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Two Nobel awards for RNA

This year, the Royal Swedish Academy of Sciences awarded its prizes in Chemistry and
Physiology or Medicine to researchers working in key aspects of the regulation of gene
expression. The reasons for the choice of awardees, the historical context and impact of their
research are discussed.

Este ano, la Academia Real Sueca de Ciencias otorgd sus premios de Quimica y
Medicina a investigadores que trabajan en aspectos claves de la regulacion de la expresion
génica.

La informacion necesaria para la supervivencia, mantenimiento y crecimiento de
nuestras células esta contenida en los genes, compuestos de acido desoxirribonucleico (DNA)
y localizados en el nicleo. Cuando se requiere la informacion guardada en un determinado
gen, éste se "expresa" promoviendo la generacién de una copia de si mismo compuesta de
acido ribonucleico (RNA). A este proceso de copiado se lo denomina transcripcion. Luego de
sufrir una serie de modificaciones, este RNA "mensajero” (MRNA) viaja fuera del nicleo hacia
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el citoplasma, en donde es leido por una maquinaria que genera a partir de él una proteina.
Para que se pueda producir el mMRNA, los genes contienen regiones denominadas promotores,
que son capaces de reclutar a una serie de proteinas que conforman la maquinaria de
transcripcion. Esta basicamente reconoce el inicio del gen y es capaz de fabricar el mMRNA en
el momento y cantidad requeridos.

Las células de nuestro higado son distintas de nuestras neuronas porque -a pesar de poseer la
misma informacion genética- expresan distintos genes en distintas situaciones. Asimismo, las
células normales pueden volverse tumorales cuando se altera la expresién de ciertos genes
responsables de funciones esenciales tales como el control de la proliferacion. Es decir, que en
la regulacion de la expresion génica esta la clave para entender estos procesos.

Premio Nobel de Quimica 2006: Roger Kornberg

Una vida dedicada a la transcripcion del RNA

El premio Nobel de Quimica 2006 fue otorgado a Roger Kornberg, de la Universidad de
Stanford, EE.UU, quien dedicé toda su carrera cientifica a estudiar distintos aspectos del
proceso de transcripcion. Durante su postdoctorado en los afios 70 descubri6 los nucleosomas,
mientras trabajaba con los premios Nobel Aaron Klug y Francis Crick, en el Laboratorio de
Biologia Molecular del Medical Research Council (MRC), en Cambridge, Reino Unido.

Los nucleosomas son estructuras formadas por unas proteinas llamadas histonas, alrededor de
las cuales se empaqueta el DNA. Todo el DNA de la célula se halla empaquetado en series de
nucleosomas, constituyendo la cromatina. Hoy sabemos que la regulacion de la expresion de
los genes esta determinada en parte por la estructura de la cromatina.

Una vez en su laboratorio de Stanford, Kornberg se abocd a estudiar la maquinaria de
transcripcion de los eucariontes (organismos cuyo DNA se encuentra en el nucleo). Eligié como
sistema de estudio a las levaduras, organismos unicelulares muy sencillos de cultivar en el
laboratorio. Estas resultaron un muy buen modelo de estudio ya que la maquinaria
transcripcional se encuentra en todos los organismos vivos y que hoy sabemos que con
excepcion de las bacterias (que carecen de nulcleo) es muy similar en todos ellos.

Al mismo tiempo, muchos otros laboratorios estudiaron la maquinaria transcripcional en
levaduras o en otros sistemas biolégicos. Asi, se establecidé que ésta se compone de una serie
de proteinas denominadas factores generales de transcripcion (GTFs), que son reclutados por
el promotor y que a su vez reclutan a la RNA polimerasa Il (pol Il), la proteina encargada de
fabricar el mRNA. También se describié la existencia de otras regiones de los genes,
denominadas enhancers, que a su vez reclutan a los coactivadores, proteinas capaces de
estimular el reconocimiento del promotor por parte de la pol II.

Kornberg se destacé al descubrir un complejo de unas veinte proteinas, que denominé
mediador, que asiste al reconocimiento de los promotores por parte de la maquinaria
transcripcional. El mediador puede reclutar coactivadores y también represores de la
transcripcion (Figura 1). La caracterizacion de este complejo permitié entender el hecho de que
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los enhancers ejercieran su efecto sobre los promotores aun a grandes distancias. En distintos
tejidos, los enhancers reclutan distintos tipos de coactivadores y de complejos mediadores, lo
cual explica en parte la expresion diferencial de tejidos de ciertos genes.

Mediador

Transcripcion

(% Reclutamiento de RNA Pol I

Reclutamiento de
GTFs y Mediador TS

Figura 1: La magquinaria transcripcional de levaduras
El esquema representa la region del inicio del gen (linea negra). El promotor (flecha negra) recluta factores generales de
transcripcion (GTFs, 6valos rosas). El complejo mediador (6valos celestes, rojos y amarillos) actia de puente entre los
coactivadores que recluta el enhancer (6valos verdes) y los GTFs. Esto permite a la RNA polimerasa |l reconocer a la region
promotora del gen e iniciar la transcripcion. Adaptado de (1).

Recientemente, el laboratorio de Kornberg se dedicé a obtener una imagen del proceso
de transcripcion en accién. Para ello, obtuvo imagenes de los complejos DNA-pol [I-RNA
mediante cristalografia de rayos X. Esta técnica consiste en obtener grandes cantidades del
objeto de estudio muy puro, en forma de cristales, que luego se irradian con rayos X. La
dispersion de los rayos al atravesar los cristales permite deducir -mediante ecuaciones- la
composicién de atomos de la molécula. Obtener la estructura 4tomo a atomo de semejante
complejo macromolecular fue un logro sorprendente, comunicado por la revista Science en el
afo 2001, ver Figura 2.
¢Para qué sirve obtener una imagen del complejo en accion? No se puede entender ni
manipular lo que no se conoce, y conocer los detalles de la estructura macromolecular permite
no solo explicar los efectos de ciertas mutaciones o cambios hallados en la naturaleza, sino
también saber qué regiones de la pol Il son claves para su interaccién con el DNA y el RNA, y
eventualmente seleccionar farmacos que modifiquen estas interacciones. Tales farmacos son
herramientas invalorables en el estudio de la regulacion de la expresién génica y hasta podrian
ser usados en terapias moleculares para tratar enfermedades humanas.
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Figura 2: El complejo transcripcional en accion.
Imagen del complejo transcripcional compuesto por DNA, RNA polimerasa Il y transcripto de
RNA, obtenida por cristalografia de rayos X. En gris se muestra la estructura de la RNA
polimerasa Il, en azul, el DNA que se usa como "molde" en la transcripcidn, y en rojo, el RNA
transcripto. Adaptado de (2).

Sin duda fue necesaria la contribuciéon de muchisimos investigadores de diversas instituciones
para alcanzar el nivel de conocimiento actual que se tiene de la maquinaria transcripcional. La
Academia Sueca quizas haya querido premiar a Roger Kornberg por la dedicacion de toda una
vida a la transcripcion, con numerosas contribuciones seminales y coronada con la imagen del
complejo transcripcional en accion.

Para algunos, este premio habria sido méas apropiado para la categoria Fisiologia o Medicina.
El comité de seleccién defendié su eleccién basandose en que la obtencién de la imagen del
complejo de transcripcion a alta resolucion

es pertinente para un premio Nobel de Quimica. Quizas lo que subyace a esta discusion es tan
s6lo el hecho de que estas categorias estancas -creadas hace mas de un siglo- van perdiendo
sentido a medida que la ciencia se vuelve mas y més interdisciplinaria.

Es interesante destacar que Kornberg es un buen ejemplo de como las escuelas cientificas
pueden producir excelencia en forma sostenida. No solo es hijo de otro premio Nobel (Arthur
Kornberg, 1959, por el descubrimiento de la DNA polimerasa) sino que, como se menciond
antes, se formé en el MRC bajo la supervision de cientificos cuyos trabajos contribuyeron a la
descripcion de la estructura del DNA.

Premio Nobel de Fisiologia o Medicina 2006: Andrew Fire y Craig Mello

Genes silenciados, de las petunias a los gusanos

10
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A principios de los afios 90, un grupo de investigacion en EE.UU y otro en Holanda estaban
estudiando la ruta de biosintesis de pigmentos en las flores de petunia. Con el fin de lograr
flores de color mas intenso, los investigadores generaron plantas transgénicas que debian
expresar cantidades altas de la enzima clave de este camino biosintético. Sorprendidos,
observaron que algunas de las petunias transgénicas eran blancas. Es decir que no sélo no
fabricaban altas cantidades de la proteina en cuestidon sino que, por el contrario, habian
silenciado su expresion tanto a partir del transgen como del gen enddgeno o propio (Figura 3).
Por otro lado, el grupo de investigacion de David Baulcombe, en el Reino Unido, demostraba
que, al introducir genes virales en plantas transgénicas, se las protegia de la infeccién por el

virus. En tanto en Roma, otros investigadores hicieron observaciones similares en el hongo

b
Lt ]

Figura 3: Silenciamiento de la pigmentacion de las flores

La figura muestra flores de petunias transgénicas para la chalcona sintetasa, principal
responsable de la expresion de pigmentos en las flores. Las petunias originales eran
de color azul oscuro. Las distintas plantas muestran diferentes grados de
silenciamiento del gen. Tomado de (3).

Neurospora crassa.

En ese momento se desconocia el mecanismo por el cual ocurria esto, y se especulaba que el
silenciamiento estaba de algin modo mediado por el RNA y que se debia a modificaciones en
el DNA que alteran su interaccion con las histonas.

Unos anos después, estudiando la regulacién de la expresion génica en el gusano nematodo
Caenorhabditis elegans, Andrew Fire y Craig Mello encontraron que la inyeccion de RNA doble
cadena correspondiente a una proteina de musculo, provocaba el mismo comportamiento que
el de los gusanos que carecian totalmente del gen para la proteina en cuestion. Extendieron
esta observacion a muchos otros genes, concluyendo que es posible silenciar la expresién de
un gen a través de la introduccién del RNA doble cadena correspondiente. Aln mas, este
silenciamiento se dispersaba a lo largo del gusano y era heredable, segin se reportd en la
revista Nature, en 1998. Por fin se podia explicar el silenciamiento que se habia observado en
las plantas y los hongos. Este hallazgo provey6 de una herramienta fundamental a la genética
funcional, que marcé un antes y un después, probablemente sélo comparable al de la invencion
de la técnica de la reaccién en cadena de la polimerasa, PCR (Polymerase Chain Reaction).
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¢ Para qué sirve silenciar un gen? A partir del estudio de los efectos que produce el anular la
expresion de un gen puede deducirse nada menos que su funcién.

Dada la importancia del hallazgo no tardaron en describirse los detalles del mecanismo por el
cual estos RNA bloquean la expresion génica. Mientras que el DNA de los genes esta
compuesto por dos hebras o cadenas de DNA complementarias, el RNA transcripto a partir de
él es de simple cadena. Algunos virus generan RNA doble cadena (RNAdc) dentro de las
células a las que infectan. Lo que los experimentos de Fire y Mello permitieron descubrir fue
que las células infectadas detectan estos RNA de cadena doble y montan una respuesta de
defensa, que termina con la degradacion del RNA invasor. En esta respuesta participa la
proteina Dicer, que corta el RNAdc en pequefrios fragmentos de 21 a 23 nucleétidos,
denominados siRNA (por small interfering RNA, en inglés), que luego son reclutados por un
complejo proteico denominado RISC. Este complejo se encarga luego de utilizar la informacién
del siRNA para silenciar especificamente la expresién del gen del cual se habia originado
(Figura 4).
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Figura 4: Los RNA pequefios regulan la expresion génica

La proteina Dicer genera siRNA pequeros a partir de microRNA propios de la célula (miRNA) o de RNA de
doble cadena invasores (RNA dc). El complejo proteico RISC reconoce estos RNA pequeios e impide o la
traduccion de la proteina o la degradacion del mRNA correspondiente a los RNA pequefios. Adaptado de (4)
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En el escaso tiempo transcurrido desde los experimentos de Fire y Mello, florecié el campo de
los microRNA (miRNA). Se descubrié que aparte de participar en la defensa contra infecciones
virales, los RNA pequerios participan en multiples procesos biolégicos a nivel celular, inclusive
en la regulacion de la transcripcion de los genes. Los miRNA estaban en todas partes, pero
hasta hace muy poco, no sabiamos de su existencia.

Por algun tiempo no fue posible el uso de siRNA en células de mamiferos, porque disparaban
la respuesta suicida de interferén de las células. Hasta que en el afo 2001, el laboratorio de
Thomas Tuschl, del Max-Planck-Institute de Goettingen, Alemania, encontré el modo de utilizar
el RNA de interferencia en células de mamifero en cultivo. En cuestion de semanas, la técnica
de siRNA se habia dispersado por los laboratorios de todo el mundo. Esto permitié un progreso
increible en el estudio de la funcién de los genes y también promete un gran avance en
terapias génicas en las que se busca, por ejemplo, silenciar algin gen involucrado en el
desarrollo de tumores.

La espiral de la Historia

Si bien todos los laboratorios mencionados tienen una afiliacion académica, las primeras
observaciones de silenciamiento de genes se hicieron en el contexto del mejoramiento de
cultivos de interés econdmico: la manipulacion del color de las flores en Holanda, la generacién
de plantas resistentes a virosis. Mello y Fire estaban interesados en estudiar la regulacion de la
expresion génica en un nematodo cuando desentrafiaron el mecanismo de silenciamiento por
siRNA que resulté casi universal. Como se mencion6 antes, el impacto de este hallazgo es tan
profundo para quienes investigan la funcion de un gen como para el desarrollo de nuevas
vacunas o terapias génicas.

La historia reciente de los siRNA ilustra cuan dificil es saber hacia donde conduce un proyecto
de investigacion, o intentar encasillarlo en las categorias de ciencia basica o aplicada.
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