



Resultados

union entre p88 y dichos acidos nucleicos, asi como descartar que el péptido se uniese a la
carboxifluoresceina en todos los casos, decidimos poner a punto un experimento de extincion
de la fluorescencia intrinseca del triptéfano presente en la secuencia de p88. El triptéfano tiene
un maximo de absorcién a una longitud de onda de 280 nm y un pico de emisibn maximo entre
300 y 350 nm (en funcion de la polaridad del solvente). La fluorescencia de este residuo
cambia cuando la conformacion de la proteina, y por tanto el ambiente en el que se encuentra
expuesto, se ven modificados por su uniéon a otra molécula (Carpenter et al, 2001a). Asi,
incubamos cantidades crecientes de las moléculas de ARN DMPK-CUG4, DMPK vy
CAG CUG4, asi como los ADNs CTG4 y DMPK con una cantidad fija de p88 (5 pM), y
medimos cambios en la emision de fluorescencia del péptido a 351 nm. En todos los casos la
sefial disminuyé de manera proporcional a la cantidad de ARN o ADN afiadida al medio,
confirmando la unién observada anteriormente. Sin embargo, la representacion en una recta de
la fluorescencia emitida para cada punto de concentracién relativa a la fluorescencia del
péptido libre dio lugar a rectas con pendientes diferentes, indicando que la tasa de extincion de
fluorescencia (y con ello la afinidad de la union) era distinta entre los distintos acidos nucleicos
(Fig. R34). La pendiente de la curva era significativamente mayor para la molécula DMPK-
CUG4 (-0.034 + 0.003) que para CTG4 (-0.019 + 0.005) y DMPK (ARN: -0.024 + 0.003 y ADN: -
0.028 = 0.002) (p-valor<0.01). Sin embargo para el ARN CAG CUG (-0.028 * 0.003) esta
diferencia no era estadisticamente significativa (p-valor>0.1; Fig. R34B). La molécula DMPK-
CUG4 contenia las repeticiones CUG en su entorno de DMPK. En conjunto, esto sugiere la
existencia der cierta selectividad por parte del péptido hacia sus dianas, uniéndose de manera

preferente a los ARN toxicos.

B Figura R34. p88 se une con

5 io* * DMPK-CUG4 5 1.0 « DMPK-CUG4 mayor afinidad a DMPK-CUG4.
I = DMPK ¢ m CAGCUG4 (A) Experimento de extincion de la
> fluorescencia del triptéfano de

| M i o* 73 188. El péptido (5 pM) se incubd
e 07 2 0.7 con distintos acidos nucleicos (2.5
% fg,06- pM, 5 pM, 7.5 pM, 10 pM y 12.5
05 p<0.05 o5 P01 pM). La tasa de extincion de
[ARN] pr 16 [ARN] pMm fluorescencia se midi6 como la

pendiente de las rectas obtenidas
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7.4. p88 provoca un cambio conformacional en las horquillas de doble cadena formadas

por las repeticiones CUG

Tal y como se describe en la hipotesis C de la Fig. R23, un posible mecanismo para
accion de p88 podria consistir en desestabilizar las horquillas toxicas formadas por repeticiones
CUG. Con el fin de estudiar posibles cambios en la estructura secundaria del ARN inducidos
por la unién de p88, llevamos a cabo en primer lugar un experimento de dicroismo circular (DC)
utilizando un ARN con repeticiones CUG no marcadas (CUG60). Los espectros de dicroismo
circular de ios acidos nucleicos vienen dados por ei apilamiento de las bases que conforman su
secuencia. Por lo tanto, cuando una molécula se une al ARN, afectando a su estructura, se
detecta un cambio en su espectro de DC (Carpenter et al., 2001b). Incubar el ARN CUG60 (1
pM) con la proteina MbIZF (1 pM y 1.5 pM) redujo la intensidad de la sefial emitida por éste,
aunque no desplazé el valor de longitud de onda maximo en el espectro (Fig. R35A), indicando
que la union de MbIZF afecta al empaquetamiendo de las bases del ARN. Cuando incubamos
el ARN con concentraciones crecientes de p88 (0.1 pM, 0.5 pM, 1 pM, 10 pM y 20 pM)
observamos un efecto similar (Fig. R35B). Durante las lecturas (~3 h), el ARN se mantuvo en la
cubeta en el interior del dicrografo a 10°C. Para descartar que el ARN se hubiese degradado en
este tiempo, medimos el espectro de DC del ARN CUG60 a tiempos 0 y 3 h, habiéndose
mantenido éste a 10°C en todo momento. A las 3 horas el espectro de CUG60 no mostrd
cambios respecto al espectro obtenido a tiempo 0, demostrando que los efectos observados
eran especificos (Fig. R35D). Ademas, los péptidos p29.1 (0.5 pM y 1 pM) y p29.4 (1 pM) del
rastreo de alaninas no cambiaron el espectro del ARN libre (Fig. R35E y R35F), confirmando la
especificidad de la union. Por ultimo, cuando afiadimos MbIZF (0.5 pM) seguido de p88 (0.5
pM), o viceversa, al ARN no observamos un incremento en la sefial de DC, lo que sugiere que
los cambios producidos en el ARN por uno de ellos no son reversibles por la adicion posterior

del otro.
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Figura R35. p88 disminuye el apilamiento de las repeticiones CUG. Tanto MbIZF (A; 1 pM y 1.5 pM) como p88 (B; 0.1 pM,
0.5 pM, 1 pM, 10 pM y 20 pM) cambiaron el espectro de DC de CUG(60) (1 pM), reduciendo el pico de emision del ARN a -265
nm de manera proporcional a la concentracidon de proteina o péptido. Sin embargo, este efecto no se revirtié6 cuando se incubd
el ARN con MbIZF y p88 conjutamente, independientemente del orden de adicién (C). Este cambio no se debia a degradacion
del ARN durante el tiempo que duré el experimento (D) y tampoco ocurria cuando CUG60 se incubaba con los hexapéptidos

p29.1 (E, 0.5 pMy 1 pM)y p29.4 (F, 1 pM). La curva representada en azul oscuro corresponde al ARN libre en todos los casos.

En (A) ARN 1 pM+MbIZF 1 pM, --—— ARN 1 pM+MbIZF 1.5 pM; (B) ARN 1 pM+p88 0.5 pM , ARN 1
pM+p88 1 pM, ARN 1 pM+p88 10 pM, ARN 1 pM+p88 20 pM; (C) ARN 1 pM+MbIZF 0.5 pM, ---------
ARN 1 pM+MbIZF 0.5 pM+p88 0.5 pM, ARN 1 pM+p88 0.5 pM, ARN 1 pM+p88 0.5 pM+ MbIZF 0.5 pM.

Estos resultados demostraban que p88 disminuia el apilamiento de las bases del ARN
y, por tanto, afectaba a la conformacion de la molécula. Con el fin de confirmar si dichos
cambios causaban una pérdida de la estructura en horquilla llevamos a cabo un experimento
utilizando un ARN formado por 23 repeticiones CUG en el que una guanina habia sido
sustituida por su analogo 2-amino purina (2-AP-(CUG)23). Cuando la 2-AP se encuentra en un
entorno de cadena sencilla emite fluorescencia a 375 nm. Sin embargo, dicha emision se
extingue significativamente cuando la molécula se encuentra formando parte de una doble
hélice (Datta et al., 2006). A concentraciones bajas de MbIZF y p88, para las cuales habiamos
detectado unién en los experimentos de DC y Trp-FQ (ARN:proteina £ 1:5), ninguno de los dos
produjo cambios en la fluorescencia de la 2-AP (Fig. R36A-B). En el caso de MbIZF esto

coincide con observaciones previas publicadas por otros autores (Warf, Diegel et al, 2009). Sin
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embargo, al aumentar la concentracion de p88 a 100 pM (ARN:péptido 1:100) el ARN 2AP-
(CUG)23 sufrio un cambio conformacional de doble cadena a cadena sencilla, con un
incremento de 2.9 veces en la emision de fluorescencia de la molécula (Fig. R36B). Con el fin
de confirmar la especifidad de este efecto, llevamos a cabo el mismo experimento incubando
los péptidos del rastreo de alaninas p29.1 y p29.4 con el ARN 2-AP-(CUG)23 a la misma
concentraciéon (100 pM). Ninguno de estos péptidos produjo cambios en la emisiéon de
fluorescencia, como tampoco lo hizo el DMSO por si sélo (Fig. R36C). Por lo tanto, estos
resultados indican que p88 es capaz de desestabilizar las horquillas de doble cadena formadas
por las repeticiones CUG y confirman que MbIZF y el péptido se unen de manera diferente al
ARN.

B
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Figura R36. p88 abre las horquillas de repeticiones CUG. Medidas de la fluorescencia emitida por la 2-amino purina en un
ARN (CUG)23 (1 pM) en presencia de MbIZF (0.1 pM, 1 pM, 2 pM, y 5 pM) (A) o p88 (0.1 pM, 1 pM, 2 pM, 5 pM y 100 pM) (B)
relativa a la fluorescencia emitida por el ARN libre. p88 caus6 un incremento de 2.9 en la fluorescencia de 2-AP, indicando un
cambio hacia cadena sencilla (Datta et al., 2006). Este efecto no se observo al incubar el ARN con DMSO (-0.05%), p29.1 o

p29.4 (100 pM).

8. Validacion de la actividad de p88 en un modelo de DM1 en ratén
8.1. Estudio de la toxicidad de p88 en mamiferos

Con el fin de estudiar el posible efecto toxico de p88 en mamiferos y establecer la dosis
maxima tolerable para posteriores ensayos, administramos el péptido a ratones de la cepa
salvaje FVB. Debido a la baja absorcion de los péptidos por las paredes del intestino decidimos
llevar a cabo inyecciones intramusculares en el musculo tibial anterior de animales de 4-5
semanas de edad utilizando cuatro dosis diferentes: 0.5 pg, 1 pg, 10 pg y 100 pg (equivalentes
a -0.025 mg/Kg, 0.05 mg/Kg, 0.5 mg/Kg y 5 mg/Kg tomando 20 mg como peso medio de los
animales) con un total de 6 ratones por dosis (3 hembras y 3 machos). Pasadas 4 semanas
tras la inyeccion, los animales se sacrificaron y se llevd a cabo una autopsia visual, asi como
un estudio histomorfolégico del musculo y analisis de sangre (Tabla R2 y Fig. R37). Como
control se utilizaron animales inyectados con la misma cantidad de DMSO (0.2% para las dosis

0.5pgy 1pgy 2% para las dosis 10 pg y 100 pg).
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La autopsia visual y el analisis histoldgico de los musculos de los animales tratados no
revelaron diferencias significativas respecto a los controles con DMSO. En algunos casos se
observaron signos de mixedematosis leve (es decir, acumulacion de liquido) y, en ocasiones,
una ligera inflamacion, probablemente causados por la propia inyeccion (Fig. R37). Los analisis
de sangre, no obstante, si que mostraron diferencias entre los animales tratados y los control
(Tabla R2). Como marcador de actividad renal se midio la cantidad de acidos biliares, urea y
creatinina en sangre. El enzima creatinafosfoquinasa (CPK) se us6 como marcador de dafio en
musculo esquelético y corazén, y la fosfatasa alcalina (FA), la gama glutamil transpeptidasa
(GGT) vy la glutamato piruvato transaminasa (GPT) como marcadores de dafio hepatico. Todos
los animales (incluidos los control) mostraban valores de urea y FA elevados respecto a los
valores estandar (Tabla R2). Ademas, los animales control sometidos a DMSO al 2%
presentaban valores de GPT y CPK anormalmente altos. Esto podria deberse a la toxicidad del
DMSO o a la propia inyeccion. No obstante, la dosis de 10 pg mostré valores aun mayores de
GPT en sangre que sus controles. Ademas, cabe destacar que dos de los ratones tratados con
la dosis de 100 pg murieron aproximadamente 11 dias después de la inyeccion (d/i),
confirmando la toxicidad de p88 a esta concentracion. De uno de estos dos animales pudo
extraerse sangre momentos antes de su muerte. Este raton presentaba valores
extremadamente altos de urea, creatinina, CPK y GGT en sangre (p e., un valor 28 veces
mayor para la CPK que el limite superior de los valores estdandar y 15 veces mayor que su
control con DMSO).

FVB 0.2%DMSO FVE#jp88 0.5 p!

Figura R37. Ejemplo de analisis histopatolégico. La inyeccion intramuscular de 0.2% DMSO (A) 6 0.5 pg de p88 (B) en
ratones FVB generd una zona pequefia mixedematosa sin apenas reaccion inflamatoria relevante asociada en ambos casos.

(C) Esquema que muestra la localizacion del musculo tibial anterior en la extremidad posterior del animal.
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Tabla R2. Toxicidad de p88 en ratones FVB
ref. DMSO 0.2%  p88 0.5 pg p88 1 pg DMSO 2% p88 10 pg p88 100 pgt

Rifién

A. Biliares*t* <15 3.4+0.4 3.710.5 4.710.9 2.910.3 4.810.7 3.310.3
Urea(1) 17-28 45.2+9.6* 46.614.9* 36.111.2* 38.714.6* 54.213.2** 52.013.3**
Creatinina(1) 0.3-1 0.320.0 0.310.0 0.210.0 0.210.0 0.310.0 0.310.0
Mdasculo

CPKW 50-500 203143 77.0118 40.5125 1492312012*  493711384* 246111036*
Higado

FA™ 45-222  400%25* 399121* 326115* 371132 297116* 343127+
GGT@Q 0-12 1.010.0 1.010.0 1.610.4 2.110.5 0.710.1 1.310.4
GPT(Q 26-77 67.017.0 67.216.0 60.617.1 70.3116.3 143132.4** 75.717.8

* indica valores mas altos que los valores de referencia. ** indica valores mas altos que el respectivo control con DMSO.
f 2 animales murieron aproximadamente a los 11 dias dj.

<tunidades expresadas en mcmol/L. €) unidades expresadas en U/L.

8.2. p88 revierte los defectos de splicing de Sercal y Tnnt3 en ratones HSALR

p88 suprime la toxicidad de (CTG)480 en el SNC, musculo y ojo de Drosophila y se une a
repeticiones CUG in vitro. Para validar la relevancia de estos resultados en modelos de DM1 en
mamiferos, decidimos ensayar p88 en ratones HSALR cedidos a nuestro laboratorio por el Prof.
Charles Thornton (Univ. Rochester, NY, EEUU). Estos ratones expresan 250 repeticiones CUG
en los transcritos heterdlogos de la actina humana y reproducen la mayoria de sintomas de la
DM1, incluyendo defectos en el splicing alternativo de al menos 17 transcritos (Du et al., 2010;
Lin et al., 2006; Mankodi et al., 2000). Uno de los ejemplos mas claros de splicing alterado
tanto en pacientes como en ratones HSALRes el del exén 22 de los transcritos de la ATPasa
dependiente de Ca+2 Sercal. En la poblacién sana, dicho exén se excluye en las formas fetales
y se incluye en el adulto. Sin embargo, tanto en los pacientes como en los ratones HSALRel
exon 22 se excluye a lo largo de toda la vida, manteniéndose el patron fetal en los individuos
adultos (Kimura et al, 2005; Lin et al., 2006). Otro ejemplo caracteristico corresponde a los
transcritos de la troponina T del musculo esquelético o Tnnt3. La proteina Tnnt3 se encuentra
en los sarcomeros de las fibras musculares rapidas en el musculo esquelético. Sus transcritos
sufren splicing alternativo del denominado exén F o fetal. En la poblacion sana este exén esta
ausente en los individuos adultos, mientras que en los pacientes de DM1 y ratones HSALRel

exon fetal se mantiene (Lin et al., 2006).

Con el fin de determinar si p88 podia revertir los defectos de splicing de Sercal y Thnt3 en
los ratones HSALR llevamos a cabo inyecciones intramusculares del péptido a dos dosis: 0.5
pg y 10 pg. Los animales tratados se sacrificaron 1 semana, 2 semanas y 4 semanas después
de la inyeccion y se diseccion6 el musculo tibial anterior tanto de la pata derecha (inyectada
con p88) como de la izquierda (inyectada con suero salino con DMSO al 0.2% para la dosis 0.5

pg vy al 2% para la dosis 10 pg). Como control se utilizaron animales FVB y animales HSASR
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(los cuales expresan 5 repeticiones CUG en transcritos de la actina humana) inyectados en
ambas patas de manera similar, asi como ratones HSALRen los que se inyectd suero con

DMSO en las dos extremidades.

El analisis mediante RT-PCR de los transcritos de Sercal y Tnnt3 de animales tratados
con 0.5 pg no reveld6 cambios significativos en la inclusion de los exones 22 y fetal F
respectivamente, a ninguno de los tiempos ensayados (geles no mostrados). Sin embargo, en
al menos 2 de los 5 animales inyectados con 10 pg, p88 revirtid los defectos de splicing en
ambos casos (Fig. R38A-C). Debido al complejo patron de bandas obtenido para los transcritos
de Tnnt3 no pudimos cuantificar de forma precisa el incremento en el porcentaje de exclusién
del exon fetal F inducido por p88. En el caso de Sercal, p88 aumentd el porcentaje de
inclusion del exén 22 en un 1.3% (1 semana d/i, p-valor>0.05), 25.9% (2 semanas d/i, p-
valor<0.05) y 38.3% (4 semanas d/i, p-valor<0.01) (Fig. R38D). Por ultimo, p88 no afect6 al
splicing de Sercal y Tnnt3 de animales FVB y HSAsr, asi como tampoco a los transcritos
musculares del gen Capzb, los cuales se utilizaron como control de especificidad ya que su

procesado no esta alterado en los ratones modelo HSALR(Fig. R38A-C).
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Figura R38. p88 revierte defectos de splicing de Sercal y Tnnt3 en ratones modelo de DM1. La inyeccién intramuscular de
10 pg de p88 aumentd el porcentaje de inclusion del exén 22 de los transcritos de Sercal 2 y 4 semanas después d/i (B, Cy D)

y de exclusion del exon fetal F de Thnt3 1, 2 y 4 semanas d/i (A, By C). p88 no alter6 el procesado de estos transcritos en
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ratones FVB ni HSASR y tampoco afecté los transcritso control Capzb(A-C). Las figuras (A-C) muestran resultados de RT-PCR
llevadas a cabo durante 25 ciclos. Las lineas horizontales unen la extremidad izquierda (inyectada con suero con 2% DMSO) y
derecha (inyectada con 10 pg péptido) del mismo animal, en ese orden. Las barras en (D) corresponden a valores promedio con
su error estandar. Al menos dos reacciones de PCR se llevaron a cabo para cada animal. Los p-valores se hallararon utilizando

un test t.

El analisis del procesado de los transcritos de Sercal en las patas derecha (inyectada con
p88) e izquierda (inyectada con suero y 2% DMSO) procedentes de un mismo animal a las 4
semanas d/i reveld que en la extremidad no tratada con péptido el porcentaje de inclusion del
exon 22 era mayor con respecto al mostrado por los animales HSALRinyectados con DMSO en
ambas patas (Fig. R39). Esto indica que la cantidad de p88 que llegaba al musculo tibial
anterior de la extremidad izquierda a través de la sangre era suficiente para revertir

parcialmente los defectos de splicing de manera sistémica.

100 Figura R39. Efecto sistémico de p88 sobre el splicing alternativo
s0. HSALR tratados de Sercal. El porcentaje de inclusién del exon 22 en ratones FVB y
HSASR4 semanas después de la inyeccion de 10 pg de p88 era del

100%. Este valor era del 16.8% * 10.5 en los animales HSALR

oo v_.:
8

* inyectados con 2% DMSO en ambas patas. En los animales HSALR

m cpo
B

tratados el porcentaje de inclusion resultd del 55.1% + 4.9 en la pata
derecha inyectada con p88 y del 31.5% * 9.8 en la pata izquierda del

mismo animal (inyectada con 2% DMSO). Las barras representan los

=)

» Asgl

11 é valores promedio de 3 animales y su error estandar.

8.3. p88 revierte defectos histolégicos en el musculo de ratones HSALR

La principal caracteristica a nivel histologico tanto de la DM1 como de los animales HSALR
es la presencia de nucleos centrales en las fibras musculares (Mankodi et al, 2000). La
inyeccion de 0.5 pg y 10 pg en el musculo tibial anterior de estos animales redujo de manera
significativa el porcentaje de células con nucleos centrales respecto de los animales HSALR
tratados con DMSO, mientras que no produjo cambios en los ratones FVB (Fig. R40). Este
efecto era mas pronunciado transcurridas 4 semanas tras la inyeccion, indicando que la mejora

detectada es un proceso lento y podria mantenerse de manera prolongada.
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Figura R40. p88 disminuye el numero de células musculares con nucleo central. Criosecciones del musculo tibial
anterior tefiidas con hematoxilina eosina mostrando la presencia de nucleos centrales en los animales HSALR(A), mientras que
éstos se disponen en la periferia de las células en los animales FVB (C). p88 redujo el porcentaje de fibras con nucleos
centrales en los ratones HSALRde manera significativa 4 semanas tras la inyeccién tanto de 0.5 pg como de 10 pg de péptido (B

y D). (1) Indica animales cuyo control se inyecté con 0.2% de DMSO. (2) Indica animales cuyo control se inyect6 con 2% de

DMSO.

En conjunto, los resultados obtenidos utilizando ratones modelo confirman el potencial

terapéutico de p88 en mamiferos, abriendo nuevas vias de estudio en la busqueda de
tratamientos para la DM1.
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1. La expresion de repeticiones largas del triplete CTG en el cerebro de Drosophila es
téxica

La expresion de 480 repeticiones del trinucledtido CTG en los Cuerpos de Seta (MB,
mushroom bodies) de la mosca, utilizando la linea 103Y-Gal4, caus6 un fenotipo de letalidad
dependiente de temperatura. Una vez sobrepasado el umbral de toxicidad, cambios de tan sélo
0.5- 1°C mostraron efectos notables en la superwvenma de los |nd|V|duos |nd|cando que las
neuronas de Ios MB son extremadamente sensibles a los nlveles de transcrltos (CUG)480 El
hecho de que otras lineas Gal4 de expresion en los MB reprodujesen el fenotipo de letalidad
descrito para la linea 7103Y demuestra que las repeticiones ejercen un efecto téxico sobre
dichas neuronas. Tanto las lineas 103Y como c¢739 y 238Y dirigen la expresion a los tres pares
de l6bulos que forman los MB, la linea 045Y lo hace mayoritariamente a los |6bulos a/ y las
lineas H24 y 201Y dirigen la expresion preferentemente a los I6bulos y (www.fly-trap.org). La
expresion de (CTG)480 utilizando las cuatro primeras lineas disminuyd la viabilidad de las
moscas, mientras que las lineas H24 y 201Y no provocaron ningun efecto significativo. Estos
datos sugieren que para que la expresion de los ARNs de repeticiones CUG en los MB sea
toxica es necesario que éstos se expresen al menos en los I6bulos a/B.

La ablacion quimica de los MB mediante el tratamiento con Hidroxiurea (HU) consiguid
suprimir parcialmente la letalidad inducida por las repeticiones CTG, confirmando de nuevo el
efecto toxico de (CUG)480 en este tejido. Este experimento, ademas, sugiere que dicha
letalidad no se debe a un incremento en la muerte celular o neurodegeneracién, pues de ser
asi el tratamiento con HU hubiese potenciado el fenotipo. Por el contrario, la expresion de
repeticiones CUG en los MB podria alterar la actividad de estas neuronas, adquiriendo nuevas
funciones o potenciando sus funciones normales. Cabe destacar que, aunque el incremento en
la tasa de supervivencia observado respecto al control sea tan sélo del 30%, no esperabamos
un rescate total, ya que no todas las neuronas de los MB desaparecen tras el tratamiento. Si,
en efecto, las repeticiones CTG alteran la funcién de las neuronas en las cuales se expresan, el
hecho de que algunas células sobrevivan al tratamiento seguiria haciendo perjudicial la
actividad de las mismas.

Los MB son estructuras necesarias para el aprendizaje olfativo y la memoria en Drosophila,
y se han relacionado con el cortejo en distintos insectos, entre otras funciones (McBride et al.,
1999; Zars et al., 2000). Existen trabajos que demuestran que los MB juegan, ademas, un
papel en la generacién, regulaciéon y coordinacién de patrones de movimiento, aunque su
accién sobre el control motor no ha sido estudiada en profundidad. Martin et al. analizaron el
efecto de la pérdida de neuronas en los MB sobre la capacidad motora mediante el tratamiento
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con HU y el uso de mutantes que afectan a su desarrollo (mushroom body miniature’, mbm’).
En todos los casos los autores observaron un incremento en la actividad motora de las moscas,
ya que una vez los individuos iniciaban el movimiento de manera espontanea tenian dificultad
para detenerse (Martin et al., 1998). En nuestro laboratorio, la expresion de (CTG)480 usando
la linea Dmef2-Gal4 mostraba un efecto similar (Monferrer, 2007). El gen Dmef2 se expresa
principalmente en el mesodermo a partir de la gastrulacién, pero también lo hace en las células
Kenyon de los MB (Schulz et al., 1996). En conjunto, esto sugiere que la expresién de
repeticiones CTG en los MB de Drosophila podria comprometer su funcién sobre el control
motor.

A diferencia de los experimentos de Martin et al., la alteracién de la funcién de los MB en
las moscas modelo (CTG)480 provocaba la muerte de los individuos. La expresién de
(CTG)480 con la linea de expresiéon pan-neuronal elav-Gal4 a 29°C también resulté ser letal
(datos no mostrados, generados durante este trabajo). Esto confirma que los ARNs CUG son
toxicos en el sistema nervioso de Drosophila al igual que en vertebrados. Sin embargo, existen
pocos casos descritos de letalidad causada por sobreexpresion o silenciamiento de genes en
los MB. Un ejemplo son los mutantes del gen dfmr1, homdélogo del gen humano implicado en el
sindrome del X fragil, los cuales tienen defectos morfolégicos en los MB que implican a
neuronas que se forman durante la metamorfosis. En estos mutantes, al igual que en nuestro
modelo, se detecté una letalidad parcial en estadio de pupa madura (Michel et al., 2004). Por
otro lado, la expresion de la toxina tetanica (TNT) bajo el control del sistema Gal4/UAS se ha
utilizado ampliamente en estudios de neurobiologia en Drosophila, al actuar como inhibidor de
la transmisién sinaptica. La expresion de TNT en el cerebro no causa una pérdida de células en
los MB, pero si una aiteracién en su funcién al interrumpir la comunicacién interneuronal. Martin
et al. describieron que la presencia de TNT en los MB también causaba un incremento en la
actividad locomotora. La expresion de UAS-TNT usando lineas de expresion en los I6bulos a/f
disminuy6, ademas, la viabilidad de las moscas (Acevedo et al., 2007). Como se ha
comentado, la toxina tetanica no causa pérdida de las células en las cuales se expresa, pero si
una alteracién en su funcién. Esto sugiere que afectar la actividad de estas neuronas puede
causar la muerte de los individuos independientemente de que exista neurodegeneracion.

Los mecanismos por los cuales una descoordinacién motora originada por una alteracién
en la funcién de los MB puede resultar en letalidad no estan descritos. Es posible que tras la
metamorfosis y durante la eclosién del adulto en el interior del pupario, los individuos sean
incapaces de llevar a cabo los pasos apropiados para abrir el opérculo. Estos pasos consisten
en una serie de movimientos abdominales estereotipados, especificos de especie. Se sabe que
este comportamiento se desencadena desde el cerebro y que esta mediado por una hormona
neurosecretada denominada hormona de la eclosiéon (Horodyski et al., 1993). Un fallo en el
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mecanismo que controla este comportamiento impediria la eclosién de los individuos adultos, lo
que podria conducir a la muerte de las moscas por inanicién u otros efectos. En nuestro caso,
el hecho de que la apertura manual del opérculo, mediante pinzas, diese lugar a moscas
adultas viables y fértiles apoya esta hipétesis.

2. Optimizacién de un ensayo funcional en Drosophila para el rastreo de moléculas in
vivo

Tal y como se describe en el apartado 9 de la Introduccién, al inicio de este trabajo apenas
existian precedentes de la aplicacién de rastreos quimicos en Drosophila. En este trabajo
pusimos a punto una metodologia con el fin de identificar moléculas que se comportasen como
lo harian modificadores genéticos, es decir, suprimiendo o potenciando los fenotipos de
expresion de las repeticiones CTG. Para ello, en primer lugar determinamos las condiciones
optimas de administracion de los compuestos en la comida, en las cuales se minimizase el
gasto de farmaco sin comprometer la viabilidad de los individuos.

En primer lugar, decidimos utilizar 1 mL de comida en tubos de 1 cm de diametro y 5 cm de
largo, ya que encontramos que la relaciéon entre el volumen de comida y el diametro del tubo
era critica, al definir ésta la superficie de evaporacion del medio y con ello su durabilidad (datos
no mostrados). De esta manera, el utilizar volimenes de comida pequenos (<1 mL) en tubos de
diametro mayor de 1 cm elevaba la tasa de letalidad debido a la deshidratacién del medio.
Asimisfno, un volumen de comida elevado (>1 mL) en un tubo estrecho disminuia la
supervivencia de los individuos, probablemente por una peor difusiéon del oxigeno al fondo de la
comida, en la cual se encontraban las larvas.

El fenotipo de letalidad descrito, al ser facilmente cuantificable, proporcionaba una
herramienta sencilla, rapida y objetiva con la que ensayar y valorar el efecto de los compuestos
de las quimiotecas en estudio. De esta manera, el nimero inicial de individuos por tubo era otro
aspecto importante a considerar, pues necesitdbamos cantidades lo suficientemente grandes
como para pbder llevar a cabo analisis estadistico, sin promover la competencia de las larvas
por la comida. Asi, en nuestras condiciones experimentales, valores por encima de 30
individuos afectaban a la supervivencia. Por esta razén, decidimos utilizar 20 hembras (103Y/+;
UAS-(CTG)480/+) y 10 machos (yw/Y; UAS-(CTG)480/+, control interno) por tubo, y
aumentamos el numero de réplicas a 3, contando en total con 90 individuos por molécula
ensayada.

El hecho de que decidiésemos partir de larvas de primer estadio se debe principalmente a
dos razones. En primer lugar, los MB se originan a partir de cuatro neuroblastos presentes ya
en el embrion. Estos neuroblastos no se dividen hasta el estadio L1 larvario, momento a partir
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del cual comienza el desarrollo de los MB (T. Lee et al., 1999; Truman & Bate, 1988).
Administrar los compuestos en estadios posteriores supondria que los individuos no habrian
estado en contacto con las moléculas en ensayo durante parte de la formacién de los MB. Por
otro lado, utilizar larvas L1 tiene dos ventajas frente al uso de embriones: evita la seleccion de
huevos no fecundados o de embriones muertos y posibilita la distincién entre sexos gracias a la
presencia de la mutacion yellow en los machos (yw/Y; UAS-(CTG)480/+), la cual puede
distinguirse por el color de la mandibula de las larvas.

Tras analizar el posible efecto de la composicidon de distintos medios nutritivos (Tabla D1),
decidimos utilizar comida instantanea comercial por tres motivos principales. En primer lugar,
los medios de cultivo estandar caseros contienen extractos de maiz, soja y malta, lo cual afiade
un factor de variabilidad a la comida en funcién de la partida de harinas utilizada en su
elaboracién. Los medios instantaneos comerciales y el medio casero Lewis no contienen
dichas harinas (Gonzalez-Candelas et al., 1990). Sin embargo, tanto a este ultimo como a los
medios estandar se les afiade acido propidnico con el fin de evitar el crecimiento de hongos. Se
ha descrito que tanto el acido butirico como el acido propidénico suprimen la variegaciéon por |
efecto de posicion, lo cual puede aumentar la expresion de transgenes (Michailidis et al., 1989;
ten Lohuis et al, 1995). Debido a la sensibilidad del fenotipo de letalidad descrito en las
moscas 103Y-Gald4/+; UAS-(CTG)480/+ frente a pequefios cambios en la expresion del
transgén, decidimos evitar el uso de este componente en los medios de cultivo. Ademas, a
causa de la presencia de agar tanto en los medios estandar como de Lewis, la comida ha de
permanecer a 260°C durante la adicién de los compuestos para evitar su solidificacion. Afadir
las moléculas a un medio caliente podria comprometer la estabilidad de las mismas.

Tabla D1. Composicion de distintos medios nutritivos de Drosophila
Comida instantanea comercial Medio casero estandar

Medio de Lewis

Maiz Agar Agar
Levadura de cerveza Levadura Levadura
Glucosa Harina de soja Sal comun
Sacarosa Harina de maiz Azucar
Fibra de Soja Azucar Ac. propiénico
Ac. p-Hidroxibenzoico, metil ester Extracto de malta Etanol
Ac. propiénico Nipagin
Etanol
Nipagin

El dimetil sulféxido (DMSO) es un disolvente organico utilizado en algunos casos como
crioprotector o como facilitador de otros farmacos dada su capacidad para atravesar
rapidamente la epidermis y membranas celulares (Notman et al., 2007). Este compuesto en
altas concentraciones puede ser toxico. Las moléculas en las quimiotecas a ensayar estaban
disueltas en DMSO, lo cual podria afectar a la tasa de supervivencia de las moscas, factor a
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medir durante el rastreo. Por esta razén, determinamos la concentracién maxima de DMSO
tolerada por las larvas. La cantidad maxima tolerable en el medio nutritivo comercial resulté ser
del 0.1%, lo cual es consistente con datos obtenidos por otros autores (Agrawal et al., 2005;
Jaklevic et al., 2006). Sin embargo, esta cantidad result6é ser dependiente de la receta de medio
de cultivo empleada. Asi, para la comida casera estandar, el umbral de toxicidad del DMSO era
aproximadamente 3 veces mayor que para el medio comercial. Esta diferencia podria deberse
a que la comida casera es mas rica en nutrientes qde la comercial o a que el calor en la
primera afecta al DMSO. Ademas, el medio nutritivo comercial sufre deshidrataciéon de manera
mas rapida que el medio casero, lo que podria concentrar el compuesto. En ambos casos, la
toxicidad asociada al DMSO limitaba la cantidad maxima de las moléculas a ensayar durante
los rastreos.

3. Rastreo de moléculas de actividad conocida: Quimioteca Prestwick

3.1. Identificacion de rutas fisiolégicas relacionadas con la toxicidad de (CTG)480 en el
cerebro de Drosophila

Los sintomas de la DM1 afectan principalmente al musculo y al sistema nervioso. A pesar de
que los procesos que desencadenan las alteraciones musculares en los pacientes han sido
estudiados en profundidad, todavia no se conocen los mecanismos responsables de otros
muchos sintomas, como los problemas cognitivos, endocrinos o las cataratas. Esto dificulta el
disefio de estrategias terapéuticas dirigidas y reduce el abanico de compuestos aplicables a
pacientes a unas pocas clases de moléculas.

Los defectos neurolégicos de los pacientes incluyen excesiva somnolencia diurna y pérdida
de memoria, entre otros. Entender el efecto téxico de las repeticiones CTG en las neuronas de
la mosca podria ayudar a comprender las causas de los sintomas nerviosos de los pacientes,
permitiendo el disefio de terapias adecuadas. Los MB de Drosophila estan implicados en tareas
cognitivas complejas como el aprendizaje multisensorial o la capacidad de atencién (Davis,
2005; Waddell & Quinn, 2001), y los principales fendémenos electrofisiolégicos y metabdlicos
que ocurren en las neuronas de los MB provocando cambios en el cerebro que inducen al
suefio estan conservados respecto a vertebrados (Joiner et al.,, 2006). Ademas, el hecho de
que Drosophila carezca de barrera hematoencefalica facilita los estudios farmacolégicos en
este 6rgano.

El gen mbl se expresa en el cerebro adulto (www.flyatlas.org y datos no mostrados,
generados durante este trabajo), entre otros tejidos y momentos del desarrollo. La falta de
funcién de mbl, elemento clave en el desarrollo de sintomas de la DM1 como la miotonia o las
cataratas (Kanadia, Johnstone et al., 2003), potencié sustancialmente la letalidad inducida por
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las repeticiones en los MB, demostrando asi la relacién de este fenotipo con componentes de
la ruta de patogénesis de la enfermedad. Ademas, el hecho de que el tratamiento con HU
revirtiese parcialmente la toxicidad de (CTG)480 demuestra que se trata de un fenotipo
reversible farmacolégicamente y, por tanto, adecuado para la busqueda de moléculas
modificadoras.

La mayoria de los compuestos que forman la quimioteca Prestwick se encuentran
disponibies en el mercado y tienen un mecanismo de accién descrito. Estas moléculas. se
seleccionan en base a su alta diversidad quimica y farmacolégica, asi como su facilidad de
obtencion y no toxicidad en humanos (www.prestwickchemical.com). El hecho de que los
compuestos a ensayar posean actividad conocida presenta dos claras ventajas: en primer
lugar, las moléculas positivas sugieren nuevas vias fisiolégicas alteradas en las células en
presencia de repeticiones CTG, cuyo efecto es reversible quimicamente. En segundo lugar,
facilita y acelera la aplicaciéon en pacientes, ya que el uso de la mayoria de ellos ya ha sido
aprobado para ofras indicaciones. Asumiendo que el mecanismo de acciéon descrito en
mamiferos para las moléculas identificadas es aplicable a Drosophila, éstos podrian suprimir la
toxicidad de (CTG)480 a través de diversas vias:

3.1.1. Inhibicién de la excitacién nerviosa
A. Inhibidores colinérgicos e histaminérgicos

La orfenadrina puede actuar como relajante muscular y como antidepresivo. Esta molécula
se une tanto a receptores de histamina H1, como receptores NMDA y receptores muscarinicos,
con efectos inhibidores en todos los casos (www.drugbank.com). En humanos existen al menos
dos tipos mas de receptores de histamina, los H2 y H3. En Drosophila, sin embargo, existe un
solo tipo de receptor cuya secuencia es homéloga a la de los receptores de tipo H1 (Nassel,
1999). Estos receptores se expresan en la mosca, al igual que en humanos, en el sistema
nervioso incluyendo los MB. En Drosophila la histamina funciona como neurotransmisor sobre
los fotorreceptores, neuronas mecanosensoriales e interneuronas del SNC. La falta de
histamina en las moscas da lugar a individuos ciegos y con defectos mecanosensoriales
(Melzig et al., 1996).

Los receptores NMDA son receptores del neurotransmisor L-glutamato que median sinapsis
excitatorias en el cerebro. Estos receptores estan implicados en la plasticidad sinaptica,
aprendizaje y memoria tanto en humanos como en la mosca. El genoma de Drosophila
contiene dos genes que codifican receptores NMDA, dNR1 y dNR2. Ambas proteinas se
expresan débilmente en todo el cerebro aunque muestran una mayor expresién en un grupo de
neuronas que rodea la region dendritica de los MB (Xia et al., 2005).
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Los receptores muscarinicos responden al neurotransmisor acetilcolina y constituyen el tipo
predominante de receptores colinérgicos en el sistema nervioso. En vertebrados existen 5 tipos
distintos de receptores muscarinicos (M1-M5), los cuales se diferencian en su comportamiento
farmacolégico y su patrén de expresion. En Drosophila se ha detectado un unico tipo de
receptor muscarinico (Dm1). La expresion de dm17 en células de Xenopus y mamiferos en
cultivo revelé que las propiedades farmacolégicas del receptor Dm1 de Drosophila se asemejan
a las de los subtipos M1 y M3 de vertebrados (Blake et al., 1993). De manera interesante, la
apamina es una toxina procedente de la abeja que actua sobre los receptores muscarinicos. Se
ha sugerido que esta molécula podria tener potencial terapéutico sobre pacientes de Distrofia
Mioténica, ya que inhibe la transmisién neuromuscular y con ello la excitabilidad del musculo,
reduciendo las descargas tetanicas asociadas a la miotonia. Los antagonistas de los
receptores muscarinicos M2 (los cuales median sinapsis inhibitorias) inhiben el efecto de la
apamina, lo que indica que esta molécula podria llevar a cabo su funcién via dichos receptores.
Sin embargo, la accién de la apamina se potencia si se inhiben los receptores muscarinicos de
tipo M1, los cuales tienen caracter excitatorio (Allen & Burnstock, 1990; de Matos Silva et al.,
2010). Estos datos apoyan el potencial terapéutico de los receptores muscarinicos en la DM1.
Ademas, puesto que el receptor Dm1 de Drosophila presenta un comportamiento
farmacolégico similar a los receptores M1 de vertebrados, la identificacion de inhibidores
muscarinicos en nuestro rastreo es consistente con los experimentos con apamina de de Matos
et al.

La proglumida es un farmaco empleado principalmente como inhibidor de la motilidad
gastrointestinal y de las secreciones gastricas. En dosis bajas actlia como antagonista de la
neurohormona colecistoquinina (CCK), mientras que a dosis altas puede inhibir las
contracciones de la musculatura lisa por antagonismo con el sistema colinérgico (Onaga,
2007). Ademas de en el sistema digestivo, la CCK es uno de los neuropéptidos mas
abundantes en el sistema nervioso, tanto de vertebrados como de Drosophila (Nichols et al.,
1988), donde tiene un papel predominantemente excitatorio (Hommer et al., 1985).

En conjunto, estos datos sugieren que la inhibicion de neurotransmisores con actividad
excitatoria en el cerebro de las moscés suprime fenotipos provocados por (CTG)480, indicando
que las repeticiones podrian causar una hiperactivacion de las neuronas donde se expresan o
la activacion de células nuevas dando lugar, en dltima instancia, al fenotipo de letalidad
descrito.

B. Inhibidores de la dopamina y de la captacién de monoaminas

La metoclopramida es un antagonista de la dopamina ya que puede unirse y bloquear a
los receptores D2. En humanos, los feceptores de la dopamina se clasifican en dos tipos
principales: la familia de receptores D1 (D1 y D5) y la familia D2 (D2, D3 y D4). En Drosophila
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el homélogo de los receptores D2 se denomina DD2R y se expresa en el sistema nenioso
central y periférico de larva y adulto. Esta proteina se comporta de manera similar z los
receptores D2 de mamiferos tanto a nivel estructural como farmacolégico (Draper et al., 207,
Hearn et al., 2002). El silenciamiento del gen DD2R mediante ARNi (UAS-DDR2i) causauna
reduccioén en la actividad locomotora de los individuos (Draper et al., 2007). La metoclopranida
puede también antagonizar el efecto del neurotransmisor serotonina a dosis altas. St ha
descrito que la inyeccién de serotonina en moscas recién eclosionadas origina un aumenbd en
la actividad locomotora de manera dependiente de dosis (Kamyshev et al., 1983). Por ofro ado,
el nefopam es un compuesto analgésico cuyo mecanismo de accién se ha relacionadc con
una inhibicién en la captacién de serotonina y dopamina, entre otras monoaminas (Esposto et
al., 1986; Fuller & Snoddy, 1993; Marazziti et al, 1991). De esta manera, tanb la
metoclopramida como el nefopam podrian reducir la actividad motora en las moscas, bien
bloqueando los receptores DD2R dopaminérgicos o antagonizando el efecto de la serotoina,
lo cual es consistente con la idea de un efecto téxico de (CUG)480 por hiperactivacion tixica
de grupos de neuronas que controlan el comportamiento motor.

El hecho de que los compuestos identificados actuen sobre los sistemas colinérgco y
monoaminérgico sugiere que las repeticiones CTG pueden ser toxicas en distintas poblacones
neuronales. Ademas, el efecto sobre cada una de ellas de manera individual seria suficente
para comprometer la viabilidad de las moscas, ya que la expresion de (CTG)480 er las
neuronas dopaminérgicas (Ddc-Gal4) o colinérgicas (Cha-Gal4) de manera independente
también causaba la muerte de los individuos. Cabe destacar que ninguna de las molé:ulas
identificadas antagoniza la accién del neurotransmisor GABA, a pesar de haberse ensayado
inhibidores del mismo durante el rastreo. Esto apoya la hipétesis de una hiperexciticion
dependiente de repeticiones CUG, ya que GABA tiene un efecto inhibitorio sobre las neuonas
en el adulto y se ha demostrado su papel sobre el control del comportamiento motor (Leal et
al., 2004). De este modo, seria interesante ensayar el efecto de moléculas agonistas de CABA
como potenciales supresores del fenotipo de letalidad.

C. Inhibidores de canales idnicos

El clenbuterol se prescribe a pacientes de afecciones respiratorias por sus propiecades
relajantes sobre la musculatura lisa. Sin embargo, su uso esta aprobado tan sélo en algunos
paises debido a su efecto anabolizante a dosis altas. El clenbuterol es un activador ¢ los
receptores B.-adrenérgicos en el musculo, el cual puede ademas bloquear canales de sodio
bien de manera dependiente o independiente de su efecto sobre los receptores B,.adrenérjicos
(Desaphy et al.,, 2003). Todos los compuestos antimioténicos comerciales en la actudidad
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tienen como diana canales de sodio dependientes de voltaje. Por esta razén, el clenbuterol se
ha sugerido como posible farmaco antimioténico (W. Fischer et al., 2001). La espironolactona
es un inhibidor de la aldosterona, con la que compite por los receptores de sodio/potasio en los
tubulos renales. Esta molécula promueve la excrecién de agua y sodio, mientras que causa
una retencién de potasio, motivo por el cual se utiliza como agente diurético contra la
hipertension (www.drugbank.com). Sin embargo, la espironolactona puede también actuar
inhibiendo las corrientes de calcio de manera similar a los bloqueadores de canales de dicho
catién (Mironneau, 1990). Tanto el sodio como el calcio son elementos cruciales durante la
funcién nerviosa. La despolarizacion de la membrana neuronal, asi como los cambios en los
niveles intracelulares de calcio, se generan por activacion de canales de sodio y calcio
dependientes de voltaje, iniciando procesos fisiolégicos como la conducciéon de potenciales de
accién, transmisién sinaptica y mecanismos de excitacién-contracciéon. Por otro lado, en
mioblastos de pacientes DM1 en cultivo los niveles de calcio estan elevados (Jacobs et al.,
1990). En la DM1 se han descrito variantes desreguladas de los transcritos de la ATPasa
dependiente de calcio SERCA vy el receptor de la rianodina, RyR, ambas implicadas en la
recaptacion y liberaciéon de calcio desde y al citoplasma en procesos de contraccion y relajacion
muscular (Kimura et al., 2005). Las moscas también poseen receptores de rianodina (Rya-
r44F) y, al igual que en mamiferos, las distintas variantes se generan mediante procesado
alternativo de sus transcritos (Takeshima y col., 1994), existiendo en ambos casos isoformas
musculares y especificas de sistema nervioso. Puesto que Mbl actia como factor de splicing
también en Drosophila seria interesante estudiar si Rya-r44F es una diana de esta proteina en
la mosca.

3.1.2. Inhibicién de la sintesis de prostaglandinas

La indometacina y el ketoprofeno son antiinflamatorios no esteroideos con propiedades
analgésicas y antipiréticas. Su efecto antiinflamatorio se debe a que estos compuestos inhiben
la accion de las enzimas ciclooxigenasa 1 (COX-1) y ciclooxigenasa 2 (COX-2), las cuales
llevan a cabo la sintesis de prostaglandinas (PG) a partir del acido araquidénico
(www.drugbank.com). El estudio de las prostaglandinas en modelos invertebrados se ha visto
dificutado durante mucho tiempo por la falta de un homélogo claro de las ciclooxigenasas de
vertebrados, a pesar de haberse detectado actividad PGE2 en extractos de mosca (Pages et
al., 1986). No obstante, recientemente se ha publicado un trabajo en el que se demuestra
genéfica y farmacolégicamente la existencia de actividad COX en Drosophila por parte de una
proteina perodixasa codificada por el gen ptx. La expresion de la proteina COX-1 de mamiferos
suprime fenotipos en moscas mutantes de este gen, demostrando una conservacion funcional
entre ambas enzimas (Tootle & Spradling, 2008). En mioblastos modelo de Distrofia Mioténica
Cong2nita (DMC) en cultivo, los niveles de prostaglandina E2 (PGE2) estan aumentados, lo
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cual afecta a la fusion de las células durante la diferenciaciéon (Furling, 2009). La adicién de un
antiinflamatorio no esteroideo inhibidor de COX-2, el acido acetil salicilico, rescata los defectos
en la fusiéon de estos mioblastos (patente U.S. N° 20090088400), demostrando por tanto la
validez del uso de estas moléculas como potencial terapia en los pacientes.

El peso molecular de los 480 compuestos ensayados en la quimioteca Prestwick varia entre
136.1 y 1488.8. Las 10 moléculas supresoras tienen un peso molecular de entre 254.3 y 416.6,
lo cual es consistente con una mejor difusion en las células de los compuestos de menor
tamario. Ninguna de las 10 moléculas identificadas en el rastreo de esta quimioteca esta siendo
administrada en la actualidad en los pacientes. Sin embargo, varias de ellas poseen
mecanismos de accion similares a otras moléculas en uso para el tratamiento especifico de
sintomas, asi como a compuestos sugeridos en diversos estudios llevados a cabo en sistemas
modelo. Estas moléculas, por tanto, podrian ser candidatas a terapias en los pacientes.

Dado que las distintas moléculas identificadas parecen revertir la toxicidad inducida por las
repeticiones actuando sobre dianas diferentes, seria interesante llevar a cabo ensayos en los
que se administrasen combinaciones de estos compuestos con el fin de estudiar posibles
efectos sinérgicos, los cuales podrian ser validados posteriormente en ratén. Ademas, analizar
si alguna de estas moléculas es capaz de mejorar fenotipos inducidos por la falta de funcién de
mbl (como por ejemplo la hipercontraccién muscular del abdomen) daria pistas acerca de la
naturaleza de las interacciones detectadas, ya que Mbl podria, por ejemplo, regular el splicing
alternativo de alguna de las dianas de estos farmacos.

3.2. Especificidad de los compuestos identificados

Dada la naturaleza del ensayo, era posible que los compuestos identificados estuviesen
ejerciendo su efecto de manera inespecifica, afectando a los niveles de (CUG)480 al interferir
con la sintesis del factor Gal4 y/o con su unién a las secuencias reguladoras UAS,
disminuyendo asi la expresién del transgén. Asimismo, la actividad de los compuestos podria
reducir la tasa de transcripcion global si su accién comprometiese de alguna manera la
homeostasis de las células o si afectase a componentes especificos de la maquinaria de
transcripcién/traduccioén. Este ultimo efecto, aunque inespecifico, se ha explotado como terapia
potencial en diversas patologias. Un ejemplo son los inhibidores de las proteinas Histona
Deacetilasas (HDAC), los cuales reducen la tasa de transcripcion de las células. Estos
compuestos han demostrado ser eficaces en modelos de Huntington en Drosophila y en raton
(Marsh & Thompson, 2004). No obstante, en nuestro estudio ninguna de las 10 moléculas
identificadas disminuyé la actividad de la proteina reportera R-Galactosidasa expresada en los
MB (103Y/+;UAS-lacZ/+), lo que indicaba un efecto de los compuestos identificados
dependiente de las repeticiones CTG.
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Sin embargo, esto no descartaba una posible actividad de las moléculas sobre la
estabilidad de los ARNs portadores de repeticiones. La deteccion de secuencias repetitivas
largas (>200 tripletes) mediante técnicas de PCR convencionales es inviable. Por esta razén,
decidimos detectar los transcritos (CUG)480 amplificando una regién del terminador del virus
SV40 procedente del vector pUAST. Esta regiébn no alinea con ninguna otra secuencia del
genoma de Drosophila y los cebadores empleados durante la reaccion de PCR no dieron lugar
a ningun ampliﬁcado inespeciﬁco' en moscaé cohtrol yw ni 103Y-Gal4. Siguiendo esta
estrategia, la deteccion mediante RT-PCR de los transcritos (CUG)480 tampoco revelé cambios
significativos en los niveles de expresion del transgén respecto al control con DMSO. En
conjunto, estos resultados indican que las moléculas identificadas llevan a cabo su efecto sobre
la toxicidad de (CTG)480 actuando sobre dianas especificas, sin afectar a los niveles de
transcritos CUG.

En un segundo paso para estudiar la especificidad de los compuestos identificados,
llevamos a cabo un rastreo secundario sobre un fenotipo de ojo rugoso provocado por la
expresion de repeticiones CTG bajo el control del promotor del gen sevenless (sev-Gal4 UAS-
(CTG)480/+). Ninguna de las 10 moléculas modificé de manera significativa el fenotipo de estas
moscas. Esto puede deberse a varios motivos: en primer lugar, es posible que el efecto de los
compuestos sea especifico de los MB, lo cual ocurriria si las moléculas no actuasen
directamente sobre los ARN toxicos sino aguas abajo, revirtiendo el efecto de las repeticiones
sobre otras dianas o procesos en la célula. Dichas dianas podrian no estar presentes en otros
tejidos, como el ojo. Por otro lado, los cambios que originan el ojo adulto en la mosca
comienzan hacia la mitad del tercer estadio larvario, con la diferenciacién de los fotorreceptores
en los discos imaginales tras el paso del surco morfogenético y se completan a lo largo de la
metamorfosis en la pupa. Durante este proceso la pupa se encuentra recluida en una cubierta
denominada pupario, lejos de la comida y no se alimenta. Es posible, por tanto, que los
compuestos administrados en la comida hayan sido excretados por los individuos antes de la
formacién del pupario y de que la expresion de repeticiones CTG afecte al desarrollo de este
érgano.

4. Rastreo de una quimioteca combinatoria de hexapéptidos

4.1. Caracleristicas de la quimioteca

En este trabajo se utilizé6 una quimioteca combinatoria de péptidos en formato de rastreo
posicional. Esta coleccion estaba formada por 120 viales, cada uno de los cuales consistia en
una mezcla de hexapéptidos que comparten un Gnico aminoacido en una posicién concreta y
difieren en el resto. De esta manera, al detectar un vial positivo se identifica un aminoacido
activo en una posicién determinada. La combinacién de los aminoacidos mas activos en cada
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una de las posiciones ensayadas (viales) es lo que se conoce como deconvolucion (Dooley &
Houghten, 1993; Eichler etal., 1995; Vilar etal., 1998).

Los péptidos de la quimioteca utilizada en este trabajo estan compuestos por D-
aminoacidos. Esto se debe a que los péptidos constituidos por L-aminoacidos son menos
estables frente a proteasas, lo cual dificulta su utilizacion como agentes terapéuticos. Una
forma de prolongar la vida media de los péptidos en el organismo consiste en incorporar a las
quimiotecas péptidos formados por D-aminoacidos o aminoacidos no naturales, los cuales no

son reconocidos por las proteasas en el intestino y son menos susceptibles a degradacion.

El tamafio de las moléculas a utilizar para la busqueda de agentes potencialmente
terapéuticos es un aspecto importante a considerar, ya que un peso molecular demasiado alto
limita la absorcién del compuesto por parte de las células. La optimizacion de moléculas para
dar lugar a compuestos mas activos suele venir acompanada de un incremento en el tamafio
final de los mismos. Sin embargo, un peso molecular mayor de 1000 reduce el potencial
terapéutico de las moléculas al disminuir su biodisponibilidad, lo cual hace necesario partir de
compuestos pequefios. De esta manera, el 80% de los farmacos comercializados en la
actualidad tiene un peso molecular por debajo de 450 (Fig. D1). El peso molecular medio de un
aminoacido es de unos 135 Da. H tamafo aproximado de un hexapéptido, por tanto, varia
entorno a 810 Da. Rastrear quimiotecas de péptidos formados por un nimero de aminoacidos
mayor de 6 daria lugar a moléculas demasiado grandes. Por otro lado, a pesar de que existen
colecciones de di, tri, tetra y pentapéptidos, aumentar el nimero de aminoacidos que forman la
molécula da lugar a una mayor cantidad de péptidos definidos durante la deconvolucion,

incrementando la probabilidad de encontrar un compuesto activo.

Figura D1. Distribucion del peso molecular de los farmacos en el
mercado. La mayoria de farmacos comercializados tiene un peso
molecular inferior a 700, ya que esto favorece su entrada en las células.
Durante el desarrollo de un nuevo farmaco, por tanto, es importante
considerar el tamafio de las moléculas en estudio. Figura tomada del

Organic Chemistry Portal (www.organic-chemistry.org).
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4.2. Identificacién de p88: un hexapéptido cuya secuencia alinea con Muscleblind

El proceso dedeconvolucion tras el rastreo de la quimioteca combinatoria dio lugar a 16
péptidos definidos.Todos ellosalineaban con una region conservada del primer dedo de zinc
de las proteinas Muscleblind. Sin embargo, tan soélo p88 suprimio el fenotipo de letalidad. Los

seis aminoacidos que conforman p88 (ppyawe) alinean con las secuencias PPANVE vy
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KFAHPP (en funcién de la orientacion) del primer dedo de zinc de Mbl. El parecido entre p88 y
KFAHPP es especialmente interesante debido a la presencia del aminoacido aromatico
fenilalanina (F) en una posicién conservada en todas Iaé proteinas Muscleblind (Pascual et al.,
2006). Ademas, en la proteina MBNL1 humana, esta fenilalanina (Phe202) media junto a la
tirosina 236 (Tyr236) la unién del dedo de zinc ZnF3 de MBNL1 al ARN, insertandose por
medio de sus anillos aromaticos entre las bases guanina y citosina (Teplova & Patel, 2008). En
otra proteina de dedos de zinc del tipo CCCH, Tis11d (UniProtKB/Swiss-Prot P47980), esta
fenilalanina junto a una tirosina participan en la unién a dinucleétidos UU y AU en el ARN,
respectivamente (Brown, 2005; Hudson et al., 2004) (Fig. D2). p88 contiene un triptéfano en la
posicién de esta fenilalanina, siendo ambos aminoacidos aromaticos y apolares. Es posible, por
tanto, que el triptéfano de p88 participe en la unién del péptido a los acidos nucleicos.

Figura D2. El dominio CCCH de TIS11d se une a la secuencia UAUU. La
tirosina en posicion 170 y la fenilalanina en 176 se intercalan entre los dinucledtido
U-U y AU, respectivamente (verde). La afinidad de la unién de Tis11d al ARN
depende de dichos residuos. Figura tomada de Brown, 2005.

\;;;,;&:

Con el fin de comprobar si la region KFAHPP de la proteina Mbl era capaz de suprimir la
toxicidad de las repeticiones CTG, en este trabajo se ensayd un D-péptido de secuencia kfahpp
(péptido pMbl, datos no mostrados) sobre el fenotipo de letalidad. Dicho péptido no mejoré la
viabilidad de las moscas. Sin embargo, esto puede deberse a que el péptido pMbl estaba
formado por D-aminoacidos, por lo que sus cadenas laterales estaban dispuestas de manera
retroinversa a la forma L de KFAHPP. Cabe destacar que las cadenas laterales de un D-
péptido pphafk (retroinverso del péptido pMbl) se dispondrian de manera similar a las de un L-
péptido KFAHPP, y la fenilalanina coincidiria en este caso exactamente con la posicion del
triptéfano de p88 (Fig. D3). Puesto que hemos demostrado que la actividad de p88 reside en la
disposicion espacial de sus cadenas laterales, ésta seria la orientacién en la que el péptido 88
y Muscleblind deben compararse. Como apoyo a esta idea, la expresion endégena del L-
péptido AWEYPP (UAS-p88C2) suprimié la toxicidad de (CTG)480, mientras que el L-péptido
PPYAWE (UAS-p88C17) no mostré ningan efecto.
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Rescata Figura D3. Comparaciéon de la secuencia de Mbl
Mbl (L-aa) Si con distintos péptidos. En azul se representa una
region conservada del primer dedo de zinc de las

(CASMF* . .
proteinas Muscleblind (KFAHPP). En verde se
Si muestra la secuencia del L-péptido p88C2 expresado
p88C2 (L-aa) mediante el sistema Gal4/UAS. La secuencia del
(UAS-p6dC2) esqueleto peptidico de p88C2 alinea parcialmente con
Mbl, y las cadenas laterales de ambos se disponen en
la misma orientacién. En rojo se representa el D-
p88C1 (L-aa) No péptido p88 administrado en la comida. La secuencia
(UAS-p8QC1) y la disposicién de las cadenas laterales de p88 y Mbl
coinciden si p88 se lee en la direccidon reversa. En

Si morado se representa la secuencia del D-péptido
p88 (D-aa) sintético pMbl. pMbl y Mbl comparten el mismo
(os?) esqueleto peptidico pero las cadenas laterales se

disponen de manera retroinversa. Tan solo los tres
primeros péptidos suprimieron fenotipos causados por
pMbl (D-aa) No la expresion de (CTG)480. Las barras diagonales
(0BI) simbolizan las cadenas laterales de cada residuo. (1)
Sobreexpresion de la proteina entera.

4.3. El efecto de p88 sobre la toxicidad de (CTG)480 es especifico de secuencia

La mutagénesis mediante rastreo de alaninas es una técnica utilizada para la
determinaciéon del papel funcional de residuos concretos en las proteinas (Cunningham &
Wells, 1989; Morrison & Weiss, 2001). La sustitucion de un aminoacido por alanina elimina la
cadena lateral tras el carbono (3 sin alterar la conformacion global de la proteina (al contrario
que otros aminoacidos pequefios como la glicina o la prolina), a la vez que tampoco aporta
efectos electrostaticos o estéricos significativos (Cunningham & Wells, 1989). La sustitucion por
alanina de cada uno de los aminoacidos de p88 de manera individual causé una pérdida de
actividad de la molécula como supresora de la letalidad inducida por (CTG)480 en el cerebro.
Esto indica que todos los residuos de p88 son necesarios para su actividad. Ademas,
demuestra que su efecto es especifico, ya que éste desaparece cuando se altera su secuencia.
Aunque la sustitucion de cualquier aminoacido por alanina podria hacer a p88 perder la
capacidad de atravesar la membrana celular o causar una reduccion en su solubilidad, entre
otros, los datos obtenidos in vitro indican que la pérdida de actividad de los péptidos p29.1-
p29.5 podria estar relacionada con su incapacidad de union al ARN.

El cambio de la primera prolina de p88 (p29.5, apyawe) causd una reduccion
significativa en el nimero de hembras nacidas respecto al control, indicando un posible efecto
téxico de este péptido. Debido a sus propiedades, la prolina puede jugar un papel importante
en la estructura de las proteinas, asi como en su estabilidad. Por ejemplo, este aminoacido no
suele formar parte de estructuras en alfa-hélice ya que distorsiona la cadena, pero es frecuente
encontrar prolinas actuando como iniciadores de hélices. A pesar del reducido tamafio de p88,
existen ejemplos de hexapéptidos descritos en la literatura que adoptan estructuras

secundarias (Esteve et al., 2001; Rundgren et al., 2007). La secuencia correspondiente a p88
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(en su forma L) no se encuentra disponible en ninguna de las estructuras proteicas depositadas
en la base de datos pdb (protein data bank, www.rcsb.org). La secuencia mas cercana,
PPWAWE (en la que un triptéfano ocupa la posicion de la tirosina de p88), pertenece a la
proteina 3-Oxoacil-ACP reductasa (30xCPR) de Thermus thermophilus (pdb #2A4K) y adopta
una estructura en alfa-hélice donde la prolina actia como casquete (o CAP) en el extremo Nt
(Fig. D4). Esto indica que p88 podria adoptar una conformacion critica para su funcién y apoya
la importancia de la conservacion de todos los residuos del péptido para llevar a cabo su

actividad.

oo 19 Irp19S Figura D4. Conformacion en alfa-hélice de la secuencia
ro N

I X PPWAWE en el contexto de la estructura resuelta de la
Glul96 proteina 30xCPR. En general se acepta que los hexapéptidos

carecen de estructura en solucién. Sin embargo, p88 podria

Prol9l\ .. . . .
v adoptar una conformacién similar a la descrita al unirse al ARN.

Figura obtenida en la base de datos pdb.

Tipl9J

5. p88 suprime la toxicidad de las repeticiones CTG en el musculo de modelos de DM1 en

Drosophila y ratén

El efecto supresor de p88 sobre la letalidad inducida por (CTG)480 presentaba un
comportamiento de dosis-respuesta, con una dosis efectiva 50 de 70.4 pM y un maximo de
actividad detectado a 125 pM. Ademas de en el sistema nervioso, la expresion de repeticiones
CTG en el musculo es téxica tanto en pacientes como en modelos murinos e insectos (Garcia-
Lopez et al., 2008; Mankodi et al., 2000). Por esta razén, decidimos, en primer lugar, estudiar el
efecto del tratamiento con p88 en secciones transversales de térax de moscas modelo. Estos
analisis revelaron un incremento dependiente de dosis en la cantidad de fibras musculares en
los IFMs, dando lugar a paquetes musculares de mayor tamafio respecto a las moscas tratadas
con DMSO con un valor maximo de actividad a ~250 pM. Esto confirma de nuevo la
especificidad del efecto de p88 sobre la toxicidad de (CTG)480 y demuestra que la actividad
del péptido es independiente de factores especificos de tejido, ya que éste es capaz de
suprimir fenotipos causados por las repeticiones tanto en el cerebro de la mosca como en el
musculo. Sin embargo, a pesar de la mejora observada a nivel histolodgico, las moscas tratadas
con p88 no recuperaron la capacidad de vuelo. Se ha descrito que los IFMs suponen hasta un
55-60% de la masa corporal de los insectos (Marden, 2000). Para poder volar es necesario que
éstos constituyan al menos el 12-16% del total del peso de los individuos, y la capacidad de

vuelo aumenta conforme este procentaje se incrementa (Marden, 2000). Por lo tanto, es
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posible que la mejora a nivel histolégico causada por p88 no sea suficiente para obtener una
mejora funcional en las moscas. Por otro lado, los IFMs son estructuras muy sensibles a
cambios tanto ambientales como genéticos y requieren una alta organizacién celular y tisular
para su correcto funcionamiento (Wojtas et al., 1997). Las dos lineas Mhc-Gal4 utilizadas
durante este trabajo presentaban defectos de vuelo leves por si solas, a pesar de que estas
moscas no mostraban defectos a nivel histolégico. Esto demuestra que la capacidad de vuelo
puede estar comprometida independientemente de la existencia de alteraciones histolégicas.

Con el fin de validar el potencial terapéutico de p88, estudiamos su efecto en el musculo
de ratones HSA'R. Estos animales expresan 250 repeticiones CTG en un transcrito heterdlogo
y reproducen los principales sintomas de la DM1, asi como de los ratones knockout de Mbni1
(Kanadia, Johnstone et al., 2003; Mankodi et al., 2000). No obstante, este modelo no desarrolla
otros fenotipos como la pérdida de masa muscular, lo cual parece ser independiente de Mbni1
y dependiente de Cugbp1 (cuyos niveles no estan alterados en los ratones HSA'). Dadas las
limitaciones para administrar p88 en la comida en este caso, decidimos llevar a cabo inyeccion
intramuscular de 0.5 pyg y 10 yg de péptido en el muasculo tibial anterior de la extremidad
posterior derecha y la correspondiente cantidad de DMSO en la extremidad posterior izquierda.
El andlisis de criosecciones de dicho musculo procedentes de ratones HSA™® tratados confirmé
la actividad de p88 sobre la toxicidad de las repeticiones CTG en este tejido. En este caso, el
péptido redujo el numero de fibras con nlcleos centrales, lo cual es una caracteristica
histopatolégica tanto de los ratones modelo como de los pacientes (Mankodi et al., 2000). Esta
reduccién, no obstante, no parecia responder a dosis, ya que la diferencia en el nimero de
células con nucleos centrales en la pierna derecha (inyectada con p88) y la izquierda
(inyectada con DMSO) en los ratones tratados con 0.5 ug de péptido era mayor que en los
tratados con 10 ug. Esto podria deberse a la gran variabilidad entre animales observada para
este fenotipo en concreto, tanto en nuestro laboratorio como en el laboratorio del Dr. Thornton
(comunicacién personal), 0 a que la mayor cantidad de DMSO empleada en el segundo caso
contrarresta en alguna medida el efecto del péptido. No obstante, debido al método de
cuantificacion empleado, en el cual se contaba el nimero de células con nucleo central
independientemente del nimero de nucleos por células, es posible que exista un efecto de
dosis que no hayamos podido detectar.

En conjunto, estos datos demuestran que p88 puede suprimir defectos histolégicos
causados por la expresion de repeticiones CTG en el musculo, tanto en Drosophila como en
raton. Hasta la fecha, este es el primer compuesto capaz de suprimir la histopatologia en
modelos de DM1 del que tenemos conocimiento.

La ATPasa dependiente de Ca** del reticulo endo/sarcoplasmico (Sercal) se expresa
en las fibras musculares de contraccion rapida y permite que el Ca* del citoplasma ingrese al

106



Discusion

interior del reticulo sarco/endoplasmico (ER), ayudando a reducir los niveles de Ca?* libre en
condiciones basales. La Troponina T de las fibras musculares rapidas (Tnnt3) es una proteina
sarcomérica, también implicada en la contraccion muscular. Tanto los transcritos Serca’ como
Tnnt3 sufren splicing alternativo durante el desarrollo, el cual esta alterado en los pacientes de
DM1 y DM2, asi como en los ratones HSA® y knockout de Mbni1 (Lin et al., 2008). La
inyeccion de 10 pug de p88 consiguié revertir los defectos en el procesado alternativo de ambos
transcritos. Sin embérgo, la inyeccién de 0.5 pg'no mostré una mejora clara, demostrando que
este efecto responde a dosis.

p88 no afectaba al splicing alternativo de Serca? y Tnnt3 en ratones FVB ni HSASF,
indicando que el péptido no altera la funcién normal de Mbnl1 sobre sus dianas. Warf ef al.
describieron que la inyeccion de pentamidina es también capaz de revertir los defectos de
splicing de los transcritos Clcn1 y Sercal en ratones HSA'R. Sin embargo, los autores
observaron que a determinadas dosis este compuesto alteraba el procesado normal de estos
transcritos en células HelLa en cultivo en ausencia de repeticiones CTG (Warf, Nakamori et al.,
2009). Capzb codifica una proteina que regula el ensamblaje de los filamentos de actina, asi
como su anclaje a las bandas Z en las células musculares. Los transcritos de este gen sufren
splicing alternativo, el cual esta alterado en pacientes de DM1 y ratones modelo que expresan
960 repeticiones CTG y presentan niveles elevados de Cugbp1 (Orengo et al., 2008). En los
ratones HSA™® y knockout de Mbnl1, sin embargo, los transcritos de Capzb se procesan
correctamente. p88 no afecté al procesado de estos transcritos, demostrando que el péptido
tampoco altera la funcion de otros factores de splicing en la célula relacionados con la
enfermedad.

La mejora inducida por p88, tanto en el splicing alternativo como a nivel histolégico, era
visible incluso un mes después la administracién, sugiriendo que una sola inyeccién de p88
podria tener efectos terapéuticos a largo plazo. Este es, hasta donde tenemos conocimiento, el
compuesto con el mayor tiempo de duracién o efecto (TE) descrito en un modelo de DM1.
Hasta la fecha, tan sélo el tratamiento con el oligomorfolino CAG25 habia logrado suprimir
defectos de splicing en los ratones HSAR durante 3 semanas tras una sola inyeccion (Wheeler
et al., 2009). El largo TE de p88 podria deberse bien al hecho de que el péptido es resistente a
la degradacién por proteasas al estar formado por D-aminoacidos (de manera que podria
permanecer en las células durante mas tiempo), 0 a que su efecto en un punto temporal
concreto sea suficiente como para devolver la homeostasis a las células de manera
prolongada.

Por ultimo, dado que tanto nuestro modelo en Drosophila como los ratones HSAR
expresan las repeticiones CTG independientemente de DMPK, nuestros resultados in vivo
demuestran que, por un lado, el efecto terapéutico de p88 tiene como diana los ARNs CUG
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expandidos o alteraciones directamente desencadenadas por éstos y, por otro lado, que dicho
efecto es independiente de otros factores relacionados con la enfermedad, como CUGBP1, los
cuales no responden directamente a las repeticiones. Nuestro modelo en Drosophila expresa
480 repeticiones CTG interrumpidas cada 20 repeticiones por la secuencia CTCGA. El uso de
repeticiones interrumpidas en la generacién de animales modelo se debe a la dificultad para
amplificar y clonar repeticiones CTG puras y ha sido descrito en otros modelos tanto en ratén
como en mosca (de Haro et al., 2006; Orengo et al., 2008). El hecho de que p88 suprimiese
fenotipos tanto en nuestro modelo en Drosophila como en los ratones HSA™®, en los cuales las
repeticiones carecen de interrupciones, sugiere que las repeticiones interrumpidas se
comportan in vivo como las repeticiones puras.

6. Expresion endégena de p88 en Drosophila

La administracion oral de p88 no suprimié el fenotipo de ojo rugoso de las moscas sev-
Gal4 UAS-(CTG)480/+, tanto a nivel morfolégico como histolégico. Puesto que p88 era capaz
de revertir fenotipos causados por la expresiéon de (CTG)480 en el sistema nervioso y en el
musculo, cabia la posibilidad de que el péptido no estuviese llegando a los fotorreceptores del
ojo en el momento y/o en la cantidad adecuados (ver apartado 3.2 de la Discusién). Dada la
naturaleza peptidica de p88, decidimos emplear el sistema Gal4/UAS de Drosophila para
generar los transgenes UAS-p88C171-C3, con el fin de controlar su expresion endégenamente.
De este modo, las moscas pueden producir p88 de manera continua, de manera similar a lo
descrito en los experimentos de rescate por sobreexpresiéon de Mbnl1 en ratones HSA'R de
Kanadia et al. (Kanadia et al, 2006). Sin embargo, p88 esta formado por tan sélo 6
aminoacidos. Esto suponia un reto a la hora de generar las construcciones correspondientes,
ya que en la literatura no existian ejemplos de transgenes en Drosophila de tamafio tan
reducido. Con el fin de facilitar la traduccién de los transcritos p88C171-C3, afiadimos 21 nt de la
regién 5’'UTR del gen de expresién fuerte actina 5C (act5C) de Drosophila aguas arriba del
ATG en las construcciones C1, C2 y C3. Esta region incluia la secuencia Kozak del gen (C-A-
A-A-AUG), la cual se ajusta en todas las posiciones al consenso descrito para Drosophila (C/A-
A-A-A/C-AUG) (Cavener, 1987). Ademas, durante el disefio de las construcciones tuvimos en
cuenta el sesgo en el uso de codones de Drosophila, seleccionando aquéllos de uso preferente
en la mosca, es decir, favoreciendo el uso de C en las posiciones sindénimas (Powell &
Moriyama, 1997). Por ultimo, expresamos los transgenes en musculo y ojo utilizando los
promotores de los genes Mhc y GMR respectivamente (lineas Mhc-Gal4 y GMR-Gal4), ya que
ambos tienen una expresion fuerte en estos tejidos.
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De las tres construcciones generadas, tan sélo las portadoras de la secuencia
retroinversa de p88 (EWAYPP; UAS-p88C2 y UAS-p88C3) suprimieron el fenotipo de ojo
rugoso de las moscas GMR-Gal4 UAS-(CTG)480/+ asi como la degeneracién muscular de las
moscas Mhc-Gal4 UAS-(CTG)480/+. Este resultado convierte al L-péptido EWAYPP en una
molécula potencialmente terapéutica y demuestra que la expresién endégena de péptidos
funciona en tejidos en los que la administracion oral daria lugar a niveles bajos de
incorporacién en las células, como el ojo. Estds éxberim'entos indican, ademas, que la actividad
de p88 reside en la disposicion espacial de sus cadenas laterales y no Unicamente en su
esqueleto peptidico, ya que ninguna de las 10 lineas de la construccion C1 suprimié la
rugosidad del ojo, mientras que todas las lineas transgénicas C2 ensayadas y una de las lineas
C3 si lo hicieron. Este resultado es especialmente interesante, ya que tal y como se ha
comentado, la secuencia del péptido endégeno EWAYPP alinea con la secuencia KFAHPP del
primer dedo de zinc de Mbl (ver apartado 4.2 de la Discusion).

En general, se acepta que los niveles de expresion de un transgén utilizando el sistema
Gal4/UAS aumentan de manera proporcional a la temperatura (Duffy, 2002). La supresion del
fenotipo de ojo rugoso de las moscas GMR-Gal4 UAS-(CTG)480/+ al expresar UAS-p88C2 o
UAS-pC3 era mayor a 21°C que a 19°C, mientras que a 25°C la expresion del péptido se volvia
toxica. Esto indica que, al igual que en los experimentos de administracion oral, el efecto de
p88 enddgeno responde a dosis. Los transgenes (CTG)480, UAS-p88C2 y UAS-pC3 estan
insertados en zonas del genoma distintas, por lo que las secuencias reguladoras cercanas
afectan de manera diferente a la expresion de cada uno de ellos. Por esta razén, es posible
que los cambios en la temperatura afecten de manera desigual a la expresion de los
transgenes, alterando el balance necesario entre p88 y (CTG)480. De esta manera, la
expresion de UAS-p88C2 6 UAS-pC3 a 25°C en moscas modelo podria tener un efecto
negativo, de manera similar a lo que ocurre con la administraciéon oral. Cabe destacar que la
expresion de UAS-p88C2 y UAS-pC3 por si sola a 25°C no resulté toxica, al igual que la
administracién oral de p88 no lo era en moscas OrR para concentraciones que si disminuian la
viabilidad en moscas modelo.

Para poder llevar a cabo experimentos de localizaciéon subcelular de p88 y colocalizacion
con repeticiones CUG in vivo, asi como con otros componentes de la DM1, generamos un
péptido p88 fluorescente (FAM-p88, no mostrado) el cual poder administrar de manera oral y
detectar en cortes histolégicos. Sin embargo, en nuestros ensayos in vitro el péptido FAM-p88
no se unié a las moléculas de ARN CUG (datos no mostrados), por lo que no pudimos abordar
dichos estudios in vivo. En este sentido, la obtencién de moscas transgénicas que expresan el
péptido endégenamente supone una ventaja, ya que actualmente estamos generando un
anticuerpo que permitira llevar a cabo estudios inmunohistoquimicos de localizacién en los
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tejidos, asi como estudios cinéticos. Los resultados obtenidos con dicho anticuerpo ayudaran a
comprender mejor el mecanismo de accién de p88 in vivo.

Por ultimo, dada la existencia en Drosophila de lineas Gal4 de expresion inducible (Duffy,
2002), seria interesante llevar a cabo experimentos en los que los transgenes UAS-(CTG)480y
UAS-p88C2/C3 se expresasen y silenciasen en momentos concretos del desarrollo, con el fin
de identificar periodos criticos susceptibles de intervencion farmacolégica.

7. Estudio del mecanismo de accién de p88
7.1. p88 no afecta a la expresién de (CTG)480

La deconvolucion de la quimioteca de hexapéptidos sobre un modelo in vivo de DM1
permitié la identificacion de p88 como un péptido activo capaz de suprimir fenotipos en
modelos en mosca y ratén. Sin embargo, comprender el mecanismo de accién de p88 es
esencial para el posterior desarrollo de esta molécula y su potencial uso como farmaco. p88
puede unirse a secuencias de ADN (ver Fig. R33 y R34 de Resultados), por lo que podria
afectar a la tasa de transcripcion de (CTG)480 in vivo. Sin embargo, el analisis mediante RT-
PCR de los niveles de expresiéon de transcritos (CUG)480 en moscas Mhc-Gal4/+; UAS-
(CTG)480/+ tratadas con p88 a distintas concentraciones no revel6 diferencias significativas
respecto al control con DMSO. Ademas, los niveles de emisién de luminiscencia en individuos
de genotipo Mhc-Gal4/+; UAS-luciferasa/+ alimentadas con p88 no difirieron de manera
significativa respecto a las moscas control tratadas con DMSO. Esto descarta que p88 afecte a
a la capacidad de transcripcion del transgén mediante el sistema Gal4/UAS (por ejemplo
inhibiendo especificamente la actividad de Gal4) y/o a la estabilidad de los transcritos
(CUG)480.

No obstante, en estos experimentos detectamos una diferencia considerable entre los
niveles de emisién de luz en las moscas Mhc-Gald/+; UAS-luciferasa/+ alimentadas con DMSO
y las que no habian estado expuestas al solvente. Se ha descrito que el DMSO puede
aumentar la expresion de transgenes ya que suprime la variegacion por efecto de posicion
(Michailidis et al., 1989), lo cual podria explicar las diferencias observadas. Es posible que este
efecto sea especifico de la cepa UAS-luciferasa utilizada y no afecte a las moscas que
expresan el transgén UAS-(CTG)480, ya que ambas construcciones estan insertadas en zonas
diferentes del genoma y las regiones de heterocromatina cercanas podrian afectar de manera
distinta. A favor de esta idea, en ninguno de los experimentos con moscas modelo realizados
durante este trabajo hemos detectado que el tratamiendo con DMSO a dosis subtéxicas
potencie los fenotipos en estudio.
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7.2. p88 se une a repeticiones CUG con mayor afinidad que a otros acidos nucleicos

Utilizando distintas técnicas in vitro para el estudio de interacciones entre proteinas y
acidos nucleicos (los cuales incluyen ensayos de polarizacion de fluorescencia, retardo en gel y
extincién de fluorescencia) hemos podido demostrar que p88 es capaz de unirse a ARNs
formados por repeticiones CUG. Estos resultados, junto con el hecho de que los modelos in
vivo utilizados en mosca y ratén expresan repeticiones CUG independientemente de DMPK,
apoyan la hipétesis de que el mecanismo de accidén del péptido en las células tenga como
diana los ARN téxicos. Sin embargo, tanto en los experimentos de retardo en gel como
polarizacién de fluorescencia, la unién de p88 a los ARN fluorescentes se detectaba a
concentraciones de péptido elevadas. En los experimentos de extincién de fluorescencia del
triptéfano (Trp-FQ), 2-aminopurina (2-AP) y dicroismo circular (DC), donde ni el péptido ni el
ARN estan marcados con un fluoréforo, una relacién [ARN:péptido] de 1:1 o inferior era
suficiente para observar la unién. Esto indica que la presencia de carboxifluoresceina en el
extremo 5’ del ARN podria dificultar la interaccién con otras moléculas. En todos los ensayos la
proteina MbIZF se utilizé6 como control positivo, ya que se ha descrito que tanto los dedos de
zinc de MBNL1 como de Mbl se unen a repeticiones CUG (Goers et al., 2008; Warf & Berglund,
2007; Yuan et al, 2007). En nuestros experimentos de retardo en gel y polarizacién de
fluorescencia la concentracion de MbIZF necesaria para detectar interaccion con el ARN es
mas alta que la descrita en otros trabajos, lo cual es congruente con la idea de que el fluoréforo
podria interferir con la union.

Durante estos ensayos observamos que p88 se une con mayor afinidad a moléculas de
ARN portadoras de un niumero mayor de tripletes (FAM-CUG23 vs FAM-CUG4). Este dato es
importante, ya que la toxicidad de las repeticiones aumenta con su tamafio y éstas no son
patologicas por debajo de ~35-50. En este sentido, la generacién de un anticuerpo contra el
péptido endégeno p88C2 nos permitiria comparar in vivo el grado de interaccion entre el
péptido y los ARNs CUG en moscas modelo que expresan distinto nimero de repeticiones
(Garcia-Lopez et al., 2008).

Los péptidos p29.1-p29.5 (los cuales difieren respecto a p88 en un Unico aminoacido)
no se unieron al ARN de manera significativa a concentraciones similares a las ensayadas para
p88, demostrando la especificidad de secuencia de la union descrita. Ademas, la tasa de
extincion de fluorescencia de p88 en los experimentos de Trp-FQ era mayor cuando el péptido
se incubaba con el ARN DMPK-CUG4 respecto a otras secuencias de ARN y ADN de cadena
doble y cadena sencilla, indicando que p88 tiene una afinididad preferencial por sus dianas. En
conjunto, estos resultados sugieren que las repeticiones CUG en su contexto natural (es decir,
formando parte de los transcritos DMPK) podrian ser mejor diana de p88 en las células que el
resto de acidos nucleicos ensayados. La extincion de fluorescencia del triptéfano al incubar
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DMPK-CUG4 con p88 es mayor que para los ARNs DMPK sin repeticiones. Este resultado,
sumado al hecho de que p88 parece tener mayor afinidad por repeticiones CUG largas, indica
que el péptido podria actuar de manera preferente sobre los transcritos DMPK mutantes en
células de pacientes, sin alterar los transcritos salvajes.

7.3. p88 desestabiliza las horquillas de repeticiones CUG

La teoria de dicroismo circular, desarrollada por primera vez en el siglo XIX por Biot
Neumann y Fresnel Snatzke, se basa en el uso de rayos de luz formados por dos componentes
polarizados circularmente, uno a la derecha y el otro a la izquierda. Estos componentes estan
en fase y son de la misma amplitud. Al pasar por un medio o6pticamente activo, cada
componente interactia de manera diferente con los centros quirales de las moléculas
presentes originando cambios de magnitud diferenciales. El principal campo de aplicacion del
DC es el estudio de estructuras secundarias de proteinas purificadas en solucién, lo cual es
posible gracias a la existencia de espectros de DC patrén (Greenfield, 2006). Sin embargo,
para los acidos nucleicos la predicciéon de estructuras secundarias mediante DC es algo mas
compleja. En general, existen tres tipos de conformacién para el ARN: ARN-A, ARN-B y ARN-C
(o ARN-Z) (Fig. D5). Si bien se pueden hacer asignaciones a una u otra familia en base a la
forma del espectro de DC de la molécula, es dificil extraer informaciéon detallada
exclusivamente a partir de la curva, debido a la gran cantidad de subgrupos existentes.

A
3 Figura D5. Tipos de espectro de dicroismo circular de los
B + C acidos nucleicos. Las curvas de DC de moléculas de ADN o ARN
o /“ <} con estructura secundaria diferente presentan espectros distintos,
- \""/ cuyos picos maximo y minimo difieren en su intensidad y en la

330 260 300 220 260 300 220 260 300 longitud de onda a la cual se detectan.
m

VAL
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En nuestros experimentos de DC, el ARN (CUG)60 presentaba un espectro con un pico
maximo a ~265 nm, correspondiente a la forma A del ARN. Este resultado es congruente con la
estructura en cristal obtenida para las repeticiones (Mooers et al., 2005). La adicién de p88 a
(CUG)60 causé una disminucién en la intensidad de la sefial del pico maximo. Dicha reduccion
puede atribuirse a una disminuciéon en el apilamiento de las bases del ARN, debido a un
cambio conformacional de la molécula en presencia del péptido. Este efecto es especifico de
p88, ya que los péptidos p29.1 y p29.4 no afectaron al espectro del ARN.

Los experimentos con 2-aminopurina (2-AP) confirmaron el cambio inducido por p88 en
la estructura de las repeticiones CUG. La 2-AP es un analogo de los nucledtidos adenina y
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guanina, y como tal puede aparear con la timina y la citosina. Esta molécula emite a longitudes
de onda >300 nm para las cuales el resto de nucleétidos de la cadena de ARN/ADN son
transparentes. En general, la fluorescencia de la 2-AP aumenta en un orden de 2-3 veces
cuando la molécula en la que se encuentra pasa de una conformaciéon de doble cadena a
cadena sencilla (Datta et al., 2006). Estos cambios ocurren de manera estatica cuando la 2-AP
se encuentra apilada con purinas, pero lo hacen de manera dinamica cuando se encuentra
apilada con pirimidinas (Jean & Hall, 2001). Por esta razén, la 2-AP se utiliza como marcador
fluorescente para el estudio de cambios conformacionales dinamicos en los acidos nucleicos.
En nuestros experimentos utilizamos un ARN de 23 repeticiones CUG en el cual una guanina
habia sido sustituida por 2-AP. De esta manera, la 2-AP apareaba con una C de la doble hélice
y se encontraba flanqueada en ambos lados por desapareamientos de pirimidina U-U. Para
relaciones de [péptido:ARN] de 100:1 la emision de fluorescencia de la 2-AP sufri6 un
incremento de 2.9 respecto al ARN libre, lo cual concuerda con el valor esperado segun Datta
et al. Estos resultados son congruentes con los obtenidos en los experimentos de DC e indican
que el péptido es capaz de intercalarse entre las bases del ARN y abrir la doble hélice para dar
lugar a una molécula de cadena sencilla. Se sabe que el DMSO inhibe la formacién de
estructuras secundarias en los acidos nucleicos, como los formados por tramos ricos en GC.
Sin embargo, en nuestros experimentos el solvente por si s6lo no afecté a la fluorescencia de
la 2-AP, como tampoco lo hicieron los péptidos p29.1 y p29.4, indicando que se trata de un
efecto especifico.

En conjunto, estos resultados sugieren un efecto sobre la estabilidad de las horquillas
de repeticiones CUG como posible mecanismo de accion de p88. Si el péptido desestabilizase
la formacién de dichas horquillas en el nGcleo in vivo seria capaz de eliminar el principal origen
de toxicidad en las células. En este sentido, p88 actuaria a través de un mecanismo de accién
no descrito hasta la fecha en ninguna de las moléculas desarrolladas recientemente para
combatir la DM1 (ver apartado 8 de la Introduccién) con la ventaja adicional frente a dichos
compuestos de que p88 puede ser administrado de manera oral. Ademas, dada la capacidad
de p88 de desestabilizar la doble hélice en los ARNs toxicos, seria interesante estudiar el
efecto de p88 sobre otros ARNs patolégicos de doble cadena del tipo CNG, como CAG o CGG.

7.4. p88 no compite con Muscleblind in vitro

En ninguno de los ensayos de unién llevados a cabo en este trabajo detectamos
competencia entre p88 y MbIZF por la unién a los ARN de repeticiones CUG, sugiriendo que
p88 y MbIZF se unen al ARN de manera distinta. Los experimentos con 2-aminopurina
demostraron que, mientras p88 despliega las horquillas de ARN CUG, MbIZF no afecta a la
estructura de las repeticiones, tal y como describen trabajos anteriores (Warf, Diegel et al.,
2009). Se ha descrito que, al menos in vitro, los dedos de zinc de Muscleblind pueden unirse al
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ADN y al ARN tanto en forma de doble cadena como de cadena sencilla (Goers et al., 2008; Ho
et al., 2004; Kino et al., 2004). Esto podria explicar que en nuestros experimentos la proteina
MbIZF pueda unirse a repeticiones CUG tanto en presencia de péptido (ie., cadena sencilla)
como en ausencia (je., doble cadena). Por otro lado, la proteina MbIZF empleada en nuestros
ensayos in vitro estd compuesta exclusivamente por la regién de dedos de zinc, ya que estos
dominios son necesarios y suficientes para la unién al ARN (Goers et al., 2008, Warf &
Berglund, 2007). Sin embargo, MbIZF carece de otros dominios relevantes para la funcioén de la
proteina in vivo, como el dominio KRAEK de localizacién subcelular o el dominio de
dimerizacion, ambos presentes en el extremo Ct (Yuan et al., 2007; Fernandez-Costa y Artero,
2010), lo cual podria afectar al efecto del péptido sobre la unién de la proteina al ARN. Por
dltimo, es posible que p88 desestabilice tan s6lo una porcién de las horquillas patolégicas,
quedando el resto en forma de doble cadena, a las cuales Mbl podria seguir uniéndose. De ser
asi, la unién de p88 a los ARN téxicos de doble cadena in vivo podria generar un nimero de
moléculas de cadena sencilla suficiente para liberar parcialmente a Mbl y restaurar su funcion
en las células. El hecho de que hasta la fecha MBNL1 no se haya visto asociado a transcritos
DMPK de cadena sencilla in vivo y de que p88 revierta defectos de splicing de transcritos
regulados directamente por Mbnl1 (Serca? y Tnnt3) en ratones HSA'® apoya esta idea. Con el
fin de comprobar esta hipétesis seria interesante llevar a cabo estudios de immunodeteccién de
Muscleblind en cortes histolégicos de animales modelo tratados.

A pesar del papel clave de las proteinas MBNL en el desarrollo de la DM1, no existe
consenso en cuanto a que su presencia en inclusiones nucleares de repeticiones CUG en el
nucleo sea la causa de su falta de funcién en las células. En 2005, Houseley et al. demostraron
que la colocalizaciéon de Mbl en dichos agregados en Drosophila no causaba fenotipos,
mientras que en nuestro laboratorio encontramos que las repeticiones CTG pueden provocar
defectos en el splicing alternativo de transcritos diana de Mbl independientemente de la
formacion de inclusiones (Garcia-Lopez et al.,, 2008; Houseley et al., 2005). Por esta razén,
algunos autores prefieren hablar de colocalizacién y secuestro de Muscleblind en términos
diferentes. De esta manera, incluso si p88 no pudiese liberar a Mbl de las inclusiones nucleares
in vivo (colocalizacion), nuestros analisis en ratones modelo demuestran que el péptido estaria
de algun modo actuando sobre su secuestro, restaurando su funcién como factor de splicing.
Hasta la fecha, esta es la primera molécula de la que tenemos conocimiento que consigue
recuperar la funcién de las proteinas Muscleblind sin mimetizar la unién de éstas a las
repeticiones CUG. Esto supone una ventaja frente a compuestos como la pentamidina, los
cuales pueden afectar al procesado de otros transcritos diana de MBNL1 en condiciones no
patolégicas (Warf, Nakamori et al., 2009).

114



Discusion

8. Toxicidad de p88

Dada la capacidad de p88 de unirse a los acidos nucleicos cabria esperar que la
molécula fuese téxica a partir de una cierta dosis. En moscas de genotipo 703Y-Gal4/+;UAS-
(CTG)480/+ detectamos un efecto téxico de p88 a una concentracion de 250 uM, mientras que
en moscas Mhc-Gal4/+;UAS-(CTG)480/+ dicho efecto no se detectaba hasta 500 uyM. En
moscas OrR p88 no afectdé a la viabilidad a ninguna concentraciéon ensayada (s1 mM). Estos
datos sugirieren que unos genotipos podrian ser mas sensibles que otros al efecto del péptido.
Dicho fenémeno podria deberse a varias razones. En primer lugar, es posible que exista un
componente especifico de las repeticiones en la toxicidad de p88. Asi, si nuestra hipétesis es
cierta y p88 despliega las horquillas de ARN (CUG)480, estos transcritos dejarian de formar
agregados ribonucleares y podrian ser exportados al citoplasma como ARNs de cadena
sencilla. Se ha propuesto que la formacién de agregados nucleares podria tener un papel
protector (Arrasate et al., 2004), lo cual en el caso de la DM1 se basa en el hecho de que la
presencia de inclusiones por si misma, tanto en el niucleo como en el citoplasma, no es
suficiente para desencadenar fenotipos patoldgicos (Dansithong et al., 2008; Houseley et al.,
2005). De esta manera, podria ocurrir que las moléculas de ARN de cadena sencilla (CUG)480
generadas por p88 fuesen toxicas en el citoplasma a partir de un umbral, explicando el efecto
negativo del péptido en moscas modelo pero no en las salvajes. Dado que las distintas
construcciones Gal4 dan lugar a niveles diferentes de expresién de los transgenes que regulan,
esto explicaria que p88 tenga un umbral de toxicidad distinto en las moscas 7103Y-Gal4/+;UAS-
(CTG)480/+ y Mhc-Gal4/+;UAS-(CTG)480/+, al diferir ambas en la cantidad de moléculas
(CUG)480 susceptibles de formar ARNs de cadena sencilla. Sin embargo, es posible que las
moscas modelo presenten una menor tolerancia a p88 que las moscas OrR debido
simplemente a que su capacidad de respuesta estd mermada al tratarse de moscas ‘enfermas’.
De esta manera, p88 podria también llegar a ser toxico en la cepa OrR a concentraciones por
encima de las ensayadas en este trabajo

La inyecciéon intramuscular de 10 ug (~0.5 mg/Kg) y 100 pg (~5 mg/Kg) de p88 (pero no
0.5 ug y 1 pg; ~0.025 mg/Kg y 0.05 mg/Kg, respectivamente) en ratones de la cepa FVB dio
lugar a niveles elevados de urea en plasma (indicador de la funcién renal), mientras que la
dosis de 10 pg causé alteraciones en el enzima GPT (indicador de la funcién hepatica),
demostrando que los niveles de p88 que llegan a la sangre tras la inyecciéon son suficientes
para alterar al menos a parte de los 6rganos a los que el péptido accede. Ademas, la inyeccién
de 100 ug causé la muerte de 2 de 6 animales, lo cual supone un valor préximo a la dosis letal
50 (DL50). Los ratones sometidos a las dosis mas altas, asi como sus controles, mostraban
niveles de enzima CPK (marcador de la funcion muscular y cardiaca) elevados probablemente
debido al DMSO (2%) y/o a la propia injeccién. A pesar de esto, el examen histopatolégico del
musculo de estos ratones no revelé anomalias considerables en ningun caso, a excepcion de
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una mixedomatosis leve y ligera inflamacién en algunos individuos. Esto indica que p88 no
afecta de manera significativa a la estructura del masculo en los ratones salvajes.

Segun nuestros resultados, el DMSO por si sélo es téxico tanto en mosca como en
ratén. Por tanto, es posible que el DMSO disminuya el umbral de toxicidad del péptido, al
sumarse su efecto al del solvente. Un apoyo a esta idea proviene del hecho de que p88
suprime los defectos histolégicos y de splicing en ratones HSA™® a una dosis a la que en los
ratones FVB se detectdé un efecto tdxico sobre la funcion hepatica y renal. Por lo tanto, seria
interesante ensayar la molécula disuelta en agentes menos nocivos. Un ejemplo es el
polietilénglicol (PEG), el cual es cerca de unas 10 veces menos toxico en Drosophila que el
DMSO (datos no mostrados, generados durante este trabajo).

9. Potencial de p88 como molécula terapéutica

En este trabajo hemos identificado un D-péptido de 6 aminoacidos (p88) mediante el
rastreo de una quimioteca combinatoria de hexapéptidos en formato de rastreo posicional en
un modelo en mosca que reproduce los aspectos mas relevantes de la DM1 en humanos
(Garcia-Lopez et al., 2008). Hasta la fecha, este es el primer ejemplo descrito del uso de
quimiotecas combinatorias de péptidos en Drosophila del que tenemos conocimiento. Este
péptido es capaz de suprimir fenotipos en SNC, musculo y ojo en Drosophila, asi como en el
musculo de ratones HSA'® modelo de DM1, tanto a nivel histolégico como molecular,
revirtiendo defectos de splicing alternativo dependientes de la proteina Mbnl1 (Serca1 y Tnnt3)
sin afectar al procesado de ambos en los animales salvajes ni al de otros transcritos
musculares (Capzb).

p88 se une a repeticiones CUG in vitro desestabilizando las horquillas sin interferir
con la unién de Muscleblind al ARN de doble cadena. En este trabajo proponemos que el
péptido 88 y Muscleblind se unen a las repeticiones CUG de manera diferente y que las formas
de ARN de cadena sencilla generadas por la unién de p88 son menos téxicas que las formas
en horquilla, restaurando la funcién como factor de splicing de la proteina Mbnl1 en las células
(Fig. D6). El hecho de que p88 tenga como diana la estructura secundaria de los transcritos de
repeticiones CUG hace pensar que el péptido podria recuperar la funcién no sélo de las
proteinas asociadas a éstas de manera directa (como MBNL1), sino también de otros factores
0 mecanismos afectados aguas abajo. A pesar de que CUGBP1 es un componente clave en la
DM1, los datos generados no son suficientes para entender cémo p88 podria afectar a la
funcién de esta proteina ni a su antagonismo con MBNL1, ya que los niveles de Cugbp1 en los
ratones HSA' no estan alterados y no existe un homélogo claro en Drosophila. Por Gltimo, p88
podria tener actividad sobre otros ARNs toxicos de doble cadena, por ejemplo CCUG,
pudiendo ser terapéutico contra la DM2 u otras enfermedades originadas por expansiones
CUG tales como la SCAS.
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Figura D6. Posible mecanismo de accion
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Junto con la pentamidina, p88 es hasta la fecha el unico compuesto de naturaleza no
ribonucleica ensayado con éxito en modelos in vivo cuya diana son las repeticiones CUG
téxicas (Warf, Nakamori et al., 2009). Sin embargo, a diferencia de la pentamidina, p88 es la
Unica molécula para la cual se ha llevado a cabo administracion oral con éxito (en un modelo
en Drosophila) y presenta el mayor tiempo de efecto descrito (hasta 4 semanas tras una sola
inyeccion en ratones modelo).

Los péptidos regulan un gran numero de procesos fisioloégicos, actuando como
sefiales paracrinas, endocrinas 0 como neurotransmisores, entre otros. En los ultimos afos el
uso de péptidos como farmacos ha experimentado un gran crecimiento. En Europa las
empresas farmacéuticas y compafias biotecnologicas poseen varios péptidos en el mercado
que se utilizan de manera terapéutica en diversas areas como la neurobiologia, hematologia o
endocrinologia. En 2005 existian al menos 150-200 péptidos en fases clinicas y el numero de
péptidos en desarrollo en todo el mundo era de 600 a 700 (McGee, 2005). Algunos ejemplos de
farmacos de naturaleza peptidica de uso en la actualidad incluyen la insulina, la hormona del
crecimiento, la arginina vasopresina o la hormona liberadora de la hormona luteinizante. El
Fuzeon, un péptido de 36 aminoacidos, fue descubierto en 1993 y aprobado en 2004 por la
FDA (Food and Drug Administraron, EEUU) para su uso en pacientes VIH-positivos, ya que
evita la fusion del virus a la membrana plasmatica de las células huésped (Hanna, 1999).

Sin embargo, la mayoria de estos péptidos no pueden administrarse por via oral, ya que
son rapidamente inactivados por los enzimas intestinales. Por esta razéon es necesario
administrarlos por via nasal, intravenosa o subcutanea, entre otras. Los péptidos compuestos
por D-aminoacidos, como p88, carecen de esta limitacidon al ser resistentes a proteasas. En

este sentido, p88 presenta, ademas, la ventaja de haber sido identificado en un rastreo in vivo
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donde las moléculas se administraron en la comida, lo cual garantiza la biodisponibilidad oral
de los compuestos positivos.

La sintesis de D-péptidos puede ser un proceso caro. Ademas, el tamario de un péptido
puede ser elevado y limitar su absorcién por las células. La optimizacién quimica de estas
moléculas, por tanto, es un paso importante en su desarrollo como futuros farmacos. Al
optimizar quimicamente un péptido no sélo se maximiza su actividad, sino también otras
propiedades como su solubilidad y absorcion por las células. Una forma de obtener derivados
activos de péptidos identificados en rastreos bioldégicos consiste en la generaciéon de
peptidomiméticos. Los peptidomiméticos se basan en la premisa de que la informacién
tridimensional de los grupos reactivos en un péptido puede ser mimetizada mediante el disefio
de moléculas de bajo peso molecular de naturaleza no peptidica (Vagner et al., 2008, Wu &
Gellman, 2008). De este modo, p88 podria representar una molécula cabeza de serie para el
desarrollo posterior de un nuevo farmaco activo.

En conjunto, en este trabajo proponemos una serie de moléculas con capacidad para
suprimir la toxicidad de repeticiones CTG in vivo, abriendo una via de estudio en el desarrollo
de nuevas terapias contra la DM1 y aportando un nuevo enfoque en la identificacion y
generacion de nuevas moléculas con las que combatir la toxicidad de expansiones de tripletes
CNG en el futuro.
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Conclusiones

Las conclusiones que pueden extraerse de los resultados presentados en este trabajo

son las siguientes:

1.

La expresion de expansiones CTG no codificantes en los Cuerpos de Seta (Mushroom
Bodies) del cerebro de Drosophila parece afectar al control motor durante la eclosion de
la pupa causando, en Ultima instancia, la muerte de los individuos. Este fenotipo
responde a niveles de expresion de Mbl y es susceptible de modificacion quimica,
siendo adecuado para la busqueda de compuestos con potencial terapéutico para la
DM1.

Mediante el rastreo de dos quimiotecas hemos identificado 11 moléculas capaces de
suprimir la toxicidad de las repeticiones CTG en el cerebro de Drosophila. 10 de estos
compuestos poseen actividad bioloégica conocida y podrian ejercen su efecto mediante
mecanismos de acciéon que implican una inhibicién de la transmisiéon nerviosa y de la
sintesis de prostaglandinas.

Un D-hexapéptido no descrito hasta la fecha, p88, posee actividad sobre la toxicidad de
las repeticiones CTG tanto en el cerebro como en el masculo de Drosophila, de manera
dependiente de dosis en ambos casos. La expresion enddégena de la forma retroinversa
de p88 mediante el sistema Gal4/UAS (UAS-p88) también revierte fenotipos causados
por los tripletes CTG, confirmando el efecto especifico de p88 sobre la toxicidad de las
repeticiones.

En este trabajo se describe por primera vez que péptidos de tan sélo 10 aminoacidos
pueden expresarse en Drosophila utilizando el sistema Gal4/UAS.

Mediante un rastreo de alaninas hemos comprobado que todos los aminoacidos de la
secuencia de p88 son necesarios para su unién al ARN y para su actividad in vivo.
Ademas, mediante la generacion de moscas transgénicas UAS-p88 hemos demostrado
que la disposicion espacial de las cadenas laterales de p88 es critica para su funcién.
Mediante experimentos in vitro hemos comprobado que p88 se une a repeticiones CUG
desplegando las horquillas de ARN. La afinidad de esta unidbn es mayor que la
observada para otros acidos nucleicos y aumenta con el nimero de repeticiones.

p88 no desplaza la unién de MbIZF a las repeticiones CUG in vitro. Puesto que ambas
moléculas afectan de manera diferente a la conformacién de las horquillas es posible
que se unan de manera diferente al ARN.

Hemos confirmado la actividad de p88 en el musculo de ratones modelo de la
enfermedad, demostrando que una sola inyeccion de p88 puede revertir defectos
histopatolégicos y de splicing dependientes de Mbni1 durante al menos 4 semanas.
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Materiales y Métodos

I. Experimentos in vitro

1. Materiales
1.1. Cepas de E.coli

Las siguientes-cepas de E. coli se usaron a lo largo de-este trabajo:

Cepa Genotipo

XL1-Blue’ =~ recA1 endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17supE44 relA1 lac [F* proAB
laclqZAM15 Tn10 (Tetr)]

SURE-2? e14-(McrA-) A(mcrCB-hsdSMR-mrr)171 endA1 gyrA96 thi-1 supE44
relA1 lac recB recJ sbcC umuC::Tnb (Kanr) uvrC[F " proAB laciqZAM15
Tn10 (Tetr) Amy Camr]

BL21 (DE3)® F- dcm ompT hsdS(rg- mg-) gal | (DE3)

BL21 pLysS (DE3)? F- dem ompT hsdS(rB- mB-) gal | (DE3) [pLysS Camr]a

BL21 CodonPlus F— ompT hsdS(rB- mB-) dcm+ Tetr gal A(DE3) endA Hte [argU

(DE3)-RIPL?® proLCamr] [argU ileY leuW Strep/Specr]

' Cepa utilizada para la clonacién y amplificacién de plasmidos. 2 Cepa utilizada para la clonacién y
amplificacion de plasmidos con repeticiones CTG. ® Cepas utilizadas para la expresién de proteinas.

1.2. Cebadores |

Los siguientes cebadores se utilizaron para llevar a cabo las reacciones de PCR
relacionadas con los experimentos in vitro descritos en este apartado:

Nombre Secuencia (5 — 3’) Tm
MbIZF_directo GGAATTCCATATGGCCAACGTTG 65°C
MDbIZF reverso CGGGATCCCGTTACTTGAGGGCCAAATGATT 65°C
1.3. Kits

AxyPrep™ DNA Gel Extraction de Axygen
High Pure Plasmid Isolation de Roche
BCA de Pierce

MEGAscript de Ambion

PlusOne™ Silver Staining de Amersham

2. Métodos
2.1. Obtencién de la proteina MbIZF
2.1.1. Clonacién de MbIZF
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2.1.1.1. Obtencién de ADN genémico a partir de moscas de genotipo silvestre (OrR). Se
homogenizaron 30 moscas de genotipo OrR en 200 pL de tampén A (Tris-HCI 100 mM pH 7.5,
EDTA 100 mM, NaCl 100 mM, SDS 0.5%). Tras afadir otros 200 pyL de tampén A al
homogenado éste se calentdé a 65°C durante 30 min. A continuacion, se afiadieron 800 uL de
tampdén B (mezcla de KAc 5§ M y LiCl 6 M en una relacion 2:5) y la mezcla se incubd en hielo
durante 10 min. Tras centrifugar 15 mina 12000 g y 4°C, el sobrenadante se transfirié a un tubo
nuevo y se afadieron 600 pL de isopropanol frio. Tras una nueva centrifugacion, se eliminé el
sobrenadante y se lavé el pellet con 1 mL de EtOH al 70% previamente enfriado. La mezcla se
centrifugd de nuevo y el pellet se dejé secar a temperatura ambiente. Una vez seco, el pellet se
resuspendi6 en 400 pL de agua estéril y se incubé 15 min a temperatura ambiente. A
continuacién se afadieron 400 pL de una mezcla fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1) y
se agitd por vortex 1 min. La muestra se centrifugdé durante 5 min a 12000 g y al sobrenadante
se le afadié el mismo volumen de cloroformo:alcohol isoamilico (24:1). Los tubos se agitaron
por vortex 1 min y se centrifugaron de nuevo. Al sobrenadante se le afiadieron 2.5 volimenes
de EtOH 100% frio y NaCl hasta una concentracién final de 0.2 M. Tras 30 min de precipitacion
a -20°C la mezcla se centrifugd 10 min a 12000 g y 4°C. El sobrenadante se descarté y el pellet
se lavd con 500 pL de EtOH al 70% frio. Tras centrigufar de nuevo 2 min a 12000 g y 4°C, se
eliminé el sobrenadante y se dejé secar el pellet. Finalmente, éste se resuspendié en 100 de uL
agua estéril con ARNasa a 2 pg/ml.

2.1.1.2. Clonacién de MbIZF en el vector pBlueScript I| SK (+/-) y subclonacién en el
vector p11. La siguiente secuencia de 315 pb (Fig. MM1) fue obtenida mediante PCR a partir
de 0.3 pg del ADN gendémico de moscas OrR (ver apartado 2.1.1.1) y los cebadores
MbIZF_directo y MbIZF_reverso, los cuales contenian secuencias adaptadoras para los
enzimas de restriccion Nedl y BamHI. Para la reaccion de PCR se utilizé un enzima de alta
procesividad (Pwo DNA Polymerase, Roche diagnostics) siguiendo las instrucciones del
fabricante. La temperatura de hibridacién fue de 65°C y el numero de ciclos 10+25.

5’ GGAATTCCA | TATGGCCAACGTTGTCAATATGAACAGCCTGCTCAACGGCAAGGATTCGCGCTGGCTG
CAATTGGAGGTCTGTCGCGAGTTCCAGCGCAACAAATGCTCGCGCCAGGACACCGAATGCAAGTTCGCCC
ATCCCCCGGCCAACGTGGAGGTCCAGAACGGCAAGGTCACCGCCTGCTACGACAGCATCAAGGGCCGCTG
TAATCGTGATAAACCGCCGTGCAAATACTTTCATCCACCACAGCATCTGAAGGATCAGTTATTGATAAAT
GGACGCAATCATTTGGCCCTCAAGTAACGG | GATCCCG3’

Figura MM1. Secuencia que codifica los dos dedos de zinc de la proteina Muscleblind de Drosophila. La secuencia de los
cebadores MblZF_directo y MbIZF _reverso se resalta en negrita (extremos 5' y 3' respectivamente), con las secuencias de corte
para los enzimas de resctriccion Nedl y BamH| marcadas en azul en cada caso. En rojo se indica el codén de terminacion.
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El producto de PCR se fosforilé6 en sus extremos mezclando 10 pL del mismo, 2 pL del
tampén de la T4 Ligasa (ya que éste es similar al tampén de la T4 Polinucleétido Kinasa y
contiene ATP), 1 pL del enzima T4 Polinucleétido Kinasa (PNK 200U; Roche diagnostics) y 7
ML de H,O estéril, e incubando a 37°C durante 30 min. '

El ADN fosforilado se purificé a partir de un gel de agarosa al 0.8% (ver apartado 2.8.1. de
Material y Métodos) utilizando el kit AxyPrep™ DNA Gel Extraction de Axygen, siguiendo las
instrucciones del fabricante. Una vez purificado, el fragmento de ADN con extremos romos se
ligd al vector pBlueScript Il SK (+/-) (Fig. MM2), previamente digerido con EcoRV y
desfosforilado (Fosfatasa Alcalina, Roche diagnostics). La ligaciéon entre extremos romos se
llevé a cabo entre 50 ng de vector y la cantidad correspondiente de inserto segun la siguiente
férmula, siendo la proporcién I/V 3:1.

Inserto (ng)= I/V x [vector (ng) x tamaiio inserto (kb)/tamafio vector (kb)]

A continuacién, se afadieron 3 pL de tampén 10X y 3 pL del enzima T4 Ligasa (Roche
diagnostics), y se completé con H,O hasta un volumen final de 30 uL. La reaccidén de ligacién
se llevé a cabo incubando a 16°C toda la noche.

Del producto de la ligacién, 5 pL fueron utilizados para la transformacion de 200 pL de
células E. coli competentes (cepa XL1-Blue) siguiendo el método de choque térmico.
Brevemente, éste consiste en incubar las células y el ADN durante 20 min en hielo antes de
someterlas a 42°C durante 90 s. A continuacion, las células se mantuvieron 2 min en hielo y se
afiadieron 4 volimenes de LB atemperado para, seguidamente, incubar a 37°C durante 1h en
agitacién. Tras recoger las células por centrifugacion (1000 g, 5 min), éstas se sembraron en
placas de agar con 50 uL/mL del antibiético Ampicilina y se incubaron toda la noche a 37°C.
Como control, se sembraron células transformadas con el vector pBlueScript || SK (+/-) abierto
con EcoRV y desfosfosforilado. Al dia siguiente se seleccionaron 14 colonias y éstas se
traspasaron a tubos con 5 mL de LB con Ampicilina, donde se dejaron crecer toda la noche a
37°C en agitacion. Posteriormente, estas células fueron lisadas y su ADN plasmidico extraido
con el kit High Pure Plasmid Isolation de Roche.

El fragmento MbIZF se liberé del vector pBlueScript Il SK (+/-) mediante digestién con los
enzimas de restriccion Ndel y BamH| (Roche diagnostics). La digestion se llevd a cabo
mezclando 5 pL del ADN plasmidico obtenido, 2.5 pL de tampén B, 1 uL de Ndel, y 16.5 uL de
H,0 e incubando toda la noche a 37°C. Ndel se inactivé a 65°C durante 15 min y se afiadio 1
UL de BamHI tras lo cual la reaccion se incubé 2 h a 37°C.
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[l (-) ori
fi (+) ori
ampicilliny / AMacz1
Kpn |
pBluescript Il SK (+/-)] MCS
Sac |
3.0 kb
\ Plac
pUC ori
pBluescript Il SK (+/-) Multiple Cloning Site Region
(sequence shown 598-826)
Apo | Hinc Il
SH I T7 Promotor Kpn | a;;)ﬁlm ' xhol soi'
TTGTAAAACGACGGCCAGT6AGCGCGCGTAATACGACTCACTATAGGGCGAATTGGGTACCGGGCCCCCCCTCGAGGTCGAC. . .
M 13 -20 primor binding »t« T7 primor binding sito KS primor binding tita...
234 €] Notl
Cb I Hind 1l EeoRV EcoR | Ps*1 Smo | BomH | Spe | Xbo | 1 E°9 1 BstX | Soc 1l Soc |
T I I I 1 ] 1 I I 11 1 I

.. . GGTATCGATAAGCTTGATATCGAATTCCTGCAGCCCGGGGGATCCACTAGTTCTAGAGCGGCCGCCACCGCGGTGGAGCTC...

...KS primor binding sito S< primor binding sito

T3 Rromoter A p-gol a-frqqment

... CAGCTTTTGTTCCCTTTAGTGAGGGTTAATTGCGCGCTTGGCGTAATCATGGTCATAGCTGTTTCC

A T3 pnmer bmdmg site AM I3 Reverso pnmer binding «te

Figura MM2. Vector pBlueScript Il SK (+/-). La imagen muestra el sitio de clonacion muiltiple (MCS). Figura tomada de

www.stratagene.com.

El fragmento liberado se purificé en un gel de agarosa al 0.8% tal y como se ha descrito, y
se ligd con el vector de expresion p11 (vector modificado a partir del vector comercial pET-15b;
Fig. MM3). Al tratarse en este caso de una ligacion entre extremos cohesivos la reaccion se
llevé a cabo a 4°C durante toda la noche. De nuevo, del producto de la ligacion 5 pL fueron
utilizados para la transformacién de 200 pL de células E. coli competentes (cepa XL1-Blue)
siguiendo el método de choque térmico. Las secuencias del inserto asi como del resto de
regiones de interés del vector fueron comprobabas mediante secuenciacion por la empresa

Sistema Gendmicos (www.sistemasgenomicos.com).
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Bpil1102 1(267)
| BamH 1(319)
XhO 1(324)
Nde 1(331)
Sep 1(5517) u-ArNCO 1(389)
Sea 1(5193) "bi-Xho 1(428)
1 . .
PVU 1(5063) v Egﬂgg) Figura MM3. Vector comercial pET-15b.
Pst 1(4958) - Sph 1(691)
X-EcoN 1(751) El vector p11 es una modificacion del vector
Bsa 1(4774)
Ahd 1(4713) pET-15b que contiene tnicamente los sitios
Miu 1(1216) A/del y BamHI en el MCS. Este vector posee
una secuencia que codifica 6 Histidinas y
@ | (BSIE 11(1397)
AlwN 1(4236) PE;';;!Sb TI o VAnaifum una secuencia diana de corte para el enzima
‘BssH 11(1627) TEV (del inglés Tobacco Etch Virus) aguas
"Hpa 1(1722) . . . L
arriba del sitio de clonacién mdltiple. Imagen
BspLUH 1(3820)
Sap 1(3704) tomada de Novagen.
Bst11071(3591)
Acc 1(3690) &
BsaA 1(3572) m
Tthill 1(3565)
Bpu10 1(2926) Bsm 1(2704)
Msc 1(2791)
It MUIKJiei PHIIWI W [X C -0
T7 promoter lac oporator
AGATCTCGATCCCCCGAAATTAATACGACTCACTATAGGCGAATTCTGAGCGGATAACAATTCCCCTCTACAAATAATTTTGTTTAAGTTTAACAAGGACA
Afeol His-Tag Afctei  Xho\ flamHI

TATACCATGGGCACCAGC:A- T , ATc ATi a: '...CAGCGGCCTGCTGCCCCGCGGCAGEC atatcc tcgaggatccggctgctaacaaaccccga
M#1GlySerSor-H is-lisKisHl isHisSurSurCl, uuVul PrgAt qGlySu'H s1j 1 «wGl«AspProAlaAluAsnLysAloArg

ept/11021 tlirombin' T7 terminator

AACCAAGITCAGTTGGCTCCTGCCACCGCTGAGCAATAACTAGCATAACCCCTTGGGGCCTCTAAACGCCTCTTCAGXGTTTTnG
LysGIuA laGl dii ouAloA laA laThrA laGluG Infnd

T7 lemrinator primer #69337-3

2.1.2. Expresion de la proteina MblIZF

Las cepas de E coli BL21 (DE3), BL21 pLys (DE3) y BL21 Plys (DE3) Codon +
(Stratagene) se transformaron utilizando 0.1 pg de la construccion p11-MbIZF con el fin de
encontrar las condiciones Optimas de expresion de la proteina. Para cada cepa se llevo a cabo
un cultivo a pequefia escala en 100 mL de LB suplementado con 2% glucosa, ZnCI250 pM y
los antibiéticos correspondientes en cada caso. Una vez los cultivos alcanzaron en una O.D6b
de 0.6 se indujo la expresion de MbIZF afadiendo 1 mM de IPTG al medio e incubando durante
2 horas a 16°C. Las bacterias se recogieron por centrifugacion (3600 rpm, 8 min y 4°C) y los
pellets se resuspendieron en 10 mL de tampén de lisis (50 mM Tris-HCI pH 7.5, 250 mM NaCl,
50 pM ZnClI2, 10 % glicerol y 1 mM DTT). La solucion resultante se dejo incubar 30 min en
hielo en presencia de inhibidor de proteasas (cOmplete EDTA free, Roche; 1 pastilla/100 mL
cultivo), lisozima (0.5 mg/mL) y Dnasa | (5 pg/pL). A continuacion, las bacterias se lisaron
mediante sonicacion durante 3 min con descansos de 1 min a cada minuto, amplitud 35% y 0.5
ON, 0.5 OFF. Por ultimo, tras centrifugar a 10000 rpm, 30 min y 4°C se recogio el sobrenadante
y las muestras se resolvieron en geles de poliacrilamida al 15% (ver receta en apartado 2.8.2.).

Para llevar a cabo el escalado de los cultivos se empled la cepa BL21 (DE3) y se

prepararon cuatro cultivos de 500 mL (volumen total 2 L), llevandose a cabo el mismo
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procedimiento arriba descrito. En este caso se obtuvo un volumen total de 200 mL a partir del
lisado de bacterias.

2.1.3. Purificacién de la proteina MbIZF

Los 200 mL obtenidos en el apartado 2.1.2. se utilizaron para la purificacion de MbIZF
mediante cromatografia liquida de afinidad (sistema FPLC AKTA™ purifier) en columnas
HisTrapHP de 1mL (Amersham Biosciences). Como tampon de lavado (tampon A) se utilizé el
tampdn de lisis (ver composicion en apartado 2.1.2.) al que se le afadié imidazol a una
concentracion final de 20 mM, mientras que el tampdn de elucion (tampdn B) contenia imidazol
a 500 mM. El proceso de purificacion consistié en la inyeccion de la muestra a 0.5 mL/min,
seguida de lavados (10 v/c) y elucion en un gradiente de tampén B (de 0% a 100% en 20 v/c)
seguida de lavados en 100% de tampdn B (5 v/c). Las fracciones recogidas se resolvieron en
geles de poliacrilamida al 15% y se seleccionaron aquéllas que contuviesen la proteina MbIZF
lo mas concentrada y pura posible (Fig. MM4). La identidad de MbIZF fue confirmada mediante
secuenciacion por espectrometria de masas a partir de geles de poliacrilamida por el servicio

de protedmica del CIFP (Valencia).

imidazol

MbIZF .
»14KDa * Mbl de Drosophila

*50S de E.coli

Figura MM4. Obtencion de la proteina MbIZF en E coli. (A) Expresién de MbIZF en la cepa BL21(DE3) de E.coli. A.l.:
antes de la induccion con IPTG; S: sobrenadante del lisado de las células (fraccion soluble); P: pellet del lisado de las células
(fraccion insoluble). La mayor parte de la proteina se encuentra en la fracciéon soluble (S). (B) Ejemplo de purificacion de la
proteina MbIZF en gradiente de imidazol por FPLC. Las fracciones 10 a 14 se sumaron para obtener un stock de proteina (C).
Los asteriscos *1 y *2 muestran bandas secuenciadas por espectometria de masas con el fin de confirmar la identidad de MblZF

(*1). La banda *2 resulté ser la proteina 50S de E.coli, descartando que se tratase de un producto de degradacion de MbIZF.

2.1.4. Cambios de tampon de la proteina MbIZF
2.1.4.1. Mediante filtros concentradores. Con el fin de reducir el contenido en sales del
tampon B de la proteina MbIZF (ver apartado 2.1.3.), éste se diluyd hasta 4000 veces en
tampon fosfato 50 mM pH 7.5 con 150 mM NaCl y 50 pM ZnCl2 utilizando filtros
concentradores Amicon Ultra-4 5K (Millipore) segun las instrucciones del fabricante. A
continuacion se cuantificd la concentracion total de proteina midiendo la absorbancia de la
muestra a 280 nm (espectofotdmetro NanoDrop, ND-1000). Esta muestra se utilizé durante los

experimentos de dicroismo circular de proteinas.
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2.1.4.2. Mediante membranas de diélisis. Con el fin de eliminar el imidazol de la solucién
final de proteina se dializaron fracciones de 1 mL de MbIZF en tampén de lisis (ver apartado
2.1.2.) o tampén de unién (25 mM Tris-HCI pH 7.5, 100 mM NaCl, 5 mM MgCl,, 50 uM ZnCl,,
10 % glicerol y 1 mM DTT) a 4°C, utilizando membranas de dialisis de MWCO 3500 (Spectrum
Laboratories, Inc.). Tras la didlisis se cuantificd la concentracion total de proteina utilizando el
kit BCA de Pierce y comparando con una recta patrén segtn las instrucciones del fabricante.
Estas muestras se utilizaron tanto para los experimenfos de polarizacién de fluorescencia como
de retardo en gel. , o ,

2.1.4.3. Mediante columnas PD-10. El cambio de tampén por didlisis es un cambio lento.
Debido a que los dedos de zinc contienen cisteinas, un cambio de tampén rapido minimiza la
oxidaciéon de éstas y con ello la precipitacion de la proteina. Por esta razén se utilizaron
columnas de desalado PD-10 (GE Healthcare). De manera resumida, se realizé un equilibrado
de la columna utilizando 25 mL del tampdn de interés (en nuestro caso tampén de unién, ver
apartado 2.1.4.2.), se injectaron 2.5 mL de la solucién con MbIZF. A continuacion, se eluyé la
proteina afiadiendo 3.5 mL de tampdn de unién. Los dos Ultimos pasos se repitieron de nuevo y
la columna se lavé con 25 mL de H,O miliQ antes de ser lavada con H,O miliQ y guardada a
4°C.

Las 6 fracciones resultantes se resolvieron en un gel de poliacrilamida al 15% y la cantidad

de proteina en cada una de ellas se cuantificé utilizando el kit BCA de Pierce. Estas muestras
se utilizaron tanto para todos los experimentos de unién entre MblIZF y los distintos ARNSs.

2.2. Experimentos de Dicroismo Circular (DC)

2.2.1. Dicroismo Circular de proteinas. Las medidas de DC se realizaron en cubetas
Hellma con un paso de luz de 1 mm, en un volumen de 200 uL y a una concentracion de
proteina de 9 pM en tampén fosfato (ver composicién en apartado 2.1.4.1.). El intervalo de
longitud de onda del espectro fue de 198 nm a 250 nm. Los datos de DC obtenidos
corresponden a la media de 10 barridos. Las medidas se realizaron con un dicrégrafo Jasco J-
810 a temperatura ambiente.

2.2.2. Dicroismo Circular del ARN.

2.2.2.1. Obtencién del ARN CUG(60)
A. Subclonacién de CTG(60) en el vector pBlueScript Il SK (+/-). En nuestro laboratorio
disponiamos de 60 repeticiones CTG (CTG(60)) en la region 3'UTR del gen DMPK clonadas en
el vector pSP72 (Miller et al, 2000). El fragmento CTG60 se liberé6 mediante digestion con los
enzimas de restriccion EcoRl y BamH| y se purificé en un gel de agarosa al 0.8% (ver apartado
2.1.1.2.). El fragmento purificado se ligé al vector pBlueScript Il SK (+/-) siguiendo el protocolo
de ligacién descrito para secuencias con extremos cohesivos (ver apartado 2.1.1.2.). Del
producto de ligacion, 10 uL se utilizaron para transformar 100 pyL de células E. coli
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supercompetentes (cepa SURE-2; Stratagene) siguiendo las instrucciones del fabricante.
Brevemente, se anadieron 100 pL de células y 2 uL de B-mercaptoetanol a tubos de
polipropileno de 14 mL previamente enfriados. Tras mezclar suavemente, las células se
incubaron en hielo durante 10 min con agitacién suave cada 2 min. A continuacién, se
anadieron ~50 ng de ADN y los tubos se dejaron en hielo durante 30 min antes de ser
sometidos a un choque térmico de 42°C durante 30 seg. Las células se mantuvieron en hielo
durante 2 min y se anadieron 900 mL de medio NZY+ previamente atemperado a 42°C. Por
ultimo, los tubos se incubaron a 37°C durante 1h en agitacién. 1 pL, 10 yL y 100 pL del cultivo
(sin centrifugar) fueron sembrados en placas de agar con 50 uL/mL del antibiético Ampicilina.
Como control se sembraron células incubadas con el vector pBlueScript Il SK (+/-) abierto con
los enzimas EcoR| y BamH|. Al dia siguiente se seleccionaron colonias para llevar a cabo la
extraccién de ADN plasmidico tal y como se describe en el apartado 2.1.1.2. Para asegurarnos
de que el fragmento CTG(60) no se habia expandido/contraido durante la clonacién, se
comprobd su tamafio en un gel de poliacrilamida para acidos nucleicos al 8% (ver receta en
apartado 2.8.4.).
B. Transcripcion in vitro de CUG(60). 1 pug de la construccién pBlueScript-CTG(60) se digirié
con BamH| con el fin de linearizar el plasmido y llevar a cabo la reaccién de transcripcidon
utilizando el promotor T7 del vector. La reaccidén se realizd utilizando el kit MEGAscript de
Ambion mezclando 1 pg del ADN molde linearizado, 2 uL de ATP, 2 yuL de CTP, 2 uL de GTP,
2 uL de UTP, 2 pL de tampén 10X, 2 uL de ARN polimerasa y completando con H,O hasta 20
ML e incubando la reaccién durante 4 horas a 37°C. El ARN obtenido se cuantificé en un
espectofotémetro (Eppendorf BioPhotometer) y se almacend a -80°C.

2.2.2.2. Obtencién de espectros. Las medidas de dicroismo circular se tomaron
en cubetas Hellma con un paso de luz de 1 mm, en un volumen de 150 yL y a una
concentraciéon de ARN CUG(60) de 1 uM. En cada caso se obtuvo el espectro del ARN libre
antes de anadir a la cubeta un volumen maximo de 8 uL de MbIZF (1 uM y 1.5 uM), péptido 88
(0.5 uM, 1 pM, 10 pM y 20 pM), p29.1 (0.5 uM y 1 uM) o p29.4 (1 uM). El intervalo de longitud
de onda del espectro fue de 240 nm a 320 nm. Los datos de DC obtenidos corresponden a la
media de 10 barridos. Las medidas se realizaron con un dicrégrafo Jasco J-810 a 10°C.

2.3. Cromatografia de Exclusién Molecular

Se pasaron 40 pg de la proteina MbIZF en un volumen de 200 uL por una columna de
exclusién molecular Superdex 75 en un sistema FPLC AKTA™purifier. El volumen de elucién
se comparé con un patrén de peso molecular.

2.4. Ensayos de Polarizacién de Fluorescencia (FP)
Para los experimentos de FP se utilizaron los siguientes ARNs sintetizados por la
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empresa Metabion (www.metabion.com). Todos los ARNs se resuspendieron en H,O estéril y
las alicuotas se almacenaron a -80°C.

Nombre

Secuencia (5'— 3)) Escala de sintesis y Purificacién

FAM-CUG23 FAM-CUG CUG CUG CUG CUG CUG CUG CUG 1 umol-HPLC
CUG CUG CUG CUG CUG CUG CUG CUG CUG
CUG CUG CUG CUG CUG CUG

CUG23 CUG CUG CUG CUG CUG CUG CUG CUG CUG 1 ymol - HPLC
CUG CUG CUG CUG CUG CUG CUG CUG CUG
CUG CUG CUG CUG CUG

2.4.1. Ensayo de FP entre la proteina MblZF y FAM-CUG23. Para poner a punto la
cantidad de sonda fluorescente necesaria se ensayaron dos concentraciones distintas (6 nM y
60 nM) de un ARN sintético compuesto por 23 repeticiones CUG y conjugado en 5 con el
fluoréforo carboxifluoresceina (FAM-CUG23). Una vez determinada la concentracion 6ptima de
sonda (6 nM), dicho ARN se incubd con cantidades crecientes de la proteina MbIZF (entre 0.6
nM y 2.5 uM). Todos los ensayos se llevaron a cabo en placas negras de 96 pocillos con un
total de 4 réplicas por ensayo y en un volumen final por pocillo de 200 L (blanco: 10 pL H,O +
190 pl de tampén de lisis (ver apartadp 2.1.2.); ARN libre: 10 uL del ARN FAM-CUG23 + 190 pl
de tampén de lisis; ARN unido: 10 yL del ARN FAM-CUG23 + 190 pl MbIZF en tampén de
lisis).

Una vez mezclados los componentes, la reaccion se dejé incubar 20 min en hielo. Las
medidas de milipolarizaciéon (mP) se obtuvieron utilizando un lector de placa Victor Wallac 1420
Multilabel Counter (Pelkin Elmer Lifesciences; filtro excitacion FP480, emision FP535).

2.4.2 Ensayos de competencia con sonda no marcada. La proteina MbIZF (900 nM) se
incubé durante 20 min en hielo en presencia de un ARN no marcado, CUG23, a
concentraciones de 60 nM, 600 nM y 1200 nM. A continuacién se afiadi6é la sonda marcada,
FAM-CUG23 (6 nM), y la reacciéon se dejé incubar de nuevo en hielo durante 20 min. Por
ultimo, se obtuvieron medidas de milipolarizacién tal y como se describe en el parrafo anterior.

2.4.3. Ensayo de FP entre p88 y FAM-CUG23 y competencia con MbIZF. El mismo
procedimiento se llevé a cabo para los ensayos de unién entre el péptido 88 y FAM-CUG23,
aunque en este caso se afiadié 0.05% DMSO al blanco. Para obtener una curva de unién del
péptido a FAM-CUG23 (6 nM), p88 se utilizé a 5 yM, 10 uM, 50 uM, 100 pM, 200 uM, 400 uM,
600 uM y 1200 pM en las condiciones descritas. La capacidad del péptido 88 para desplazar la
unién de MbIZF a FAM-(CUG)23 se estudi6 incubando FAM-CUG23 (6 nM) y 10 uM de péptido
88 durante 20 min en hielo, seguidos de 20 min en hielo tras afiadir 2.5 uM de MbIZF a cada
pocillo.

2.5. Ensayos de Retardo en Gel con sonda Fluorescente
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Para los experimentos de retardo en gel se utilizaron los siguientes ARNs sintetizados

por la empresa Metabion (www.metabion.com). Todos los ARNs se resuspendieron en H2X

estéril y las alicuotas se almacenaron a -80°C.

FAM-CUG23 FAM-CUG CUG CUG CUG CUG CUG CUG CUG CUG 1 pmol - HPLC
CUG CUG CUG CUG CUG CUG CUG CUG CUG CUG
CUG CUG CUG CUG
CuG23 CUG CUG CUG CUG CUG CUG CUG CUG CUG CUG 1 pmol - HPLC
CUG CUG CUG CUG CUG CUG CUG CUG CUG CUG
CUG CUG CUG
FAM-CUG4 FAM-GCUGCUGUUCGCUGCUG 1 pmol - HPLC
CUG4 GCUGCUGUUCGCUGCUG 1 pmol - HPLC
GUC4 GGUCGUCUUCGGUCGUC 1 pmol - HPLC
FAM-3VTR DMPK FAM-GAUCACAGACCAUUUCUU 1 pmol - HPLC
3UTR DMPK GAUCACAGACCAUUUCUU 1 pmol - HPLC
FAM-(CAGCUG)4 FAM-GCAGCUGUUCGCAGCUG 1 pmol - HPLC
(CAGCUG)4 GCAGCUGUUCGCAGCUG 1 pmol - HPLC
FAM-3VTR FAM-GAUCACAGACCAUUUCUUGCUGCUGUUCGCUGCUG 1 pmol - HPLC
DMPK+CUG4
3UTR DMPK+CUG4  GAUCACAGACCAUUUCUUGCUGCUGUUCGCUGCUG 1 pmol - HPLC
2AP-CUG23 CUGCUGCUGCUGCUGCUGCUGCUGCU2APCUGCUGCUGC 1 pmol - HPLC
UGCUGCUGCUGCUGCUGCUGCUGCUGCUGCUG
Asimismo, los siguientes ADNs sintetizados por la empresa Metabion

(www.metabion.com) fueron utilizados. Todos los ADNs se resuspendieron en HZX estéril y las

alicuotas se almacenaron a -80°C.

FAM-CTG4 FAM-GCTGCTGTTCGCTGCTG 0.04 pmol « HPLC
CTG4 GCTGCTGTTCGCTGCTG 0.04 pmol mHPLC
FAM-3'UTR DMPK FAM-GATCACAGACCATTTCTT 0.04 pmol *+HPLC
3'UTR DMPK GATCACAGACCATTTCTT 0.04 pmol sHPLC
2.5.1. Ensayo de unién de la proteina MbIZF a repeticiones CUG. El ARN FAM-CUG se

calenté a 70°C durante 5 min seguidos de 5 min a 37°C. A continuacion, se afiadié 1 pL del
mismo (25 ng, concentracién final 60 nM) a la proteina MbIZF (1 pM 6 4 pM) en un volumen
total de 20 pL en tampdn de union (ver apartado 2.1.4.2) y las reacciones se incubaron a 37°C
durante 20 min. A las muestras se les afiadié 5 pL de tampdn de carga 5X (20% sacarosa, 100

mM Tris-Bérico pH 8, 25 mM MgCI2 0.1% azul de bromofenol) y se dejaron enfriar en hielo tras
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lo cual se cargaron en geles no desnaturalizantes de poliacrilamida al 6% sin EDTA (ver receta
en apartado 2.8.3.), previamente sometidos a una corriente de 100V durante 30 min. La
electroforesis se llevé a cabo en TB 0.5X suplementado con 5 mM MgCI, y 50 uM ZnCl, con un
pH de 8.5 a 4°C en cubetas Mini-PROTEAN 3 (Bio-Rad Laboratories) a 200V durante
aproximadamente 1 hora. Las imagenes de los geles se tomaron con el escaner de
fluorescencia Typhoon 9400 (Amersham) utilizando los filtros de emisién 520 BP y 526 SP.

2.5.2. Ensayos de unién de p88. Los enséyos de unién entre p88 y los ARNs FAM-
CUG23, FAM-CUG4, 3'UTR DMPK, (CAG-CUG)4 y 3'UTR DMPK+CUG#4, asi como los ADNs
FAM-CTG4 y 3UTR DMPK se llevaron a cabo en un volumen final de 20 uL (1 uL ARN, 1 uL
péptido y 18 pL de tamén de uniodn), siguiendo el protocolo descrito en el apartado 2.5.1 y
afiadiendo la cantidad de DMSO correspondiente al ARN libre en cada caso.

2.5.3. Ensayos de competencia con sonda no marcada. MblZF o p88 se preincubaron
durante 10 min a 37°C con los siguientes ARN no marcados antes de afadir el ARN
fluorescente: CUG23 (6 uM), CUG4 (6 uM), GUC4 (6 uM), ARNt (150 ng/pL). Una vez afadido
el ARN marcado (60 nM), la mezcla se dej6 incubar 20 min mas a 37°C antes de cargar el gel
tal y como se ha descrito en el apartado 2.5.1.

2.5.4. Eliminacién de histidinas por digestion con TEV. 1 mL de la proteina MbIZF a 100
puM en tampén de unidn se digirié afiadiendo 30 pl de un stock a ~120 uM de la proteasa TEV.
La mezcla resultante se incubd a 16°C durante 2 h. Tras comprobar la digestién en un gel de
poliacrilamida al 15%, ésta se purific6 por cromatografia de afinidad utilizando una columna
HisTrap de 1 mL en un sistema FPLC Akta Purifier. Como tamp6n de lavado se usé el tamp6n
A (apartado 2.1.3.) sin imidazol. La elucién se llevé a cabo en tampén B (ver apartado 2.1.3.)
en 15 v/c. Tanto las fracciones recogidas en los lavados como en el gradiente de imizadol se
resolvieron en geles de poliacrilamida al 15% para verificar el corte de la proteasa antes de
proceder a su unificacion.

2.5.5. Entrecruzamiento con formaldehido entre el ARN y MbIZF o p88. La reaccion de
unién se llevé a cabo tal y como se ha descrito en el apartado 2.5.1. Tras ésta, e
inmediatamente antes de cargar el gel, se afiadieron 1.4 pL de formaldehido (FA) 10%
(concentracién final 0.7%) a cada muestra y la mezcla se dejé incubar 10 min a temperatura
ambiente. Para parar la reaccion de entrecruzamiento, se afiadieron 2 pL de glicina a 2.5 mM
(concentracién final ~0.25 M). A continuacién se afiadié el tampén de carga y las muestras se
resolvieron en un gel desnaturalizante de poliacrilamida al 6% con SDS.

2.6. Ensayos de extincion de fluorescencia del triptéfano. p88 se diluyd a una concentracion de
5 UM en tampén de unién (ver apartado 2.1.4.2) en un volumen final de 150 uL y se obtuvo el
espectro de emision de fluorescencia del triptéfano entre 320 nm y 420 nm excitando a 290 nm.
Las moléculas de ARN 3’'UTR-DMPK, (CAG-CUG)4, 3UTR DMPK+CUG4 y de ADN 3UTR
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DMPK 'y CTG4 se afadieron a la cubeta con péptido a una concentracion final de 2.5 pM, 5 uM,
7.5 uM, 10 uM y 12.5 uM, y los cambios en el pico de emision de fluorescencia a 351 nm se
midieron normalizando respecto al valor de fluorescencia del péptido libre. Al menos dos
medidas se llevaron a cabo por cada punto de concentraciéon. Las medidas se realizaron
utilizando una cubeta Spectrosil 3 de 3 mm y en un espectrofluorimetro Jasco FP6500.

2.7. Ensayos de extincién de fluorescencia de la 2-aminopurina. El ARN 2AP-CUG23 se diluyé
a 1 uM en tampén de unién (ver apartado 2.1.4.2) en un volumen final de 150 pL, se calent6 a
90°C durante 3 min y se colocé inmediatamente en hielo, tras lo cual se obtuvo el espectro de
emisién de fluorescencia entre 330 nm y 420 nm excitando a 312 nm. MbIZF (0.5 pyM, 1 pM, 2
UM, 5 uM), p88 (0.5 uM, 1 uM, 2 uM, 5 uM, 10 uM y 100 pM), p29.1 (100 uM) y p29.4 (100 uM)
se afadieron al medio y los cambios en el pico de emisidn de fluorescencia a 375 nm se
midieron restando el valor del tampén con la proteina o el péptido sin 2AP-CUG23 vy
normalizando respecto al valor de fluorescencia del ARN libre. Se llevaron a cabo tres medidas
por cada punto de concentraciéon. Las medidas se tomaron en una cubeta Spectrosil 3 de 3 mm
y en un espectrofluorimetro Jasco FP6500.

2.8. Preparacion de electroforesis

2.8.1. Electroforesis de acidos nucleicos en geles de agarosa

Para la separacion y visualizacion de fragmentos de ADN se utilizaron geles de agarosa
a concentraciones de entre 0.8 y 2% en funcién del tamario de los fragmentos a resolver. La
agarosa se prepard en tampdn TBE 1X (Tris-borato EDTA) con bromuro de etidio 0.5 ug/ml. El
mismo tampon se utilizé durante la electroforesis.

Para resolver las muestras en el gel, éstas se prepararon en tampén de carga (glicerol
al 50%, azul de bromofenol al 0.5% y EDTA pH 8.0 100 mM).

La visualizaciéon de los fragmentos se realizé con una lampara de luz ultravioleta de
longitud de onda 312 nm.

2.8.2. Electroforesis y deteccién de proteinas en geles de poliacrilamida
2.8.2.1. Electroforesis. Para la separacién de proteinas se utilizaron geles de
acrilamida/bisacrilamida discontinuos al 15%. El gel empaquetador se preparé siguiendo las
indicaciones del proveedor (Bio-Rad), con la siguiente concentraciéon de componentes:
v 5% acrilamida/bisacrilamida (37.5:1)
0.08 M Tris-HCI pH 6.8
0.1% SDS
0.05% APS
0.125% TEMED

D S N N N
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El gel separador se preparé con la siguiente concentraciéon de componentes:
15% acrilamida/bisacrilamida
0.4 M Tris-HCI pH 8.8
0.1% SDS
0.05% APS
0.05% TEMED
Las muestras de proteinas se prepararon en tampén de carga (para 5X: Tris-HCI 60 mM pH
6.8, 50% glicerol, 2% SDS, 0.05% 2-B-mercaptoetanol, 0.1% azul bromofenol, 150 pL H,O) y se
desnaturalizaron a 80°C durante 5 min antes de ser cargadas en el gel. El tampén de

D N N N N N

electroforesis estaba compuesto por Tris 25 mM, glicina 0.2 M, SDS 0.1% y las muestras se
resolvieron a un amperaje constante de 16 mA por gel.

2.8.2.2. Tincién con Coomasie. Los geles se incubaron con la solucién colorante (azul
coomassie R-250 0.1%, acido acético glacial 8%, metanol 46%) durante 20 min en agitacion
orbital. Seguidamente, los geles se destifieron en la solucién decolorante (acido acético glacial
5%, metanol 20%) durante al menos 30 min.

2.8.2.3. Tincién con plata. Esta tincién se llevé a cabo usando el kit PlusOne™ Silver
Staining de Amersham. Brevemente, los geles se fijaron en solucién decolorante durante al
menos 30 min. A continuacién, el gel se incubé durante 30 min en la siguiente mezcla: 37.5 mL
de EtOH, 5 mL de trisulfato de sodio (5% w/v), 8.5 g de acetato de sodio y H,O hasta 125 mL.
Seguidamente se llevaron a cabo 3 lavados de 5 min con H,O y los geles se incubaron durante
20 min en la siguiente mezcla: 12.5 mL de la solucién nitrato de plata (2.5% wi/v) y H,O hasta
125 mL. Los geles se lavaron dos veces con H,O (un minuto por lavado) y las bandas se
revelaron durante 2-5 min con una mezcla de 3.1 g de carbonato de sodio y 100 pL de
formaldehido (37% w/v) en 125 mL de H,0. La reaccién se paré incubando durante 10 min con
1.8 g en 125 mL de H,0 seguido de 3 lavados e 5 min con H;O.

2.8.3. Electroforesis en geles no desnaturalizantes de poliacrilamida

Para llevar a cabo los experimentos de retardo en gel se utilizaron geles nativos (no
desnaturalizantes) de poliacrilamida al 6%, segun la siguiente receta:

Para 20 mL (2 geles):

3 mL acrilamida:bisacrilamida 37.5:1
1 mL TB (Tris-Bérico, sin EDTA) 10X
200 pL APS

20 uL TEMED

15.78 mL H,O

AN N N
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Las muestras se prepararon en tampon de carga (Para 5X: 20% sacarosa, 100 mM Tris-
Bérico pH 8, 25 mM MgCI2 0.1% azul de bromofenol). Los geles se corrieron en tampon TB
0.5X suplementado con 5 mM MgCIl2y 50 pM ZnCl2con un pH de 8.5.

La visualizacion de los geles se llevo a cabo en un escaner de fluorescencia (Typhoon
9400, Amersham) a 500-600V utilizando los filtros de emision 520 BP y 526 SP.

2.8.4. Electroforesis de acidos nucleicos en geles de poliacrilamida. Para medir la
expansion de repeticiones durante la clonacion del transgén CTG(60) se llevd a cabo una
electroforesis de ADN en poliacrilamida siguiendo el siguiente procedimiento:

Para 15mL (2 geles):

s 6.3 g Urea

[1 1.5 mL TBE 10X

9. 8% Acrilamida (19 acril:1 bis-acril)
10. Completar con H2 hasta 15 mL

11. Agitar hasta que la urea esté disuelta
12. 75 pL de amonio persulfato 10%
13.15 pL TEMED

2.8.5.Electroforesis horizontal no desnaturalizante de proteinas en geles de agarosa. El
punto isoeléctrico (pl) de MblZF es 9.5. El pH del tampdn de electroforesis utilizado en nuestros
ensayos de retardo en gel era de 8.5, lo que significa que la carga total de MbIZF en el gel es
positiva. Los geles de retardo son geles no desnaturalizantes, por lo que no hay SDS presente
en el medio que confiera carga negativa a la molécula para que ésta migre hacia el polo
positivo. Decidimos comprobar que FAM-(CUG)23 podia movilizar a MbIZF corriendo el
complejo en un gel horizontal de agarosa al 2.5% con los pocilios colocados en medio y
tiniendolo con Coomassie (Fig. MM5). En este experimento la proteina MbIZF migré hacia el
polo negativo, en direccion contraria al marcador de peso molecular de proteinas, incluso si la

electroforesis se llevaba a cabo a un pH de 10.5, superior al pl de MbIZF.

Figura MM5. Gel horizontal de proteinas en agarosa. (A) En las condiciones
de electroforesis utilizadas (no desnaturalizantes) la proteina MbIZF migraba
hacia el polo negativo. Si subiamos el pH del tampon de electroforesis un punto
por encima del pl de MblZF la proteina seguia migrando hacia el polo negativo

(B). La proteina MblZFAHstampoco entraba en €l gel (B).

pH 8.5 pH 10.5
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ll. Experimentos en Drosophila melanogaster
1. Materiales

1.1. Cepas de Drosophila melanogaster

Las siguientes lineas de mosca fueron utilizadas a lo largo de este trabajo. Todos los
ensayos se llevaron a cabo a 25°C en medio nutritivo estandar (ver receta en apartado 2.8) a
no ser que se especifique lo contrario. -

1.1.1. Cepas de referencia
Genotipo - - S

1.1.2. Cepas balanceadoras

Genotipo Origen
w; TM3/TM6b Bloomington Stock Center

w; If/CyO, ftz-lacZ; MKRS/TM6b  Bloomington Stock Center

1.1.3. Cepas mutantes ‘ '
Genotipo Origen
w; mbF?/Cy0 Mantenidas en nuestro laboratorio, en origen generadas por el Dr.

Mlodzik (Begemann et al., 1997)

1.1.4. Lineas UAS

Genotipo Origen

yw; +; UAS-CTGyg Generadas en nuestro laboratorio (Garcia-Lopez et al., 2008)
yw; +; UAS-CTGgo Generadas en nuestro laboratorio (Garcia-Lopez et al., 2008)
w; UAS-MBNL1 Generadas en nuestro laboratorio (Garcia-Casado ef al., 2002)
w; UAS-GFP Bloomington Stock Center

w; UAS-LacZ Bloomington Stock Center

w; UAS-luciferasa Generadas por Valentia Biopharma

yw; UAS-p88 (C1) Generadas durante este trabajo

yw; UAS-p88 (C2) Generadas durante este trabajo

yw; UAS-p88 (C3) Generadas durante este trabajo

1.1.5. Lineas Gal4

Genotipo Origen

Expresién en el SNC

OK107-Gal4 Bloomington Stock Center

201-Gal4 Bloomington Stock Center (Connolly et al., 1996)

c739-Gal4 Bloomington Stock Center

H24-Gal4 Er. Jga?-Maurice Dura (Institut de Genetique Humaine, Montpellier,
rancia
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238Y-Gal4, 045Y-Gald y Dr. J.D. Armstrong (Institute of Biomedical and Life Sciences,

103Y-Gald Universidad de Glasgow, Reino Unido) (Connolly et al., 1996;
Tettamanti et al., 1997)

Cha-Gal4 Bloomington Stock Center

Ddc-Gal4 Dra. Mel Feany (H. Li et al., 2000)

Expresién en ojo

sev-Gal4 Dr. Marek Mlodzik (Mount Sinai School of Medicine, NY, EEUU)

GMR-Gal4 Dr. Alberto Ferrus (Instituto Cajal, Madrid, Esparia)

Expresién en musculo

Mhc-Gal4 (cr.2) Dr. G. Davis (University of California San Francisco, California,
EEUU)

UAS-GFP;Mhc-Gal4 (cr.3) Dr. Eric Olson (University of Texas Southwestern Medical Center,

Texas, EEUU)

1.1.6. Lineas recombinantes

Genotipo Origen
- 238Y-Gal4 UAS-GFP/CyO Generadas durante este trabajo
sevGal4 UAS-CTG45/TM3 Generadas en nuestro laboratorio (Garcia-Lopez et al., 2008)
GMR-Gal4 UAS-CTG45/CyO Generadas durante este trabajo
Mhe-Gal4 UAS-CTG 450/ TM6D Generadas durante este trabajo

1.2. Cebadores Il

Los siguientes cebadores se utilizaron para llevar a cabo las reacciones de PCR relacionadas
con los experimentos en Drosophila descritos en este apartado:

Cebador Secuencia (5°— 3’) Tm
SV40 directo GGAAAGTCCTTGGGGTCTTC 60
SV40 reverso GGAACTGATGAATGGGAGCA 60
Rp49 directo ATGACCATCCGCCCAGCATAC 55
Rp49 reverso ATGTGGCGGGTGCGCTTGTTC 55

1.3. Quimiotecas
Quimioteca Prestwick (Prestwick Chemical Library)
Quimioteca combinatoria de hexapéptidos de Driverdrugs
1.4. Kits
Luciferase Assay System de Promega

Genopure Plasmid Midi Kit de Roche
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2. Métodos
2.1. Destruccién quimica de los MB

2.1.1. Administracién de Hidroxiurea. Se recogieron embriones de genotipo yw/103Y-Gal4;
+; UAS-CTGgo/+ y yW/Y; +; UAS-CTGso/+ (control) en intervalos de 1 hora a 25°C en placas
de agar de 5 cm. Pasadas 23 horas las larvas de primer estadio (L1) recién eclosionadas
fueron colocadas en un tubo eppendorf con 200 ul de comida conteniendo Hidroxiurea (Fluka)
a una concentracién de 50 mg/mL. Las larvas se dejaron alimentar durante 4 horas a 25°C y a
continuacién se transfirieron a un tubo de comida nuevo sin Hidroxiurea donde se las dejé
crecer a 28°C hasta estadio adulto.

2.1.2. Diseccién de cerebros de adulto. Con el fin de visualizar el grado de ablacién quimica
de los MB se diseccionaron cerebros de moscas de genotipo 103Y-Gal4/+; UAS-GFP/+. Para
ello, dormimos los individuos a la lupa y eliminamos las alas, las patas y la probdscide con
ayuda de unas pinzas de diseccion y microtijeras (Fine Science Tools), transferimos los
individuos a un vidrio de diseccién donde se les dio un bafo de EtOH 70% para eliminar
aceites y se les pas6 a un vidrio de disecciéon nuevo con PBS 1X donde se les retird la capsula
que recubre la cabeza (incluidos los ojos) utilizando las microtijeras. El cerebro se mantuvo
pegado al cuerpo para facilitar su posterior manipulacion. A continuacioén, los cerebros se
fijaron en PFA 4% durante 30 min, seguidos de 3 lavados de 5 min en PBS 1X. Por ultimo, los
cerebros fijados se colocaron en un portaobjetos sobre un medio de montaje con un agente
que preserve la fluorescencia (Dako Fluorescent Mounting Medium, Dako) y se visualizaron al
microscopio confocal (Leica TCS SP2 DM-R) haciendo series en el plano Z.

2.2. Ensayos de toxicidad

2.2.1. Toxicidad del DMSO en medio nutritivo instantaneo. Se ensayaron distintas
concentraciones de DMSO (Calbiochem) presente en 1 mL de comida Instant Drosophila
Medium (Sigma) en tubos de 1 cm de diametro y 5 cm de largo a 28°C. En un primer ensayo
probamos cantidades de 0, 0.1, 0.25, 0.9 y 2.25% de DMSO. En un segundo experimento
ensayamos 0.05, 0.1, 0.15, 0.2, 0.25, 0.3 y 0.5%. En todos los casos se realizaron un total de
3-5 réplicas. El nimero inicial de individuos por réplica fue de 10 larvas L1 macho de genotipo
yw/Y; +; UAS-CTG,s/+. El grado de toxicidad se evalué contando el nimero de individuos
adultos nacidos.

2.2.2. Toxicidad del DMSO en medio nutritivo casero. Las siguientes concentraciones de
DMSO se ensayaron en 5 mL de comida estandar (ver receta en apartado 2.8.) a 25°C: 0.025,
0.05, 0.75, 0.1, 0.125, 0.15, 0.2, 0.25, 0.3, 0.4, 0.5, 0.6, 0.8 y 1%. En todos los casos se
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realizaron un total de 3 réplicas, con 50 individuos de genotipo OrR por réplica. El experimento
se llevd a cabo partiendo tanto de embriones como de larvas L1 sin distincion por sexo. El
grado de toxicidad se evalué contando el nimero de individuos adultos nacidos.

2.2.3. Toxicidad de p88 en medio nutritivo casero. Las siguientes concentraciones de p88
se ensayaron en 5 mL de comida estandar a 25°C: 67.5 yM, 125 pM, 250 uM, 500 upM y 1 mM.
En todos los casos se realizaron un total de 3 réplicas, partiendo de 50 larvas L1 de genotipo
OrR por réplica. La toxicidad de p88 se evalué contando el nimero de individuos que llegaban
a pupa y adulto.

2.3. Rastreo de quimiotecas

2.3.1 Quimioteca Prestwick. Se ensayaron 480 compuestos pertenecientes a la quimioteca
Prestwick (www.prestwickchemical.com) cedida por el Dr. Enrique Pérez Paya (Centro de
Investigacion Principe Felipe, Valencia, Espana). Los compuestos fueron administrados en 1
mL de comida Instant Drosophila Medium (Sigma) a una concentracion final de 5 uyM y 0.1% de
DMSO. En cada tubo se colocé un total de 30 larvas L1: 10 machos y 20 hembras de genotipo
yw/Y; + UAS-CTGu/+ Yy yW/103Y-Gal4, +; UAS-CTGys/+, respectivamente. Se hicieron 3
réplicas por compuesto y se mantuvo a los individuos a 28°C. Tras 8-9 dias se conté el nimero
de individuos adultos nacidos de ambos sexos y se compard el nimero de hembras con el
numero de hembras nacidas en los tubos control sin compuesto con 0.1% de DMSO. Los datos
obtenidos fueron analizados estadisticamente utilizando una modificacién del test exacto de
Fisher, adaptado para casos de tamano de muestra pequefio, en los que la prueba se aplique
muchas veces, a=0.01.

p-$p-§_ @rb)lcrdlarolbrd)!
S G (a+1-)G-1+Dc—1+D)d +1-i)!n!

donde:
Vivas Muertas Total
Hembras Control a b a+b
Hembras Compuesto c d c+d

Los compuestos positivos detectados en el rastreo primario fueron sometidos a dos rondas
mas de validacién, siguiendo el procedimiento descrito. Esto supone un total de 9 réplicas para
las moléculas que superaron las tres rondas (3 réplicas por ronda) con una n total de 90
machos y 180 hembras.

2.3.2 Quimioteca combinatoria de hexapéptidos.
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2.3.2.1. Rastreo primario. Se ensayaron 120 viales pertenecientes a una quimioteca
combinatoria de hexapéptidos (www.diverdrugs.com). El rastreo primario se llevé a cabo
siguiendo el procedimiento descrito en el apartado 2.3.1. En este caso los compuestos fueron
administrados a una concentracién de 80 uM y 0.1% de DMSO.

2.3.2.2. Deconvolucién. La deconvoluciéon a partir de los viales positivos llevé a la
sintesis de 16 hexapéptidos definidos por la empresa DiverDrugs SL (www.diverdrugs.com).
Estos se resuspendieron en agua con cantidades diferentes de DMSO en funcién de la
solubilidad de cada uno de ellos. Los stocks de aquéllos hexapéptidos que contenian cisteinas
fueron mantenidos en una atmosfera de nitrégeno con el fin de evitar su oxidacién. Los 16
compuestos fueron ensayados de manera similar al rastreo primario (ver apartado 2.3.2.1).
Estos se administraron a una concentracion de 80 puM en todos los casos en los que la
concentracion final de DMSO lo permitia. Para el resto se us6 la concentracién maxima posible,

tal y como se detalla a continuacion:

Nombre Secuencia Concentracion Nombre Secuencia Concentracion
p79 Ac-cpyaqe-NH2 80 uM p87 Ac-ppyage-NH2 80 uM
p80 Ac-cpyawe-NH2 80 uM p88 Ac-ppyawe-NH2 80 uM
p81 Ac-cpytqe-NH2 80 uM p89 Ac-ppytge-NH2 80 uMm
p82 Ac-cpytwe-NH2 62 uM p90 Ac-ppytwe-NH2 80 uM
p83 Ac-cqyaqe-NH2 25 uM p91 Ac-pgyaqe-NH2 80 uM
p84 Ac-cqgyawe-NH2 25 uM p92 Ac-pgyawe-NH2 40 uM
p85 Ac-cqytqge-NH2 80 uM p93 Ac-pqytge-NH2 40 uM
_ p86 Ac-cqytwe-NH2 57 uM p94 Ac-pgytwe-NH2 38.5 uM

2.3.2.3. Rastreo de alaninas. Los hexapéptidos del rastreo de Alaninas fueron
sintetizados por el laboratorio del Dr. Enrique Pérez Paya. Estos se administraron en la comida
tal y como se ha descrito en el apartado 2.3.1. Cada uno de los péptidos se ensay6 en 0.1% de
DMSO a la siguiente concentracion:

Nombre Secuencia Concentracion

p29.1 Ac-ppyawa-NH2 105 uM
p29.2 Ac- ppyaae-NH2 225 uM
p29.3 Ac- ppaawe-NH2 169 uM
p29.4 Ac-payawe-NH2 115 uM
p29.5 Ac-apyawe-NH2 239 uM

2.4. Cuantificacién del efecto de los compuestos sobre la expresion de transgenes

2.4.1. Cuantificacién de la actividad B-Galactosidasa. Partimos de moscas de genotipo
103Y-Gal4/+; UAS-lacZ/+ que habian comido compuesto (5 pM) en Instant Drosophila Medium
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(Sigma) o no (control con 0.1% DMSO). Para cada compuesto se llevaron a cabo un total de 4
réplicas (2 para machos y 2 para hembras) en cada una de las cuales se homogenizaron 3
moscas en 100 pL de tampén de homogenizacién (tampén fosfato 50 mM pH 7.5, MgCl, 1
mM). A cada homogenado se le afiadieron 900 pL de tampén de homogenizacién y se agité por
vértex 1 min seguido de un spin. 100 L de la mezcla se diluyeron de nuevo en 400 pL de
tampdén de homogenizaciéon. De cada uno de los homogenados resultantes se afiadié 1 pL a
500 pL de rojo de clorofenol B- D- galactopiranosido 1 mM (CPRG, Sigma) en cubetas de
espectofotometro (Spectronics Genesys 5, Milton Roy) y se midié la absorbancia a 574 nm a
tiempo 0, 60, 120 y 180 min. Las muestras se mantuvieron a 37°C entre las medidas.

Por otra parte, de cada extracto se tomaron 50 pL para cuantificar la cantidad de proteina
total usando el Coomassie® Protein Assay Reagent (Pierce; rango de trabajo 1-25 pg/mL). Los
valores de proteina total obtenidos se utilizaron para normalizar las medidas colorimétricas con
CPRG. Las pendientes de las rectas normalizadas resultantes se compararon entre si
mediante un test de hipétesis sobre igualdad de pendientes de regresién (a=0.01).

SZ_SI

_ k-1
F;xp_ S]

n-2k

donde S representa la suma de residuos al cuadrado para cada recta a comparar, k el nimero
de pendientes y n el numero de datos por recta. Fe, se distribuye segin una variable F con

=k-1 v,=n-2k

grados de libertad M y . Para comparar los valores de proteina total se

aplicé el test t-student de una cola (a=0.05).

2.4.2. Cuantificacién de la cantidad de luciferasa. Partimos de moscas de genotipo Mhc-
Gal4/+; UAS-luciferasa/+ que habian comido p88 (250 uM) o no (control con 0.12% de DMSO y
sin DMSO). Para cada condicién se hicieron un total de 6 réplicas (3 para machos y 3 para
hembras) en cada una de las cuales se homogenizaron 3 moscas en 100 pL de tampdn 1X del
kit Luciferase Assay System (Promega). De cada homogenado 50 uL fueron transferidos a
placas blancas de 96 pocillos (Nunc), donde se anadieron 10 yL de reactivo de luciferasa por
pocillo. Las medidas se llevaron a cabo utilizando un lector de placa Victor Wallac 1420
Multilabel Counter (Pelkin Elmer Lifesciences).

Por otra parte, de cada extracto se tomé 1 pl para cuantificar la cantidad de proteina total
de manera similar al apartado 2.4.1., con el fin de normalizar los resultados. Una vez
normalizados, los valores de luminiscencia obtenidos se compararon entre si aplicando el test
t-student de dos colas. a=0.05.

2.4.3. Cuantificacién de los niveles de transcritos (CUG)480 mediante RT-PCR.
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2.4.3.1. Extraccién de ARN total. Se homogeneizaron un total de hasta 50 moscas por
genotipo y compuesto en 1 mL de TriReagent (Sigma). Los homogenados se dejaron 5 min a
temperatura ambiente antes de afiadir 200 pL de cloroformo a cada tubo. La mezcla se agité y
se dej6 5 min a temperatura ambiente. A continuacién los tubos se centrifugaron durante 15
min a 12000 g y 4°C. La fase acuosa se transfirié a un tubo nuevo donde se afadieron 500 L
de isopropanol. Tras 10 min a temperatura ambiente se centrifug6é de nuevo durante 10 min. El
sobrenadante se elimind y el pellet se lavo con 1 mL de EtOH al 75%. Tras una nueva
centrifugacion de 5 min a 7500 g y 4°C se elimin6 el sobrenadante y el pellet se dejé secar al
aire. Una vez seco, éste se resuspendié en agua libre de RNasas previamente calentada a
60°C. En los casos en los que el ARN mostraba dificultad para ser resuspendido, los tubos se
incubaron durante 5-10 min a 60°C. La cantidad de ARN obtenido se cuantificé midiendo su
absorbancia a 260 nm en un espectofotometro (Eppendor BioPhotometer). Todos los ARNs se
diluyeron a una concentracién final de 0.5 yg/uL y se almacenaron a -80°C.

2.4.3.2. Tratamiento con DNasa | y retrotranscripcién. E! ADN gendmico presente en las
extracciones se elimind mediante digestién de 2 ug de ARN con DNAsa | (Invitrogen), en un
volumen de 10 pL (4 L ARN 0.5 pg/uL, 1 pL tampén 10X, 1 yL DNAsa | y 4 uL H;0). La
digestion se llevé a cabo a temperatura ambiente durante 15 min. La DNAsa | se inactivé por
adicién de 1 uL de EDTA 25 mM seguido de 10 min a 65°C.

Como molde para la sintesis de cDNA se afadieron 5 uL de la digestion con DNasa |
(aproximadamente 1 ug de ARN) al Mix 1 (1 yL dNTPs 10 mM, 1 uL Hexameros (Roche), 5 uL
ARN y 5 pL H,0). Tras un primer paso de 5 min a 65°C para desnaturalizar el ARN, los tubos
se colocaron inmediatamente en hielo y se anadieron 7 uL del Mix 2 (4 yL tampén 5X, 2 pL
DTT 0.1 M, 1 pL Inhibidor RNasa (Invitrogen)) a cada uno. Por ultimo, se afadié 1 pL del
enzima retrotranscriptasa SuperScript™ Il (2U; Invitrogen). Para llevar a cabo la reaccion de
retrotranscripciéon la mezcla se calentdé a 25°C durante 3 min en un termociclador (GeneAmp
PCR System 9700, Applied Biosystems), seguido de 1 h a 42°C y 14 min a 70°C.

Como controles se llevaron a cabo las mismas reacciones bien sin enzima RT en la mezcla
de reaccion o sin ARN molde. Ei cDNA obtenido se almacen6 a -20°C.

2.4.3.3. Amplificacién por PCR de SV40. El cDNA obtenido en el apartado 2.4.3.2. se us6
como molde para la cuantificacion de los niveles de expresion de (CUG)480. Estos se
detectaron amplificando una regién del terminador del virus SV40 presente en los transcritos.
La reaccién de PCR se llevd a cabo utilizando los siguientes componentes: 10 uL de cDNA
(dilucién 1:25), 0.5 UL de dNTPs (25 mM), 2 pL de tampdn 10X, 0.5 yL de cebador SVR40
directo (20 uM), 0.5 pL de cebador SV40 reverso (20 uM), 0.5 pL de polimerasa Netzyme
(NEED) y 6 uL de H,0.
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Las condiciones de amplificacién fueron: un paso inicial de desnaturalizacién a 94°C
durante 5 minutos, seguido de 30-35 ciclos de desnaturalizacion a 94°C durante 1 min,
hibridacién a 60°C durante 1 min y extensién a 72°C durante 1 minuto, y finalmente, un periodo

de elongacion de 7 min a 72°C.

Como control de carga se midieron los niveles de los transcritos del gen Rp49 de
Drosophila. En este caso se us6 como molde 1 pL de una dilucién 1:100 del cDNA. La reaccién
de PCR se llevé a cabo de manera similar, con una temperatura de hibridacion de 65°C y 29
ciclos de amplificacion.

Los amplificados se resolvieron en geles de agarosa al 2%. La cuantificacion de las bandas
se llevd a cabo utilizando los programas de analisis de imagen Photoshop o Image J. Las

diferencias entre grupos se analizaron usando un test t-student de dos colas y o= 0.05.

2.5. Andlisis de la morfologia de los ojos

2.5.1. Preparacion de muestras para microscopia electrénica de barrido. Se fijaron moscas
del genotipo de interés en una solucién que contenia una mezcla de paraformaldehido 4% (800
HL), glutaraldehido 8% (625 uL) y PBS 1X (575 pL) durante 2 h a temperatura ambiente en
agitacion. A las muestras se les afadié unas gotas de TritonX-100 para reducir la tensién
superficial y facilitar que los individuos se hundiesen en la solucion fijadora. A continuacion, las
muestras se deshidrataron mediante pases de 12 h en una serie de alcoholes al 25%, 50%,
75% y 100% a temperatura ambiente en agitacion. Una vez deshidratadas, las muestras se
sometieron a punto critico con el fin de que todas las moléculas en estado liquido pasasen a
estado gaseoso, evitando asi que los ojos se deformasen cuando fuesen sometidos a alto
vacio. Las muestras fueron sombreadas con oro-paladio y, finalmente, observadas al
microscopio (microscopio ambiental de barrido Philips mod. XL-30) para analizar el grado de
rugosidad de los ojos. Todas las imagenes se tomaron a 200 aumentos y un voltaje de 5V.

2.5.2. Andlisis bajo la lupa y cuantificacién del tamafio del ojo. El tamafio de los ojos se
midié sobre imagenes tomadas a la lupa (Leica MZ APO) con un aumento de 60X y en las que
se cuantificé la longitud del ojo en los ejes dorsoventral y anteroposterior con el programa de
procesado de imagenes IM500 de Leica. Las medidas se compararon entre si mediante el test

t-student de dos colas y a=0.05.

2.6. Anélisis histolégico de secciones semifinas de ojo y muasculo
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La morfologia interna tanto de la retina como de los musculos indirectos del vuelo se
analizd mediante la observacién al microscopio de cortes semifinos de ojo y térax,
respectivamente. Para su preparacion, las moscas se anestesiaron a la lupa y se les realizé un
corte con bisturi en un ojo (cortes de retina) o bien se les eliminaron las patas, alas, cabeza y
parte del abdomen (cortes de musculo) con el fin de facilitar la penetracion del fijador en ambos
casos. Durante este proceso, las moscas fueron colocandose en un tubo con 200 pL de la
solucién 1 (% paraformaldehido 4%, ¥ glutaraldehido 8%, % Na;HPO, 0.2 M y % NaH,PO, 0.2
M) en hielo. A continuacién, se anadieron 200 pL de la solucién 2 (mezcla 1:1 solucién 1y
tetradxido de osmio, Polysciencies Inc.) y la mezcla se incubé 30 min en hielo. Seguidamente
se eliminé todo el liquido y se afiadieron 200 pL de la soluciéon 2 durante 1-2 horas en hielo.
Las muestras se deshidrataron mediante pases de 5 min en EtOH al 30%, 50% y 70% en hielo,
y al 90% y 100% (2X) a temperatura ambiente. A continuacién, se llevaron a cabo dos pases
de 10 min en 6xido de propileno (Fluka). Por ultimo, las muestras se dejaron toda la noche en
una mezcla 1:1 de 6xido de propileno y resina epoxi. Al dia siguiente, el liquido se sustituy6 por
resina epoxi pura, y ésta se dejoé penetrar en las muestras durante al menos 4 h. Pasado este
tiempo, las moscas fueron colocadas y orientadas en moldes con resina y las muestras se
dejaron polimerizar toda la noche en un horno Pasteur a 70°C. Tanto el tetradxido de osmio
como el 6xido de propileno y la resina son extremadamente téxicos por lo que se manipularon
en campana de extraccién de flujo en todo momento.

Una vez polimerizada la resina, los bloques fueron tallados para dar a las muestras la
orientacion adecuada. Las muestras fueron cortadas con una cuchilla de diamante en
secciones de 1 micra (0jo) 6 1.5 micras (musculo) en un ultramicrotomo REICHERT & JUNG
modelo ULTRACUT E. Las secciones se colocaron en portas gelatinizados con una gota de
medio de montaje DPX (Fluka) y se cubrieron con un cubreobjetos para su posterior
observacion al microscopio 6ptico. Las imagenes de musculo se tomaron a un aumento de 10X
en campo claro. Las imagenes de ojo se tomaron a 63X en campo oscuro.

2.7. Generacién de moscas transgénicas UAS-p88
2.7.1. Clonacién de p88 en pUAST

Las siguientes secuencias de ADN fueron disefiadas en nuestro laboratorio y sintetizadas
por la empresa Metabion (escala de sintesis 0.04 umol, purificaciéon por HPLC).

Construccién p88C1_directo (6’ — 3)
AATTCAAACACACCAAATCTTACAAAATGGGCGGCGGCCCCCCCTACGCCTGGGAGTAATAATAAT
Construcciéon p88C1_reverso (5’ — 3))

GTTTGTGTGGTTTAGAATGTTTTACCCGCCGCCGGGGGGGATGCGGACCCTCATTATTATTAGATC
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Construccion p88C2_directo (5’ —»3’)
AATTCAAACACACCAAATCTTACAAAATGGGCGGCGGCGAGTGGGCCTACCCCCCCTAATAATAAT
Construccion p88C2_reverso (5 —»3’)

GTTTGTGTGGTTTAGAATGTTTTACCCGCCGCCGCTCACCCGGATGGGGGGGATTATTATTAGATC

Construccion p88C3_directo (5 —9»3’)

AATTCAAACACACCAAATCTTACAAAATGGGCGGCCCCCCCTACGCCTGGGAGGGCGGCATGGGCGGCGA
GTGGGCCTACCCCCCCTAATAATAAT

Construccién p88C3_reverso (5 —»3’)

CTAGATTATTATTAGGGGGGGTAGGCCCACTCGCCGCCCATGCCGCCCTCCCAGGCGTAGGGGGGGCCGC
CCATTTTGTAAGATTTGGTGTGTTTG

En azul se muestra la secuencia disefiada para codificar los péptidos basados en p88, segin el sesgo en el uso de
codones de Drosophila. En naranja y verde se muestran los adaptadores para los enzimas de restriccion EcoR\ y Xbal
respectivamente, necesarios para su clonacion en el vector pUAST. El color rojo corresponde a codones de parada, y en negro

se representan los 21 nucledtidos de la 5’UTR del gen act5C afiadidos.

Los pares directo y reverso de las secuencias C1, C2 y C3 fueron hibridados mezclando 5
pL de la secuencia directa (100 pM), 5 pl de la secuencia reversa (100 pM), 20 pL tampédn de
hibridacion 5X y 70 pL de HXD. La mezcla se calentdé a 95°C durante 5 min y se dejé enfriar

lentamente toda la noche hasta alcanzar la temperatura ambiente.

Las secuencias hibridadas se fosforilaron utilizando el enzima Polinucleétido Kinasa tal y
como se ha descrito en el apartado 2.1.1.2. A continuacion, las muestras se purificaron
precipitando con fenol:cloroformo (ver apartado 2.1.1.1.) y cada una de las parejas se ligé con
el vector pUAST (Brand y Perrimon, 1993; Fig. MM6) previamente digerido con EcoRI y Xbal y
desfosforilado, siguiendo el protocolo descrito para ligacion entre extremos cohesivos (apartado
2.11.2).

2.7.2. Microinyeccion y generacion de stocks

Las construcciones pUAST-p88C1, pUAST-p88C2 y pUAST-p88C2 se amplificaron en
E.coli utilizando el kit Genopure Plasmid Midi Kit (Roche) y se enviaron a la empresa BestGene
(www.thebestgene.com) para su microinyeccion en embriones de Drosophila. De los 200
embriones microinyectados, BestGene generd 10 lineas de moscas transformantes para cada
construccion. Dichas lineas se hicieron homozigotas mediante cruces entre hermanos de ojos

rojos.
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5'  BamHl Hindlll Pstl 8546
GTCT'YMGA TCC/LV>.T I'G GGTCGGAGTA CTOTCCTCCG
(?AL4 binding

hxtm sntfc totcctccqa g«qgagtact otcctccoag

,OC GGAGTACTGT CCTCOGAGCO GAGACTCTAG COAGCGCCGG

nsp70TATA 6696
AGTATAAATA GAGGCGCTTC GTCTACGGAG CGACAATTCA ATTCAAACAA
8746

GCAAAGTGAA CACGTCGCTA AGCGAAAGCT AAGCAAATAA ACAAGCGCAG

Pstl 0796
CIGAACAAGC TAAACAATCX_J3£j&3TAAAGT GCAAGTTAAA OTQAATCAAT
8846

TAAAAGTAAC CAGCAACCAA GTAAATCAAC TGCAACTACT GAAATCTGCC

EcoRI
8896/11

AAGAAGTAAT TATTGAATAC AAQAAOAGAA CTCTGAATAO OGAATTGOG*
Bglll Notl Xhol Kpnl Xbal

AqCGTTAAC flIQATqrOdQG CCQCOQETCQ “GOOTATCfrC TApAOG
* polylinker

pUAST
8896 bp

Materiales y Métodos

Figura MM6. Vector pUAST. La imagen muestra el sitio
de clonacién multiple (MCS). Este vector contiene 5
sitios de unién a Gal4, asi como la caja TATA de la
hsp70 aguas arriba del MCS. Aguas de abajo del MCS

contiene la secuencia terminadora del virus SV40.

2.8. Preparacion de medio de cultivo estandar de Drosophila melanogaster

Para preparar 80 tubos/40 botellas se mezclan los siguientes ingredientes:

* HD 1L

S Agar 1059
S Levadura 60 g
s Harina de soja 104¢g
s Harina de maiz 60 g
S Azucar 50 g
s Extracto de malta 80 g

Antifingico:
S Ac. Propionico 5 mL
S Etanol 10 mL
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v Nipagin 3g
Preparacion:

v Disolver el agar con la mitad de agua hasta que hierva

v’ Disolver el resto de componentes, excepto el antihongos, con el resto de agua y afiadir
al agar hirviendo

v" Remover la mezcla hasta que espese y retirar del fuego
v' Espera 5 min y anadir el antihongos antes de dosificar

lll. Experimentos en ratén

Todos los experimentos de este estudio se han llevado a cabo conforme a las
directrices europeas sobre experimentacion animal (Directiva del Consejo Europeo
2003/65/CE) y han sido aprobados por el Comité de Etica de Experimentacion y Bienestar
Animal de la Universidad de Valencia.

1. Materiales
1.1. Cepas de ratén

Las siguientes cepas de raton fueron utilizadas a lo largo de este trabajo. El
mantenimiento de los animales fue llevado a cabo por el animalario de la Universidad de

Valencia.

Cepa Descripcion Origen

FvB Genotipo de referencia Harlan (www.harlan.com)

HSASR Transgénicos que expresan 5 repeticiones Dr. Thornton (University of Rochester,

CTG bajo el control del promotor de la actina humana NY, EEUU) (Mankodi et al., 2000)

HSA'R  Transgénicos que expresan 250 repeticiones CTG Dr. Thornton (University of Rochester,
bajo el control del promotor de la actina humana NY, EEUU) (Mankodi et al., 2000)

1.2. Cebadores Il

Los siguientes cebadores se utilizaron para llevar a cabo las PCRs relacionadas con los
experimentos en ratén descritos en este apartado:

Nombre Secuencia (5’ — 3’) Tm
Sercal E21 GCTCATGGTCCTCAAGATCTCAC 55
Sercal E23 GGGTCAGTGCCTCAGCTTTG 55
Tnnt3_dir TGTCAATGAGGGCTTGGAG 55
Tnnt3 rev TTCACATCGCCAGCATCTGTGC 55

Cebadores descritos en Kanadia ef al., 2006.
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2. Métodos
2.1. Anestesia e Inyeccién de compuestos

Todos los animales, de aproximadamente 20 g de peso, fueron sometidos a anestesia
gaseosa con una mezcla de isofluorano y O2:N,O (40:60) antes de y durante la inyeccién. La
inyeccioén fue llevada a cabo por la Dra. Beatriz Llamusi (miembro de nuestro laboratorio, con
experiencia en experimentacion con roedores) de manera intramuscular sobre el musculo tibial
anterior (TA) de las patas posteriores derecha e izquierda en todos los animales, utilizando
agujas biseladas de 29 gauges e inyectando un volumen de 10 pL.

2.2. Eutanasia

Todos los animales fueron sacrificados por dislocacién cervical por la Dra. Beatriz
Llamusi.

2.3. Ensayos de toxicidad de p88 en ratones salvajes
Los ensayos de toxicidad de p88 se llevaron a cabo utilizando ratones FVB de 5

semanas de edad. A estos animales se les inyectaron las siguientes dosis de péptido:

1] Numero de animales
0.5 pg (~0.025 mg/Kg) 3 hembras y 3 machos
1ug (~0.05 mg/Kg) 3 hembras y 3 machos

10 g (~0.5 mg/Kg) 3 hembras y 3 machos
100 ug (~5 ma/Ko 3 hembras y 3 machos
0.2% 3 hembras y 3 machos
2% 3 hembras y 3 machos
| Total de animales 36 |

Pasadas 4 semanas tras la inyeccidn, los animales fueron sacrificados y la veterinaria
del animalario de la Universidad de Valencia (DiAa. Inmaculada Noguera) realizé una autopsia
visual.

2.3.1. Andlisis histomorfolégico del musculo. Los musculos TA de las extremidades
posterior derecha e izquierda fueron diseccionados y fijados en formol. El analisis
histopatolégico se llevd a cabo por el Laboratorio del Dr. Juan Bta. Montoro Soriano, S.L.U,
Valencia.

2.3.2. Andlisis de sangre. Para llevar a cabo estos analisis la veterinaria del animalario
de la Universidad de Valencia (Dia. Inmaculada Noguera) realizd un sangrado total por
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puncién intracardiaca de los animales inmediatamente después de ser éstos sacrificados. La
sangre se pasoé a tubos eppendorf no heparinizados y éstos se centrifugaron a 1000 g durante
10 min con el fin de precipitar las células. El plasma se pasé a tubos nuevos y se almacené a
4°C hasta su recogida por el Laboratorio del Dr. Juan Bta. Montoro Soriano, S.L.U, Valencia.

2.4. Ensayo del efecto de p88 en ratones HSA™R

Estos ensayos se llevaron a cabo sobre ratones FVB, HSASR y HSA'R de 5 semanas de
edad. A estos animales se les inyectaron las siguientes dosis de p88 (pata derecha) y DMSO
(pata izquierda o ambas patas'):

p88 Numero de animales
FvB HSA®F HSA™

1ug (~0.05 mg/Kg) 5 5 5
100 pg (~0.5 mg/Kg 5 5 5
DMSO (so6lo HSA™)" Numero de animales

0.2% 5

2% 5

[ Total de animales 40 ]

2.4.1. Andlisis del splicing alternativo de los transcritos Serca1l yTnnt3 mediante RT-
PCR semicuantitativa

2.4.1.1. Extraccion de ARN de musculo y obtencién de cDNA. La diseccidn del
musculo TA de las patas derecha e izquierda se llevé a cabo a 4°C inmediatamente después
de sacrificar a cada animal. La mitad de cada uno de ellos (aprox. 40 mg) se congelé en
nitrégeno liquido y se almacené a -80°C. Posteriormente, estos musculos fueron utilizados para
llevar a cabo extraccién de ARN tal y como se describe en el apartado 2.4.3.1. afiadiendo 3 pg
de Glicégeno (GlycoBlue™ de Ambion) al paso de precipitacién con isopropanol. La reaccion
de retrotranscripcion se realizé6 de manera similar al apartado 2.4.3.1.

2.4.1.2. Amplificacién por PCR. La deteccién de transcritos Serca? y Tnnt3 se llevé a
cabo tal y como se describe en el articulo de Kanadia et al., 2006. Brevemente, 2 uL del cDNA
obtenido en el apartado anterior se usaron como molde para la reaccién de PCR con 0.3 plL del
enzima polimerasa AmpliTaq Gold (PE Applied Biosystems), a los que se le afiadieron 5 pL
tampdn 10X, 5 pL de MgCl,25 mM, 2.5 yL de dNTP 4 m), 1 uyL de cebador Sercal E21 (o
Tnnt3_dir) 20 yM, 1 pL de cebador Sercal E22 (o Tnnt3_rev) 20 uM y H,O hasta completar 50
ML.
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Las condiciones de amplificacion fueron: un paso inicial de desnaturalizacién a 95°C
durante 10 minutos, seguido de 25 ciclos de desnaturalizacion a 95°C durante 30 sec,
hibridacién a 55°C durante 30 sec y extensiéon a 72°C durante 30 sec, y finalmente, un periodo

de elongacién de 7 min a 72°C.
Los productos de PCR se resolvieron en geles de agarosa al 2%.

2.4.2. Estudio del efecto de p88 a nivel histolégico. La otra mitad de cada musculo se
colocé en moldes de criostato, se sumergié en OCT y se almacené a -80°C hasta ser
procesada en secciones de 10 um en un criostato Leica CM 1510S. Las secciones se
colocaron en portaobjetos gelatinizados y se tefiieron con hematoxilina de Mayer (Panreac)
durante 10-15 min. Tras un lavado en agua de 5 min, las secciones se tiflieron con eosina (1%
peso/vol en H,O, Panreac) durante 5 min, seguido de un nuevo lavado en agua de 5 min. Los
tejidos se dehidrataron en bafios de alcohol al 70%, 96% y 100% durante 5 min, seguidos de
un bafio de Xilol de 10-15 min. Por Ultimo, a cada porta se le afiadié una gota de medio de
montaje DPX y se cubrié con un cubreobjetos.
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Apéndice 1

El sistema GAL4/UAS de expresion de transgenes en Drosophila permite dirigir la expresion
de una proteina de interés bajo un patron de expresion deseado (Brand y Perrimon, 1993).
Este sistema hace uso del factor de transcripcion de levadura GAL4 y de su union a las
secuencias reguladoras llamadas UAS de manera que, por un lado, se genera una linea de
moscas transgénicas que contenga en su genoma una construccion donde la region codificante
de la proteina GAL4 esté bajo el control de las regiones reguladoras de interés (Enhancer Z;
ver Fig. A1). Por otro lado, se genera otra linea de moscas que contenga en su genoma una
construccién donde la region codificante del gen de interés (gen X) quede bajo el control de las
secuencias reguladoras de la transcripcion UAS. Al cruzar estas dos lineas de moscas se
obtienen descendientes que contienen ambas construcciones (GAL4 y UAS) de manera que, el
enhancer Z dirigira la expresion de la proteina GAL4 segun su propio patron y esta proteina
GAL4 se unira a las secuencias reguladoras UAS que dirigiran a su vez la expresion del gen X
De esta forma, lo que finalmente se consigue es que el gen X se exprese bajo el control del
enhancer Z. Debido a la natulareza binaria del sistema (linea UAS y linea GAL) la expresion de

un mismo gen de interés puede ser dirigida a distintas tejidos.

Linea GAL4 Linea UAS
GAL4
enhancer Z GAL4
Expresion especifica de tejido de Gal4 Activacién transcnpcional del gen X

Figura A1. Sistema de expresion dirigida GAL4/UAS. La linea GAL4 expresa constitutivamente la proteina GAL4 bajo el
patrén de expresion de la regién reguladora elegida (Enhancer Z). La linea UAS solo expresara el gen X cuando exista proteina

GAL4 en la célula y esto solo ocurrirg en la descendencia resultante del cruce entre ambas lineas de moscas.
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Apéndice 2

La siguiente tabla muestra el cédigo de aminoacidos, tanto en formato de tres letras
como de una letra. A lo largo de este trabajo, al utilizar el cédigo de una letra, se hace
referencia en mayusculas a los aminoacidos en su conformacion levégira (L), mientras que los
aminoacidos en conformacion dextrogira (D) se representan en mindscula.

Aminoacido Codigo de tres letras  Codigo de una letra
Alanina Ala A
Arginina Arg R
Asparagina Asn N
Acido aspértico  Asp D
Cisteina Cys C
Glutamina Gln Q
Acido glutdmico Glu E
Glicina Gly G
Histidina His H
Isoleucina Ile I
Leucina Leu L
Lisina Lys K
Metionina Met M
Fenilalanina Phe F
Prolina Pro P
Serina Ser S
Treonina Thr T
Triptoéfano Trp W
Tirosina Tyr Y
Valina Val \"/
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Abstract

Non-coding CUG repeat expansions jnterfere with the activity of human Muscleblind-like (MBNL) proteins contributing to
myotonic dystrophy 1 (DM1). To understand this toxic RNA gain-of-function mechanism we developed a Drosophila model
expressing 60 puré and 480 interrupted CUG repeats in the context of a non-translatable RNA. These flies reproduced
aspects of the DM1 pathology, most notably nuclear accumulation of CUG transcripts, muscle degeneration, splicing
misregulation, and diminished Muscleblind function in vivo. Reduced Muscleblind activity was evident from the sensitivity of
CUG-induced phenotypes to a decrease in muscleblind genetic dosage and rescue by MBNL1 expression, and further
supported by the co-localization of Muscleblind and CUG repeat RNA in ribonuclear foci. Targeted expression of CUG
repeats to the developing eye and brain mushroom bodies was toxic leading to rough eyes and semilethality, respectively.
These phenotypes were utilized to identify genetic and Chemical modifiers of the CUG-induced toxicity. 15 genetic
modifiers of the rough eye phenotype were isolated. These genes identify putative cellular processes unknown to be altered
by CUG repeat RNA, and they include mRNA export factor Aly, apoptosis inhibitor Thread, chromatin remodelling factor
Nurf-38, and extracellular matrix structural component Viking. Ten Chemical compounds suppressed the semilethal
phenotype. These compounds significantly improved viability of CUG expressing flies and included non-steroidal anti-
inflammatory agents (ketoprofen), muscarinic, cholinergic and histamine receptor inhibitors (orphenadrine), and drugs that
can affect sodium and calcium metabolism such as clenbuterol and spironolactone. These findings provide new insights
into the DM1 phenotype, and suggest novel candidates for DM1 treatments.
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Introduction MBNL1 proteins co-localize with distinctive CUG ribonuclear foci
within muscle and neuron nuclei in DM1 patients [6-8]. Drosophila
model flies, though, demoénstrate that ribonuclear foci are not
pathogenic/?erse. RN A containing 162 CU G repeats accumulates in

numerous nuclear foci together with Drosophila Muscleblind, but no

Myotonic dystrophy 1 (DM1) is an autosomal dominant
neuromuseular disease involving the expansion of unstable CTG
repeats in the 3' untranslated region (UTR) of the DM protein kinase

(DMPK) gene. DM1 is multisystemic and characteristic features
include myotonia, muscular dystrophy, iridescent cataracts, cardiac
arrhythmias, and signs of neuropathology [1]. A biochemical
hallmark of DM1 is misregulated alternative splicing of specific
skeletal muscle, heart and brain pre-mRNAs, which explain defined
DM1 symptoms such as myotonia (reviewed in [2]).

In mice, expression of 250 CUG repeats within a heterologous
RNA gives rise to DMI-like phenotypes thus demonstrating that
expanded CUG repeat transcripts are themselves toxic to cells [3].
Results in Drosophila, however, are less clear cut. Expression of 162
puré CTG repeats in the context of the 3'UTR of a Green
Fluorescent Protein (GFF) reporter gene has been reported not to
cause signs of pathology [4] whereas larger, interrupted, CTG
repeats induced muscle degeneration [5J. Several RNA binding
proteins, most notably human Muscleblind-like proteins MBNL1,
MBNL2 and MBNL3, are sequestered by mutant D M PK transcripts.

PLoS ONE | www.plosone.org

evident pathogenic phenotype is detected [4]. DM1-associated
defects are remarkably similar to those observed in Mbnll knockout
mice and include myotonia, ocular cataracts, histological abnormal-
ities, and the abnormal use of specific alternative exons [9], [10].
muscleblind (mbl) loss-of-function mutations in Drosophila provide
additional examples of DMI-like phenotypes such as missplicing of
the Z-band-associated transcripts ct-actinin and CG30084 [11], 112].

Mbnll regulates a fetal to postnatal developmental switch that
Controls the splicing pattem of a set of murine skeletal muscle
transcripts [10]. CUG-binding protein 1 (CUG-BP1) forms an
RNA-dependent complex with hnRNP H that antagonizes the
activity of MBNL1 proteins [13]. Both CUG-BP1 and hnRNP H
are upregulated in DM1 muscle cells [13], [14] thus further
contributing to the splicing pathology. Significandy,
experiments in DM 1 model mice deménstrate that loss of Mbnll
function is the key event of missplicing and myotonia [15].

rescue
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Additionally, overexpression of normal DMPK 3'UTR mRNA in
mice induced up-regulation of CUG-BP1 and also reproduced
cardinal features of DM1 [16].

Great eifort has been put to ameliorate myotonia and abnormal
cardiac conduction in DM1, which are curreniiy treated with
sodium channel inhibitors (e.g. mexiletine). Muscular weakness
and wasting, or daytime somnolence, however, show little or no
improvement in pharmacological tridis [17]. A number of
genotoxic agents suppress somatic CTG expansion mosaicism in
a cell culture model [18]. PC 12 neuronal cell Unes expressing 250
C TG repeats exhibit cell death after cell differentiation in vitro that
is specifically inhibited by flavonoids [19].

We previously established that Drosophila Mbl and human MBNL1
proteins are functional homologs [20], Haro et al. (2006) have
reported that expression of 480 interrupted CTG repeats is toxic to
Drosophila muscle cells, that CUG RNA and human MBNL1
accumulate into ribonuclear foci, and that human MBNL1
suppresses a CUG-induced eye phenotype. Here we describe similar
transgenic flies in which we confirm muscle degeneration, ribonuclear
formation, and genetic interaction with muscleblind gene dosage. We
show that CUG expressing flies reproduce additional key features of
the DM1 disease including misregulated alternative splicing of muscle
genes, CUG tract length dependence of phenotypes, and CUG-
dependent central nervous system alterations. Furthermore, model
flies were used in genetic screens and functional assays to identify new
components ofthe pathogenesis pathway and chemical suppressors of
DMI-like phenotypes, respectively.

Results
Continued expression of expanded CUG repeats in
Drosophila reduces lifespan and causes muscle
degeneration

To understand the molecular and cellular mechanisms underlying
the DM1 pathology we generated transgenic Drosophila lines that
express 60 uninterrupted or 480 interrupted CU G repeats as a non-
coding transcript under the control of the Gal4/UAS system. 480
repeats consisted ofsynthetic C TG repeats interrupted every 20 units
by the CTC G A sequence (hereafter referred to as i(CTG)4s0)-The
effect of expressing CUG repeat RNA in the Drosophila muscles or
ubiquitously in the fly was studied with Myosin heavy chain (Mhc)-Gal4
and daughterless (da)-Gal4 lines, respectively. First we analyzed
whether expression of i(CUG)sbo RN A in Drosophila tissues liad any
impact in their lifespan. Average survival of flies expressing
i(CUG)4s0 repeat RNA was lower than their corresponding control

A B

Mhc-Gal4
Mhc-Gat4>UAS-(CTG)4ao

'S

days

Toxicity Model in Drosophila

flies heterozygous for the UAS transgene or Gal4 driver.
Furthermore, difTerences in survival curves were statistically
significant except for the Mhc-Gal4>UAS-i(CTG)4S0 and Mhc-Galdl
+ survival curves, possibly due to a dominant effect of the Mhc-Gal4
insertion, as this is a particularly weak stock, or the small population
of flies tested (n = 40) (Figure 1). Continued expression of CUG
repeat RNA in the fly musculature, or throughout the animal body,
was therefore detrimental to fly survival.

Flies expressing i(CUG)480 RN A in muscles additionally showed
an age-dependent tendency to position wings upheld. "Diese flies
were flightless (n= 274) and showed alterations in indirect flight
muscles (IFM), whereas those expressing (CUG)go RNA did not
(0% flightless, n= 204). Both UAS-(CTG)60 and UAS-i(CTG)480
transgenes expressed repeat RN A to similar levels (Figure SIA). 2
3 day oid flies expressing i(CUG)«so0 RNA developed muscle
histopathology, including vacuolization and reduction in fiber size
(Figure 2A-F). We measured cross-sectional area of dorso
longitudinal muscle 45e (Figure 2G). Average size of muscle 45e
decreased to approximately 45% of normal when expressing 480
CUG repeat transcripts. The phenotype was degenerative as 38-
day oid flies had smaller IFM packages, muscles were occasionally
missing, and vacuoles increased in average volume (Figure 2H).
(CUG)60 RNA did not appreciably affect muscle organization.

Degeneration of the pigmentary retina and loss of photoreceptor
neurons has been described in DM1 patients [1]. To investigate
whether the retina of Drosophila was also susceptible to CUG repeat-
mediated toxicity, we expressed i(CUG)48o transcripts ubiquitously
in the eye-antennal imaginal disc under the control of the glass
muiltiple reporter {gmr)-Gal4 line. These flies showed eyes that were
smaller and acutely rough. Tangential and frontal sections revealed
severe alterations in the retina, including detachment of subretinal
cells, thinning of fenestrated membrane and lack of photoreceptor
rhabdomeres (Figure 21 L). Expression of(CUG)6o RNA under the
same conditions did not appreciably affect eye morphology in tissue
sections (data not shown). Thus, accumulation of CUG repeat RNA
in Dosophila muscle and eye tissue produces degenerative phenotypes
that are dependent on the CUG tract length.

CUG repeat RNA co-localizes with Muscleblind in nuclear
foci

Nuclear inclusions containing CUG repeats and MBNL proteins
are characteristic o fD M |. We investigated whether i(CUG)480 RN A
similarly forms nuclear foci that include Dosophila Mbl. mbl encodes
protein isoforms MblA, B, C and D, ofwhich MbIC has been shown

UAS-(CTG)480
da-Gaw
da-GaM>UAS-{CTG>=8)

@

days

Figure 1. Flies expressing CUG repeats show shorter lifespan. Average percentage of live flies, with the genotypes indicated, versus age (in
days). (A) Whereas control flies showed an average lifespan of 57 [UAS-i(CTG)4(/+-, n = 80) and 34 (Mhc-Gal4/+-, n = 40) days, i(CUG)sao-expressing flies
lived 13 days in average (n = 60). Differences in lifespan curves were highly significant when comparing i(CUG)480-expressing flies to UAS-i(CTG)4so/+
control flies (p<0.0001, Log-Rank test) but not to Mhc-Gal4/+ Controls. (B) Expression of j(C UG * transgene in an ubiquitous manner (da-Gal4>UAS-
i(CTG)4s0) also reduced fly survival. Control flies showed a median survival of 57 (UAS-i(CTG)4a0'+, n=80) and 55 (da-Gal4/+, n=40) days. Median
survival for i(CUG)480-expressing flies was of 41 days (n = 80), and lifespan curves for j(CUG”-expressing flies and both Controls showed differences
that were statistically significant (p<0.0001, Log-Rank test). Statistical analysis was performed using GraphPad Prism4 software.

doj:10.1371/journal.pone.0001595.g001
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Figure 2. CUG-induced eye and muscle degeneration in flies. Transversal sections of resin-embedded (A-F) adult IFMs of control flies (Mhc-
Gal4/+) (A, D) and flies expressing (CUG)#) (B, E) or j(CUG)*#) RNA (C, F) under the control of the Mhc-Gal4 driver. IFMs were studied in 2-3-day oid (A-
C) or 38-day oid (D—F) flies. Expression of (CUG)#) RNA was not toxic to muscle fibres (B), and IFMs did not degenerate over time (E). Expression of
i(CUG)4a0 RNA in IFMs led to vacuolization (arrowheads) and muscle disorganization (C). Muscle degeneration and wasting was conspicuous in 38-day
oid flies with large vacuoles (arrowheads), lower density of myofibrils per muscle (arrow) and missing muscles (asterisk). Results consistent with these
have been obtained jndependently [5]. (G) Cross-sectional area of left dorso longitudinal muscle 45e [51] in 2 day-old control (Mhc-Gal4/+) and DM1
model flies (Mhc-Gal4>UAS-i(CTG)*#)). n= 12 (control) and n= 34 (CUG expressing). (H) Muscle degeneration was measured as the frequency of
vacuolar pathology and muscle area reduction, according to the following rating scale: vacuoles with diameter larger or smaller than 8 pm, or
showing 45% or less of the normal muscle area. Muscle 45e was measured in 3-4 thorax sections per animal and a total of 15 young (2-day-old) or 13
aged (38-day-old) flies were analyzed. Control (Mhc-Gal4/+) and Mhc-GalAXJAS-fCJG)” flies showed no muscle phenotype 2 or 38 days after
eclosion. Tangential (I, J) and frontal (K, L) sections of adult Drosophila eyes with the genotypes gmr-Gal4/+ (I, K) and gmr-Gal4/UAS-i(CUG)4so U, L) at
25°C. (l) Tangential sections exhibited a normal complement of photoreceptors per ommatidial unit (arrowheads point to rhabdomeres), although
some pigment cells were absent. (J) Expression of expanded CUG repeats caused general disorganization of the eye retina. (K) In Controls,
rhabdomeres extend from the apical to the basal side of the retina (arrowheads) and the layer of pigment cell feet forms the fenestrated membrane
(arrow), which is separated by the basement membrane (white arrowhead) from the underlying subretinal cells (bent arrow). (L) Eyes expressing
i(CUG)*#) RNA lacked rhabdomeres and showed general disorganization of pigment cells. Fenestrated membranes were thinner and showed gaps

(arrow). Subretinal cells were not tightly apposed to the basement membrane (bent arrow).

doi:10.1371/journal.pone.000I 595.g002

to regulate alternative splicing [12]. We co-expressed i(CUG)480
RNA and the MbIC isoform fused to the GFP (MbIC:GFP) under
the control of a heat shock (hs)-Gal4 line. Simultaneous fluorescence
detection in fly thorax sections showed nuclear co-localization of
i(CUG)4s0 RNA and MbIC (Figure 3A-C). This was not observed in
Controls expressing j(CUG)*#) RNA or the fusion protein alone.
(CUG)#) RNA did not form nuclear foci when targeted with Mhc-
Gal4 to adult musculature (data not shown). Therefore, Drosophila
MbIC incorporates into expanded CUG repeat RNA-containing
foci like its human MBNL counterparts.

muscleblind dose modifies CUG toxicity phenotypes
sevenless (sev)-Gal4 driven expression of [(CUG)*#) repeats (sev-
Gal4> UAS-i(CTG)480) disorganizes ommatidia and mechanosen-
sory bristles, and reduces eye size, which generates an extemally
rough eye (Figure 3H). Introduction of the weak mbl7'03 or strong
hypomorphic mbf’27 mutant alieles in this genetic background did
not significantly modify eye morphology (Figure 31,J; mbF27 may
reduce size slightly). However, a clear enhancement was observed
in mbl7103/mbf’'27 trans heterozygous flies simultaneously express-
ing i(CUG)ss0 RNA (Figure 3K). Conversely, targeted expression
of human MBNL1 to Drosophila eye precursors expressing 480
interrupted CUG repeat transcripts strongly suppressed the rough
eye phenotype, whereas expression of the unrelated GFP protein

ONE | www.plosone.org

under the same conditions showed no effect (Figure 3F, G). 60
CUG repeat RNA caused a milder eflect on extemal eye
morphology, only altering mechanosensory bristles (Figure 3D,
E). From these experiments we conclude that CUG repeat RNA
compromises mbl function in vivo as similarly shown in DM1 model
mice and patients [21], [15], [10].

CUG repeat RNA induces spliceopathy in Drosophila

Sequestration of MBNL1 correlates with missplicing events in
DM1 patients. To assess whether long CUG repeat transcripts in
the fly produce analogous alterations, we studied the splicing
pattem of muscle genes CG30084, a described target of Mbl
activity in embryos [11], and Drosophila troponinT(TnT) in embryos,
pupae and adult flies expressing 60 CUG and 480 interrupted
CUG repeat RNAs (Figure 4). Missplicing of CG30084 pre-mRNA
was conspicuous with a strong upregulation of reverse transcrip-
tase (RT) PCR band E in adult flies expressing either 60 or 480
CUG repeat RNA (Figure 4A, C; see also Figure S2). TnT was
similarly aflected. Two-day oid pupae failed to show RT-PCR
band D, which was not expressed in younger pupae (data not
shown), when 480 interrupted CUG transcripts were targeted to
the musculature and significantly lowered its levels with 60 CUG
repeat RNA (Figure 4B, D). Thus, CUG transcripts induce
spliceopathy in the Drosophila musculature.
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sev-Gal4> UAS-GFP. UAS-MBNL1
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Figure 3. Muscleblind forms nuclear indusions with CUG repeat RNA and genetically interacts with repeat RNA phenotypes in vivo.
i(CUG)480 RNA and MbIGGFP were coexpressed in adult flies using a hs-Gal4 line (A-C). {(CUG)A transcripts detected by FISH (red; A) and MbICGFP
detected by the GFP tag (green; B). Red and green channels are shown merged in (C), with nuclei counterstained with DAPI. Scanning electron
micr pe (SEM) i of Drosophila eyes (D-K). (D) External morphology of reference strain OrR. (E) sev-Gal4 driven expression of (CUG)», RNA in
eye precursors exhibits mild external defects, only altering mechanosensory bristles. Expression of {(CUG)”* RNA driven by the same Gal4 generates a
rough and reduced eye (H), a phenotype that is specifically suppressed by the simultaneous expression of human MBNL1 (G) but not by expression of
the unrelated GFP protein (F). The CUG-dependent eye phenotype was not modified by the weak mbI7103 aliele (I), and only slightly modified by
mbl627 (J). However, the compound heterozygote enhanced roughness and eye size reduction (K). The compound heterozygote mbl7103mbl

displayed normal eyes in the absence of i(CUG)sso RNA.
doj:10.1371/journal.pone.0001595.g003

Dominant genetic modifiers of a CUG-induced rough eye
phenotype

Once cardinal aspects of DM1 were confirmed in flies, we
sought to identify new components of the pathogenic pathway. We
performed a genetic screen of enhancer/suppressors of the sev-
Gal4> UAS-i(CTG)+80 rough eye phenotype using a collection of
695 lethal P-element insertions and several candidate genes
(Table 1, Figure 5A H).

Some modifiers are regulators of gene expression. The
suppressor cap-n-collar (ene) encodes a bZIP protein involved in
oocyte axis determination and head segment identity [22], [23].
Three Cnc protein isoforms have been described, of which CncC
has been suggested to play a role in redox homeostasis [24]. We
tested the ability of alieles c¢nc0392' (disrupts all cnc isoforms),
cncEP325Band cnc 233633 (interrupts cncC) to modify the CU G toxicity
phenotype. Only cnc03921 dominanily suppressed the eye pheno-
type thus suggesting a limited or nuil implication ofCncC in CUG
toxicity. Halving the pyrophosphatase component of the Nucle-
osome remodelling factor (Nurf-38) improved eye morphology but
did not suppress unrelated overexpression phenotypes in the eye
(data not shown).

PLoS ONE | www.plosone.org

Additional modifiers identified genes and pathways not previously
implicated in CUG-induced toxicity. Mutations in the regulators of
cell adhesion and actin cytoskeleton coronin (coro) [25] and fear of
intimacy (fin) [26] suppressed the phenotype. Reduction of the major
structural component of basement membrane a2-chain type IV
collagen (vk; 00236) enhanced the sev-Gal4> UASH({CTG)40phenotype.

Some modifiers of CUG toxicity control cell number. Csk
negatively regulates the Src family of cytoplasmic tyrosine kinases.
Mutations in Csk, which enlarge organs due to increased cell
proliferation [27], suppressed i(CUG)480 RNA toxicity (CskiID\
Mutations in the pro- and anti-cell death genes spinster and thread
were suppressors and enhancers, respectively. Drosophila inhibitor
of apoptosis protein (Diap), encoded by the thread (th) gene, showed
complex interactions. O f the three alieles tested, loss-of-function
th*and th5 and gain-of-function th6 3s, only th4 strongly enhanced
the CUG toxicity phenotype (Figure 5F). Nevertheless, sev-Gal4
driven overexpression of th (thEP330°) in eyes simultaneously
expressing i(CUG)480 significantly suppressed the phenotype
(Figure 5G) whereas expression of a control GFP transgene
(UAS-GFP) under comparable conditions did not modify eye
morphology. A similar suppression was observed upon expression
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Figure 4. CUG repeat RNA misregulates alternative splicing of muscle genes CG30084 and TnT. RT-PCR producis from CG30084 (A) and
TnT (B) at the stages and from animals with the genotypes indicated. Bar graph representing intensities of ethidium bromide fluorescence (ranging
from 0 to 100%, which equalled saturation) of band E (CG30084; C) and band D (7nT; D) from the specified genotypes. All RT-PCRs were within the
linear range of amplification. Abbreviations used: 16-18 h after egg laying embryos (E); 2-day oid pupae (P); 6-30 h after eclosion adults (A). All

missplicing events were detected at least twice from jndependent RNA extractions.

doi: 10.1371/journal.pone.0001595.9g004

of the closely related Diap2 protein (gmr-diap2 fusion construct).
Furthermore, th4 and th5 dominantly enhanced mblIC overexpres-
sion in the Drosophila eye [28].

The sev-Gal4>UAS-i(CTG)4g0 eye phenotype was enhanced by
halving the genetic dose of the mRNA export factor Aly. Several
observations indicate a ciése relationship between mRNA export
factors and exon junction complex (EJC) components [29].
However, when we tested a lethal mutation in EJC core
component tsunagi (tsuEP567) we found no effect. In summary we
identified four cellular processes likely altered by CUG repeat

RNA: gene transcription, cell adhesion, programmed cell death
and export of nuclear transcripts.

Targeted expression of expanded CUG repeats to the
mushroom bodies produces a temperature-sensitive
pupal lethal phenotype

Mushroom bodies (MBs) are brain structures involved in
leaming, sleep and memory. Because of the central nervous
system involvement in DM 1, we targeted expression of (CUG)60

Table 1. Genetic enhancers and suppressors of a CUG-dependent rough eye phenotype

Gene Descriptlon

cnc bZIP transcription factor

seven up orphan nuclear receptor

Nurf-38 Nucleosome remodeling factor

jumeau FKH/WH transcription/remodeling factor
foi zinc ion transponer

viking alpha 2-chain type IV collagen

coro F-actin binding protein coronin

Csk negative regulator of Src protein family
spinster cell death-inducing transmembrane protein
thread inhibitor of apoptosis protein

Aly mRNA export factor

CG4589 putative calcium binding protein

probably affects mAcR-60C or slik
unknown

unknown

Line LOF/GOF alieles
K3)j5E7 cnc0392' S
svp’, svp07642 E
1(2)k16102 Nurf-38k'6°02 s
1(3)j8B6 jamao06439.y W 70 s
1(3))8E8 for'™8 foT40’3 S
1(2)k00236 vkgk00236 E
1(2)k08011 coro" 8 s
1(3)j1D8 Csk/'08 s
1(2)k09905 spink0990s S
thread4'th CP330i E/S
Aly02267 E
I(2)k 10502 . E
1(2)k00808 i H s
1(2)k05911 s
1(2)k09907 E

Mutations assayed in the screen (Line). LOF/GOF column designates other loss (LOF) or gain-of-function (GOF) alieles showing interaction, or confirms that the line
assayed is a known aliele of the indicated gene, svp', thread4 and Alyp2267 were tested as candidate interacting mutations. None of the modifiers exhibit dominant eye
phenotypes on their own. A second vkg loss-of-function aliele (vkg0°209) did not significantly modify eye morphology. Abbreviations: basic-leucine zipper (bZIP); fork

head winged-helix (FKH/WH); Suppressor (Su); Enhancer (En).
doi:10.1371/journal.pone.000I 595.t001
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Figure 5. Dominant genetic enhancers and Chemical suppressors of CUG-induced phenotypes. Stereomicroscope (A, B) and SEM C-H)
views of adult Drosophila eyes. Female flies with the genotype sev-Gal4 UAS-i(CTG)4gd+ (A, C, E) show eyes smaller than normal and externally rrugh.
Both features increased in female flies heterozygous for svp’ (B), Aly02267 (D), thread4 (F) and vjkingk®  (H) in the same genetic background wh*reas
overexpression of th (thfP330B G) considerably improved morphology. Flies were raised at 25°C. (I) Percentage of viable females from crosses betveen
the X-linked 703Y-Gal4 line and lines carrying the UAS-ifCTG)" or UAS-fCTG)#) transgenes (note that only F, females express CUG RNA) at difhrent
temperatures. Only expression of 480 CUG RNA exhibited a temperature-dependent semilethal phenotype. Three independent MB-specificGal4
driver lines showed a similar behaviour. (J) Emerged/non-emerged ratio measures the likelihood of survival of CUG-expressing females in cmtrol
(-drug) and drug-treated flies (+drug). Abbreviations: 1, spironolactone; 2, metoclopramide; 3, ketoprofen; 4, nefopam; 5, orphenadrire; 6,

proglumide; 7, ethisterone; 8, jndomethacin; 9, clenbuterol; 10, thioguanosine.

doi:10.1371 /journal.pone.0001595.9g005

and i(CUG)480 RNA to the Drosophila MBs (Figure 51). Expression
with the X-linked 103Y-Gal4 driver was not deleterious at 25°C.
However, an increase in the level of expression (by raising the
temperature) originated a female-specific semilethal phenotype in
Fi mature pupae expressing 480 interrupted CUG repeat RNA
(Figure 5A). 28°C ofFered a threshold to CUG toxicity since only
about 20% of emerged Fi individuais were females (versus 50%
expected) and some died during eclosion.

Reducing the genetic dose of mbl in a background expressing
CUG repeats in the MBs (103Y-Gal4/+] mbF7/+; UAS-
i(CTG)+s0/+) reduced the number of F] females six fold compared
to control flies that expressed CUG repeats only (p<0.001; Figure
83). Henee, targeted expression of i(CUG)480 RNA to the MBs
sensitizes flies to the genetic dose of mbl supporting that the
expression ofCUG RNA in neurons reproduces a pivotal aspect of
the DM1 pathogenesis, namely partial loss of mbl function.

Chemical modifiers of a CUG-induced neuronal
phenotype

At 28°C the semilethal phenotype of 103Y-Gal4>UAS-(CTG)480
flies was highly sensitive to small changes in expression of CUG
RNA and was easy to quantify. It therefore provided a tool to
screen Chemical suppressors of the neuronal toxicity to CUG
RNA. To this end, we assayed the ability of 400 compounds from
the Prestwick Chemical Library (PCL), a collection of drugs
selected for their biological activity, to increase viability of female
flies expressing i(CUG)48ii RNA in their MBs.

Drugs were tested individually diluted in nutritive media to
=5 JiM, which carried along the maximum amount of Dimethyl
Sulfoxide (DMSO) that flies could tolérate (Figure S4), and the

;(* . PLoS ONE | www.plosone.org

number of adult females was compared to Controls (Figure 5J).
Statistical analysis identified ten molecules (p<0.01; 2.5fo of
total tested) that significandy suppressed CUG-induced letlality
(Table SI).

Chemical suppressors were classified into five catepries
according to their mechanism of action (MOA), including non-
steroidal anti-inflammatory agents, and drugs showing activiy on
sodium and calcium metabolism (Table 2). Dopaminergic and
cholinergic neurons enervate motor neurons, which are amorg the
most abundant neuron populations in the Drosophila MBs [30],
[31]. Two classes of compounds identified specifically actel on
dopaminergic and cholinergic neurons, which suggests that
i(CUG)480 RNA is toxic to these cell types. Genetic evicence
supports this hypothesis; targeted expression of i(C UG )480 RT*A to
dopaminergic (Ddc-Gal4) and cholinergic (Cha-Gal4) neirons
caused lethality (data not shown). Significandy, sodium chmnel
blocker clenbuterol, which has been suggested effective to treat
membrane excitability disorders including myotonic syndnmes
[32], [33], improved viability.

Compounds inhibiting Gal4 activity would lower trangene
expression thus reducing toxicity to CUG RNA. Similarly, Irugs
might be working by stabilizing or degrading the CU G repeat LNA.
To address these issues we first drove expression ofthe reporter UAS-
lac% with the 103Y-Gal4line and measured B-galactosidase actiuty in
flies taking suppressor drugs and Controls (Table Sl). None «f the
Chemical suppressors tested significandy altered reporter expresion.
Second, we measured the level of expression of 480 interripted
CUG repeat RNA under the same conditions used for the chenical
screen in flies taking suppressor compounds and Controls tiking
DMSO. Levels of expression were comparable for all tested Irugs
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Table 2. Chemical suppressors of a CUG-induced semilethal
phenotype

Biological Activity Drug

Non-steroidal anti-inflammatory agents Ketoprofen'

Indomethacin®
Activity on dopamine r and Nefop

uptake inhibitors

hydrochloride™

Metoclopramide monohydrochloride**

Muscarinic, cholinergic and histamine
receptors inhibitors

Orphenadrine dydrochloride”

Proglumide™*

Activity on Na+ and Ca+2 metabolism Clenbuterol hydrochloride**

Spironolactone’

Other activities Thioguanosine'

ffh/sferone**

‘indicates p-value<0.01

“indicates p-value<<0.001

Chemical suppressors of a CUG toxicity phenotype in pupal brain. Chemical
suppressors were sorted by primary pharmacological activity. Assignments are
based on different online sources, mostly PubChem and DrugBank databases.
doi:1 0.1371/journal.pone.000I 595.t002

(Figure S1B). Taken together these results suggest that candidate
drugs did not significandy alter expression or stability ofCU G repeat
RNA and thus act through alternative mechanisms.

Discussion

Drosophila flies expressing 162 puré CTG repeats in the context of
a 3'UTR reporter gene show no detectable pathological phenotype
despite forming discrete ribonuclear foci in muscle cells [4]. This
suggests that ribonuclear foci are not direcdy pathogenic but also
that Drosophila might be refractory to CUG-induced toxicity since
162 puré CTG repeats are well within the pathogenic range in
humans. In an attempt to express larger C TG repeat expansions, we
and others [5] used synthetic, interrupted, CTG repeat minigenes
[34] to model DM1 in flies. This was necessary because
manipulation of large CTG repeat expansions is difficult due to
their intrinsic instability and failure to amplify by PCR. Interrupted
minigenes have been shown to reproduce molecular alterations
characteristic of DM 1, in particular missplicing of cardiac troponin T
[34] and colocalization with Muscleblind in the cell nucleus ([35],
[5]; this work). In the fly, targeted expression of 480 interrupted
C TG minigenes to the eye precursors generated phenotypes sensitive
to the genetic dose of muscleblind and in the adult musculature
produced muscle degeneration ([5], this work). Furthermore, we
describe missplicing of muscle transcripts (CG30084 and troponin T).
Although these are all alterations consistent with interrupted CTG
repeats reproducing the behavior of puré CTG repeats, it remains
formally possible that interrupting CTCGA repeats initiate
molecular alterations unrelated to those of puré CUG repeat
RNA, or somehow modify CUG-dependent toxicity. In this regard
recent evidence shows that CGG trinucleotide repeats in permuta-
tion alieles of the fragiie xgene (FMRI) cause neurodegeneration in
Drosophila [36], [37] and involve disruption of RNA-binding protein
function (hnRNP A2, Pura and CUG-BP1) as simiiarly described for
alternative splicing regulators Muscleblind and CUG-BP1 in DM 1.
Thus, trinucleotide repeats simiiar to CTG have the capacity to
cause RNA gain of function effects through mechanisms distinct
from those described for CTG repeats.
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DM1 was the first example of spliceopathy, i.e. expression of
splice producis that are developmentally inappropriate for a
particular tissue. CUG repeat RNA eflectively misregulated
alternative splicing of Z-band component CG30084 in Drosophila,
leading to a strong increase of a transcript isoform we detect as
RT-PCR band E (Figure 4A), whereas such isoform was almost
absent in control adult flies. Simiarly, expression of a Drosophila
TnT transcript isoform we detect as RT-PCR band D (Figure 4B)
was repressed in pupae expressing CUG repeat RNA, also leading
to a developmentally abnormal alternative splicing. Expression of
60 CUG repeats altered alternative splicing of CG30084 and TnT
transcripts although these repeats did not appreciably affect
muscle morphology and did not accumulate in ribonuclear foci.
The apparent mismatch between molecular and ceiiular markers
of pathology merits further consideration. First, we detect a mid
eye phenotype in flies expressing 60 CU G repeats (Figure 3E) thus
suggesting that 60 C TG repeats are indeed toxic to Drosophila cells
but the phenotypes may be too weak to detect. Second, because
the role of the ribonuclear foci in the disease State is currently
unclear (foci are not pathogenic per se, at least in Drosophila [4]),
absence of foci is not evidence that 60 C TG repeats are not toxic
to Drosophila cells. Finally, the relevance of the alternative splicing
alterations we detect in the TnT and CG30084 genes is currently
unknown. However, we do note that all normal alternative splicing
products are detected in CG30084 and appearance of band D is
only delayed in TnT splicing. Therefore, we suggest that the
apparent lack of match between phenotype and molecular defects
in flies expressing 60 CUG repeat RN A might stem from the very
different sensitivities of molecular methods and standard pheno-
typic assessment methods. Expectation was that flies expressing
toxic RNA would show splice abnormalities typical of mbl loss-of-
function [10]. However, we can not verify this prediction because
no loss of mbl function phenotypes have been described in pupae
and adults so far. We do notice, nevertheless, that expression of
CUG repeat RNA in Drosophila embryos does not mimic molecular
alterations described for mbl mutants [11], but we found
inconsistencies in such description (Figure S2). It is also likely that
sequestration of Mbl by CUG RNA is incomplete, thus not
generating a mbl nuii-like molecular phenotype. Indeed, the
splicing of CG30084 was unaflected in mbl heterozygous embryos
[11] demonstrating that even a reduction 0of50% in Mbl protein is
insufficient to interfere with splicing of CG30084.

Splicmg of defined pre-mRNAs is defective in DM1, but the
cellular readout of those changes is only beginning to be
understood. The isolation of genetic enhancers and suppressors
ofa CUG-induced phenotype provides an unbiased approach for
their identification. Our genetic screen recovered transcription
and chromatin remodeiiing factors as modifiers.
observations have linked CUG toxicity to altered gene transcrip-
tion [38]. Weakened ceii adhesion due to impaired basement
membrane, cell adhesion receptors, or both, might explain
detachment of subretinal cells and sensitivity to the genetic dose
of basement membrane component vkg and genes also influencing
cell adhesion and cytoskeleton dynamics such as cnc [23], coro [25],
and foi [26]. CUG repeat RNA might impair cell adhesiéon and
sensitize celis to programmed ceii death thus accounting for the
reduction in eye size, and interaction with pro-apoptotic spin and
apoptosis inhibitor th. Ceii loss has been reported in specific brain
areas of DM1 patients [1]. Cultured DM1 lens cells also show
increased cell death, although the triggering event appears to be
high intraceiiular Ca2+ levels [39]. Isolation of mutations in
mRNA export factor Aly as enhancers, finally, possibly under-
scores the relevance of changes in nuclear accumulation of
(CUG)ss0 transcripts for toxicity.

Previous
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Out of 400 drugs tested we identified ten that notably alleviated
neuronal toxicity to CUG RNA. Assuming that the known MOA
of the suppressor drugs apply to Drosophila, we found a number of
molecules that inhibit neuron excitation through distinct mecha-
nisms. These include dopamine D2 receptor antagonists (meto-
clopramide), inhibitors of monoamine reuptake (nefopam), and
muscarinic and histamine receptor blockers (orphenadrine).
Mutations that decrease or increase membrane excitability are
known to trigger neurodegeneration to varying degrees in
Drosophila [40]. Expanded CUG repeats might similarly induce
excitotoxicity to MB neurons. Alternatively, neuronal hyperactiva-
tion may affect motor neurons in the brain, because pupae failed
to emerge but were viable if released from puparium manually.

Using our CUG RNA fly model we identified mutations and
drugs that significantly modified CUG toxicity phenotypes. These
results advance our understanding of the cellular processes altered
by CUG RNAs and provide a proof-of-concept data that Drosophila
DMI models can be successfully utilized for chemical screens.

Materials and Methods
Drosophila transgenics

Construct UAS-(CTG)gy was generated by subcloning 54
uninterrupted CTG repeats from the pCTG54 plasmid [41] into
the FcoR1/BamHLI sites of the Drosophila expression vector pUAST.
Sequencing of the construct revealed that repeats expanded to 60
during cloning. Because DM1 alleles carrying longer expansions
probed intractable we decided to use synthetic CTG repeats
interrupted every 20 CTG units by the sequence CTCGA [34].
CTG repeats in sp72 (Promega) were digested with Xhol and
cloned into the same site in pUAST to generate the UAS-i{(CTG) 49
construct. Both transgenes were injected into y'w’/’® embryos and
independent lines established (6 UAS-(CTG)gy and 14 UAS-
1(CTG)4g0). Nine out of 14 UAS-i(CTG)4gp lines were crossed to
T80-Gal4, sev-Gald, gmr-Gald and Mhc-Gald (see below for a
description of these drivers) at different temperatures of culture. Of
these, seven (1.1, 2.2, 3.3, 6.4, 7.1, 9.2, 13.1) revealed externally
similar phenotypes in eyes, thorax/wing positioning, or ability to
fly. Subsequent experiments were carried out with transgenic line
1.1, except for the assessment of nuclear CUG repeat RNA foci
formation, which was also performed with transgenic line 2.2
giving the same qualitative result. Transgenic flies UAS-mbIC:GFP
will be described elsewhere. Briefly, the coding region of mblC was
amplified by PCR and cloned in frame with GFP into peGFP-N3
(Clontech). The entire fusion gene was excised with BglI1/Noil and
subcloned into pUAST digested with the same enzymes.
Transgenic flies were generated as above.

Fly strains and crosses

Mhe-Gald was obtained from G. Davis [42]; gmr-Gal4 from A.
Ferrus (Instituto Cajal, Madrid); sev-Gal4 from M. Mlodzik (Mount
Sinai School of Medicine, New York); 103Y-Gal4 from ].D.
Armstrong [43] and Ddc-Gal4 from Mel Feany [44]. All other
strains were from the Bloomington Drosophila Stock Center
(Indiana) except for our own mbl mutant stocks and UAS-MBNLI
flies [45]. mbl’’% is a P{lacW} insertion approximately 57 bp
upstream of the mbl4 mRNA start site 146 . mb™ is an imprecise
excision from P{lacW} insertion mbi’>**” that removes exons 1
and 2 [47]. Females of the genotype y’ w8 UAS-i(CT G) 4801.1 sev-
Gal4/TM3 were crossed to males from a collection of 695 P{lacW}
lethal insertions on the 2" and 3™ chromosomes [48]. To produce
the genotypes shown in Figure 2A y'w'!’%; UAS-(CTG)4s 1.1
females were crossed to y'w'!’%; hs-Gal4/Cy0 y*; UAS-mbIC:GFP/+
males and adult offspring, in plastic vials, were heat shocked at
37°C for 1 h.
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Scanning electron microscopy (SEM) and histology

Adult Drosophila eyes and thoraces were dissected out and
embedded in Epon for transversal semi-thin sectioning [49] or
processed for SEM [50]. Alternatively, thoraces were embedded in
OCT and transversal sections (12 pm) were taken with a Leica
CM 15108 cryomicrotome. Sections were processed for in situ
hybridization with a Cy3-labeled (CAG),o probe and fluorescent
detection of the MblC:GFP fusion protein as described [4]. SEM
images were from a HITACHI S-2500. Image Manager Leica
IM50 software was used to acquire cross-sectional muscle and
vacuole areas.

Reverse transcription-polymerase chain reaction (RT-PCR)
assay

Total RNA was extracted using Tri-Reagent (Sigma). To
analyze the splicing patterns, 5 pg of total RNA were treated with
DNase I and reverse transcribed (RT) with SuperScriptll RNase
H™ RT following instructions from the provider (Invitrogen).
10 pl of a 1:25 dilution (CG30084), 1 pl (Drosophila TnT) or 1 pl of
a 1:100 dilution (Rp49) of the RT reaction were used as template
in a standard 50 pl (CG30084) or 20 w1 (TnT, Rp49) PCR using
TaKaRa LA Taq (CG30084) or Thermus thermophilus DNA
polymerase (Netzyme, NEED) (Tn7, Rp49) polymerases. For
cycling conditions, primer sequences and annealing temperatures
see supplementary materials and methods (Text S1) and Table S2.

Compound administration and screen

Laying pots from en masse crosses (uw; + UAS-
{(CTG)4g01.1x103Y-Gal4/Y; +; +) were periodically checked for
first instar larvae. Ten male larvae of the genotype yw/Y; +; UAS-
i(CTG)50/+ and 20 female larvae with the genotype yw/103Y-
Gal4; +; UAS-i(CTG)q4gp/+ were hand-picked and transferred to
vials with 1 ml of Instant Drosophila Medium (SIGMA) containing
5 uM of compound or 0.1% DMSO in controls. 400 compounds
of the PCL (Tables S3 and S4) were individually tested in
triplicate. Cultures were grown at 28°C and the sex of adults
scored. Males were used as internal controls to discard unviable
cultures or toxic drugs. Compounds showing activity in the initial
screen (p<<0.01; 30 drugs) were independently tested two more
times in triplicate as above. For B-galactosidase activity readings
and DMSO toxicity assays see supporting materials and methods.

Statistical analysis

For the chemical screen, the following modification of the
Fisher’s exact test (x=0.01) was used to analyze data from small
size samples:

a+] a+1

_ ._ (a+b)c+d)(a+)(b+4d)!
P= ZP‘" — @+ 1-Yb—1+)(c—1+)d+1—i)n!

i=1

where a is emerged females from control; b is dead females from
control; ¢ is emerged females form drug treated culture; d is dead
females from drug treated culture. The number of emerged and
dead females after drug administration was compared to that in
control cultures. Data from all replicates was summed up and
treated all together in order to increase the power of the test giving
a final n =60 (initial screen), or 180 for those drugs that were re-
tested. We note that because the test we developed is exact,
meaning by that we know the probability of the first species error
and the potency of the test, the number of false positives does not
increase with the continued use of the test. A t-student test was
applied to all other comparisons between two groups.
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Supporting Information

Text 81 It contains supplementary material and methods and
supplementary reference list

Found at: doi:10.1371/journal.pone.0001595.s001 (0.04 MB
DOC)

Figure 81 Levels of transgene expression. RT-PCR detection of
CUG repeat RNA from UAS-(CTG)60 and UAS-(CTG)480
transgenes (A) and from UAS-i(CTG)480 (B), driven by the
indicated Gal4 line, in the presence of DMSO (control, 1),
spirolonactone (2), clenbuterol (3), metoclopramide (4), ethisterone
(5), orphenadrine (6), thioguanosine (7), and ketoprofen (8) at the
same concentrations used in the chemical screen. RNA from yw
flies was used as negative control and Rp49 transcripts were
amplified as control of input RNA. (A) Levels of expression from
both the UAS-(CTG)60 and UAS-i(CTG)480 transgenes were
equivalent both in pupae (P) and adult flies (A).

Found at: doi:10.1371/journal.pone.0001595.s002 (4.24 MB TIF)

Figure 82 Genomic organization of CG30084 and alternative
splicing isoforms detected. Exon usage in RT-PCR bands A to D
(embryonic) and E (adult) according to the nomenclature used in
Figure 3A. Bands A to D correspond to bands a to d in [11].
According to our results exon 12b is not detected in any RT-PCR
product and exon composition of all bands shows inconsistencies
with the published description [11].

Found at: doi:10.1371/journal.pone.0001595.5003 (0.37 MB TIF)

Figure 83 CUG repeat RNA interferes with Muscleblind function
in the brain structures the mushroom bodies. Expression of
expanded CUG repeat RNA in the mushroom bodies of female
flies is detrimental as only 32 individuals out of 214 were fermale in
contrast with the expected 107 (second column; O/E ratio of 0.3).
Flies heterozygous for mbl mutant allele mblE27 that simultaneously
express CUG repeat RNA in their MBs show a further six fold
reduction in viable female flies. 5 flies of the genotype of interest out
of 368 were observed versus an expected number of 92 (O/E ratio of
0.05). Note that the presence of the transgene alone does not affect
survival as the O/E ratio in males is still 1. These results show that
muscleblind function is compromised in CUG-expressing MB
neurons, thereby confirming the relevance of this phenotype to
study DM1 defects in the brain. *** indicates p-value <<0.0001.

Found at: doi:10.1371/journal.pone.0001595.s004 (0.72 MB TIF)

Figure 84 Toxicity of DMSO carrier. yw larvae were fed food
containing increasing concentrations of DMSO and the number of
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