1.

VNIVERSITATG D VALENCIA

Programa de doctorado en Biologia molecular y Genética
Departamento de Bioquimica y Biologia molecular

Implicacion de miRNAs en la toxicidad mediada por
expansiones de repeticiones CTG en

Distrofia MiotOnica

Tesis doctoral
Presentada por: D. Juan Manuel Fernandez Costa
Dirigida por: Prof. Dr. D. Rubén D. Artero Allepuz






Departament de Genetica

DVALENCIA

Dr. D. RUBEN D. ARTERO ALLEPUZ, Profesor Titular del Departamento de
Genética de la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la Universitat de Valencia

INFORMA

que D. JUAN MANUEL FERNANDEZ COSTA, licenciado en Ciencias
Biologicas, ha realizado bajo mi direccion el trabajo de investigacion recogido en
esta memoria bajo el titulo “Implicacién de miRNAs en la toxicidad mediada por
expansiones de repeticiones CTG en Distrofia Miotonica”.

Revisado el presente trabajo, expresa su conformidad para la presentacion del
mismo en el Departamento de Genética de la Universidad de Valencia, por
considerar que retne los requisitos necesarios para ser sometido a discusion ante el
Tribunal correspondiente, para optar al grado de Doctor por la Universitat de
Valencia.

En Valencia, a 13 de octubre de 2015

Fdo. Dr. D. Rubén D. Artero Allepuz






El autor de la presente Tesis Doctoral disfrut6 de un beca para la formacién de personal
investigador de caracter predoctoral de la Conselleria d” Empresa, Universitat i Ciéncia de la
Generalitat Valenciana (BP106/494).

Este trabajo se ha enmarcado dentro del proyecto “Nuevas dianas terapéuticas para la
Distrofia Miotdnica: analisis de microRNAs en dos modelos de animales de la enfermedad”
financiado por la Fundacion Ramén Areces dentro del XV concurso nacional para la
adjudicacion de ayudas a la investigacién cientifico-técnica.






A mis padres






-Agradecimientos-

Mi madre cuenta que casi desde que empecé a hablar no paré de hacerle preguntas. Ella
y mi padre se esforzaron en contestar a mis preguntas aunque algunas les resultaban
extravagantes para un nilo pequeno. Llegé un dia en que dejaron de tener respuestas a
preguntas cada vez mas complicadas y empezaron a animarme a que buscara las respuestas
por mi mismo. Ahi empezd una vocacién de la que tengo la suerte de poder disfrutar a
diario. Sin duda, los grandes responsables de lo que he conseguido son ellos. Gracias Papas
por apoyarme, por entenderme y por soportarme incluso en momentos en los que ni yo
mismo me soporto. Gracias por enseflarme a perseguir mis suefios, que todo esfuerzo tiene
su recompensa y a vivir la vida con pasién.

Ha habido mucha gente que me ha ayudado en estos afios de evolucién profesional y
personal. Espero no dejarme a nadie, por si acaso, pido perdén por adelantado.

Gracias a Rubén por ser mi mentor, por su paciencia infinita, por proponerme
proyectos apasionantes y por las largas discusiones de las que he aprendido muchisimo y
sigo haciéndolo. A Nuria, por ofrecerme, hace ya unos cuantos ainos, formar parte de esta
gran familia y a Manuel por tener ideas tan interesantes.

A las mamas de DM, Maya, Lidon y Marta, por su ayuda en mis primeras etapas en el
laboratorio. He aprendido mucho de las tres. Al resto de compis, a aquellos con los que he
compartido bancada durante muchos afios, a Yaiza, Vero, Fabrice, Use, Irma, M. Carmen y
Ari. A las nuevas generaciones desearos mucha suerte, sabéis que siempre tendréis mi
ayuda. A mis alumnas colaboradoras por dedicarme parte de su tiempo. Y, por supuesto a
mis chicas, Amparo y Bea, por compartir mucho mds que los experimentos, por hacer que
los momentos buenos fueran mejores y los malos no tan malos. Por las conversaciones en la
escalera, las cenitas, las risas por Mildn, Amsterdam, Berlin, Brighton y Costa Rica!

Al resto de comparieros del departamento, por las tertulias de sobremesa, las cervecitas
de los jueves, las fiestas en casa de Bea, Halloween, Navidad y tantos momentos
inolvidables... A mi Glori, porque un cruce de miradas en el pasillo siempre acaba en una
conversacion reconfortante, por escucharme. A los miembros del PAS por hacernos la vida
mas facil.

A mis amigos, mis Antoni@s y mis Biofriends, porque aunque seamos todos muy
diferentes sois las personas que mejor me conocen. Gracias por tranquilizarme en los
momentos malos y compartir los momentos buenos.

A mi GRAN familia, a todos, porque no solo sois grandes en nimero. A mi hermano,
porque aunque a veces no nos entendemos muy bien, se que siempre podré contar con él. A
Elena, mi segunda mamd, por eso. Y a mi Principito por aparecer en mi vida, darle la vuelta
y enseflarme cosas que no conocia. Por apoyarme, entenderme y aguantarme en estos
ultimos meses de agobio.

A todas y todos mil gracias!

-Juanma-






Indices

Indice general

INETOAUCCION ... 1
1. La Distrofia MiotOnica tiPo 1 ......coecveeueirinereeueininieeeeieineneneesesetseseseseiesesstseesesesessenens 3
1.1. Base genética. Loci DM1 y DM2......cooviiriiriiniiiiiiiccceeeie e 6

1.2. Mecanismo molecular de patogénesis............cccuvueuriiueiricrricirinerninecisienne 7
1.2.1.  Alteracién de factores de splicing alternativo y espliceopatia............. 9

1.2.2.  Alteracién de la traducciéon de mRNAS........coccvvicinicinicrnincicinnn. 10

1.2.3.  Secuestro de factores de transcripCion .........coceceeevvevencereerinerccnennn. 10

1.2.4. Haploinsuficiencia de DMPK ........cccccceuvieivierrineirineeinicisieneienenenenn. 10

1.2.5. Cambios en la estructura local de la cromatina..........cccccevucueunee. 11

1.2.6. Transcripcion bidireccional, RNA de interferencia y traduccién no
candnica asociada @ repetiCiones.........cccueuiueiiciricirincicinieisicceeee s 11

2. Las proteinas de la familia Muscleblind..........ocooceceueurnnencennnenicennnccciereenes 14
2.1. Implicacién de las proteinas Muscleblind en el metabolismo de RNAs 15

2.2.  Papel de las proteinas Muscleblind en DM1 .......ccocoveeueirnnenecreinncncncnen 17

3. Un modelo de DM1 en Drosophila..............cccvcurieuninicunicinicinicicineeinecieienenns 19
4. MICTORNAS ..o 21
4.1. Organizacion genémica de los MiRNAS........ccooceuiiiiniciniccinicnicnen 21

4.2. Ruta de biogénesis de los MiCTORNAS ......cccoeeuriimriiiciniciricieiccccnnens 22
4.2.1. Rutas de biogénesis N0 CaNONICAS.........cceeuriuerricrrinireiriciricieiceenenen. 23
4.2.1.1. Rutas independientes del Microprocesador ............cccceeecuvuiueunnee. 23
4.2.1.2. Rutas independientes de Dicer........ccccoevieuriiiriniciniciniccinincenenenn. 25

4.3. Mecanismos de silenciamiento génico mediado por miRNAs............... 25
4.3.1. Reconocimiento de los transcritos diana ..........cccecccevecuriccuvincicnnenee. 25

4.3.2. Inhibicidn de la traduccion .........ccocceueveuciniciriccinincenicicceeen. 26

4.3.3. Degradacion de mRNAS........ccccoouiivieriiniiinicinicnceeeeeeeeeaene 26

5. miRNAs alterados en DM1.......cccccceuiiiniiininininiciniciicecese e 27
ODJELIVOS w.ueuueririencieieteirtreei ettt ettt ettt bttt ettt bbbt b et st bebeene 29
RESUIAOS ... 33
1. Analisis de la alteracion de miRNAs mediadas por repeticiones CUG............... 35
1.1. Descripcion completa de los miRNAs expresados en moscas adultas .. 37
1.1.1.  Validacién de nuevos miRNAS........ccccooicivicirinciriniciricieeceenen, 41

1.1.2.  Validacion de miR-3R_25........cccoceuviviuiiniciniciriciciecirieeieeeeeanas 44
1.1.2.1.1. El cambio de tres nucledtidos en miR-3R_25 no es un
POLMOTTISINO ...ttt 47



Indices

1.1.2.1.2. El cambio de tres nucledtidos en miR-3R_25 no se detecta en su
horquilla Precursora..... et 48
1.1.2.1.3.  El cambio de tres nucledtidos en miR-3R_25 no proviene de la
region genomica predicha ..., 48
1.1.2.1.4. Lasonda para miR-3R_25 detecta a mMiR-1 ....ccocoeveereurrencucnnne. 52
1.2.  Estudio de la expresién diferencial de miRNAs en un modelo para DM1
€11 DIFOSOPATIA ...ttt ettt 53
1.3.  Lareduccidn en los niveles de expresion de miR-1, miR-7 y miR-10 esta
conservada en pacientes de DM1......cccccernnieieninincceennneneeieeseneeeeieessseeaeaens 56
2. Andlisis funcional de miRNAS relevantes ..........ccccccoveurvenniciniciniceneeneenenens 60
2.1.  Estudio del origen de las alteraciones de miRNAs.........ccceovuvrvririiunnnnes 60
2.1.1. La transcripcién de precursores primarios de miRNAs especificos
estd alterada en moscas DM .......ccocccuviiiiiicinicinicinicesicieeeieeeee s 60

2.1.1.1. Laexpresion del precursor pri-miR-7 esta disminuida en DM1 63
2.1.2. Implicacién de Muscleblind en la desregulacion de microRNAs

€N DM Lo 64
2.1.2.1.1.  Generacion de moscas transgénicas IRy-muscleblind................ 64
2.1.2.1.2. Analisis de la expresion de muscleblind en moscas IRy,-mbl..... 67
2.1.2.1.3. El silenciamiento de muscleblind potencia la toxicidad de los
RNASs con expansiones CUG ..ottt 67
2.1.2.2. Muscleblind es necesario para la regulaciéon de miR-1 en
DIFOSOPRILA ..ottt 69
2.1.3. La alteracién de miRtrones en moscas DM1 no se debe a defectos
en el splicing de SUS PreCUISOTES ........ceucuiiueiriuciricirieieisieieeseeeieee e 71
2.2.  Analisis de la funcién normal de miRNAs relevantes ..........cccocccuvucunenee 72
2.2.1. Analisis de dianas de los miRNAs alterados en DM ...................... 72
2.2.2. Validacién de dianas de miR-1, miR-7 y miR-10a en DM1............. 74

3. Evaluacién en Drosophila de miRNAs especificos como diana terapéutica para la
DMI ottt 77
3.1.  Rescate del fenotipo de atrofia muscular..........cocccceevrreneeennncrcennenenes 77
3.1.1. La expresion de miR-1 en musculo de moscas DM1 no rescata el
fenotipo de degeneracion muscular..........ccoceviccinincciniciniccnincecccnens 78
3.1.2. La expresion de miR-7 en musculo de moscas DM1 empeora el
fenotipo de atrofia MUSCUIAT .....c.c.ovveieevririrccerrcccr e 78
3.1.3. La expresidon de miR-10 en musculo de moscas DM1 no rescata el
fenotipo de atrofia MUSCUIAT .....c.c.ovveeueveiririccerrcer e 80
3.1.4. La expresion de CG6695, el gen hospedador de miR-1003, mejora el
fenotipo de atrofia muscular en moscas DM1.......c.ccccoeuvieivicinincininccnnicnnnnen 80
3.1.5. Analisis del efecto de miR-1003 en el fenotipo de atrofia muscular
de MOSCas DMI.....couiiiiiiiiciiiciciie et snas 81
3.1.5.1.  Generacidon de moscas transgénicas UAS-miR-1003..................... 81

i -



Indices

3.1.5.2. La expresion de miR-1003 en musculo de moscas DM1 no rescata

el fenotipo de atrofia MuUSCUIAr .......cccueuiirirciiccc e 81

3.2.  Rescate de la reduccion en la vida media en moscas DML ..................... 82
DISCUSION ..ot 85
1. Caracterizacion del miRNoma de moscas adultas ..........ccccceeeuviccivvcninicinicnnnnce 87
1.1. miR-3R_25 no proviene de la regién gendémica precursora predicha por
MIRDEEP ..ot 89

2. La desregulacion de miRNAs especificos en DM1 es debida a la expresion de
RNAs con repeticiones CUG ... 90
3. La desregulacion de miRNAs mediada por RNAs con repeticiones CUG esta
conservada en pacientes DML .......ccoocceuenineneereinininccereinireeeseeeesesesesesetseseesesesessssenes 92
4. Las alteraciones de miRNAs en DM1 tienen diferentes origenes...........c..cc....... 94

5. Las alteraciones en los transcritos diana de los miRNAs podrian contribuir a la

sintomatologia de la DM ..ot 95
6. Potencial terapéutico de 1os miRNAS en DM ...c.ccueuriviveemenninenceieinnineceeeenenenes 98
CONCIUSIONES ...ttt 101
Material Y MELOAOS. .....cuuiuiiuiiiiiiiciiciriei e 105
L. Material. ..o 107
1.1.  Material biolOgICO ......ccouiueiriuiiiiiiciiciicric e 107
1.1.1.  Cepas de EScherichia COli ........uieumnneneoeeirninesceciesineeeeesseneenenes 107

1.1.2.  Lineas Celulares ...t 108

1.1.3.  Cepas de Drosophila melanogaster ..............cccvveeneeuniccuriccnunnnns 108

1.1.4. Biopsias MUSCUIATeS ......coeeueuririneurueieirinecieieieireneeeeiet st eeseeesenes 110

1.2, Oligonucledtidos ..o 111
1.2.1. Cebadores para PCR ......cccceceririneieinirineceieinineneeeeieisescesenesseseseesenes 111

1.2.2. Cebadores para PCR cuantitativa en tiempo real (QPCR)............. 112

1.2.1. Cebadores para secUeNCIaCiOn .......c.ceuveeueueurireneeuereirereneeneieereneenenes 114

L1220 SONAAS .ottt 114

1.2.3.  Otros oligonucledtidos .........ccceuieuviiiriiieiniciniciriceiceicieicieieaes 115

1.3, Vectores y CONSIIUCCIONES .......cevvuvvemiiniiiiniinieiccesecsesesss s 115
1.3.1.  Vectores de clonacion ...........cccccvecuvieuninicinicinicininceinceeeieieieienes 115

1.3.2.  Vectores de trasformacion de la linea germinal de Drosophila..... 116

1.3.3.  Construcciones y 0tros VeCtOres.......ccuvviririririsiiiiicmeneienencnencscsescnens 116
1.3.3.1.1. Construcciones generadas por sintesis quimica .........ccccceuueee 116

1.4, ENZIMAS oot 117

1.5, ANHCUETPOS..ciimiiiiiiiiiicitrcctrcctrt ettt 118

1.6, Kits comerciales........ocouieuviiiriniiciniciiceiiceee e 118

1.7.  Programas infOrmatiCos........cccoeeurieurieuriiininieinicieiceiceeeseeeseesenes 118



Indices

1.8, RecUrs0os €N red .......ccoceuiciiciiiiiiiciiciitiece e 119
20 MELOAOS ..ot 119
2.1, Métodos moleculares...........ccccuicuicueiiciniciniceee s 119
2.1.1.  Extraccién y purificacion de acidos nucleicos.........cccoccuvucucuiunnee. 119
2.1.1.1.  Extraccion de DNA gendmico.......c.ccovueuruneuriniucinicinicirincienenenns 119
2.1.1.1.1.  Extraccion de DNA genémico de moscas adultas.................... 119
2.1.1.1.2.  Extracciéon de DNA genémico de embriones de Drosophila .. 120
2.1.1.2.  Extraccion de DNA plasmidico.....c.ccoovreremereirinencecieirenencceerennenenene 120
2.1.1.3.  Purificacion de amplicones de PCR y de fragmentos de
FESTIICCION ot 120
2.1.1.4. Purificacién de DNA en agarosa por electroelucion................... 120
2.1.1.5.  Extraccion de RNA total de moscas.......ccoocvueueuriciricrrinciennencnnne. 121
2.1.1.6. Extraccion de RNA de pequeiio tamafo de moscas.................... 121
2.1.1.7. Extraccion de RNA de biopsias musculares ..........ccccoceeveuerevrenence. 122
2.1.2.  Extraccion de proteinas de MoOSCas .......cocveeeeveererereecueirereneceerensenenene 123
2.1.3.  Amplificacion de DNA por PCR.......ccccouccuvineiviniciniciniciricecennes 123
2.1.3.1. PCRanidada......ccccooiniiiniiiniiiiciicniceceeeeieceeenee 123
2.1.3.2. PCR cuantitativa a tiempo real (QPCR).....c.ccovereueuerrrnccrererrenenees 124
2.1.32.1.  qPCR de MRNAS....corierirceieietstrecieietstreeie et seeeaeae 124
2.1.3.2.2.  qPCR de MiRNAS.....coviiierrccieiertrccieietstseeec et seeeaene 124
2.1.4.  Retrotranscripcion (RT) ...cocccccernneceennenecieieirtreeecieeeseeeie e 125
2.1.4.1. Tratamiento con DNasa L........cccccooiiiiini 125
2.1.42. RT de MRNAS. ..ot 125
2.1.4.3. RT de precursores de miRNAS........cccouveuriveiriniciniciniciriccieennee 125
2.1.44. RT de miRNAS MadUros.......cccoeeuviieirierriciicciiciecieceeee 126
2.1.5.  TranscripCiOn ifl Vitro ... 126
2.1.6. Digestion con RNasa A........cccoouovireiriiiicece s 126
2.1.7. CloNaCiON...c.oiuciieciiciiiiiiciciieec et 127
2.1.7.1.  Clonacién de la construcciéon IRg-muscleblind en pUAST y
PBIUESCTIDE .ttt ettt 127
2.1.7.2.  Obtencion de los transgenes UAS-DsRed-miRNA....................... 127
2.1.8. Deteccion de RNAs pequeios por northern blot ..........ccvevenenee. 127
2.1.9. Deteccion de proteinas por Western bIot .........ooevvecuerenenececenenenence. 128
2.2, Métodos celulares..........cocieiiuciicinicieiieiiccee s 129
2.2.1. Condiciones de cultivo de fibroblastos y transdiferenciacion....... 129
2.2.2.  Recuento de células .........coocceuviiiiiiiiiniciniciicce 130
2.2.3.  Congelacion y descongelacion de células.........cccoouvvririinicicininnines 130
2.3, Métodos histolOZICOS. .......cuiuiuiuiiiiciiiciricce s 130
2.3.1. Preparacion de secciones semifinas de tOraxX..........cccoeeeeuvevcueuniunnce 130
2.3.2.  Analisis de la morfologia de ojos de Drosophila..................c.......... 131
2.4. Seleccion de embriones por citometria de flujo.......cocoeeeeervenccrcirinenenee 131
2.5.  Anadlisis de la vida media de Drosophila ............cocovvveveecvnnencncecenenenence. 133

v -



Indices

2.6.  Analisis de IMAZeNes........ccceuiueiiiiriiiriieiicc s 133
2.6.1. Cuantificacion de la expresion de miRNAs por densitometria .... 133
2.6.2. Cuantificacion del area muscular de los musculos indirectos del

VUELO (TFMS) vttt ettt ettt sns et snsene et snsensenssnsanis 133

2.7.  Métodos bioinfOrmatiCos. .....couvmreiirinrereieieieeetere e 134
2.7.1.  Alineamiento de SECUENCIAS .......ceevvuereriisrerereieiereeeerere et eeeeseeas 134

2.7.2. Busqueda de dianas de MiRNAS.......ccccovreiueiernenccierineneceerenenee 135
APCIAICE .ttt ettt 137
1. Cédigo IUPAC para acidos nucleicos y aminodcidos..........ccccveuevvicrrencucencnnnne 139
2. Elsistema binario UAS/GALA.......couiiieeuieiereeeeieeeeee e esesenas 141
BIblIO@rafia......coceuiciiiiciiiicc e 143
72N s 5. (o J O OO OO O OO RO 167



Indices

Indice de tablas

Tabla I-1. Transcritos con defectos de splicing en DM1 y ratones knock-out para

IDALL ottt sttt ettt 18
Tabla I-2. miRNAs alterados en DM .......coveeueininincncereininenceieienereeeieiseseeseieieesenenes 28
Tabla R-1. Librerias de RN As de pequefio tamafo para secuenciaciéon masiva...... 36

Tabla R-2. Numero de lecturas obtenidas por secuenciaciéon masiva y tras el

Procesado bioINfOrMALICO.....cov vttt 37
Tabla R-3. Perfil de expresion de miRNAs en moscas silvestres ...........ccccecceuvvucnnaee. 38
Tabla R-4. Nuevos miRNAs candidatos.........cccveuriiciniciniciniiciniciceccecenens 39
Tabla R-5. miRNAs alterados en moscas modelo DM1.........ccccccoeuvicivicininicinicnnnnee 55
Tabla R-6. Lecturas medias para los miRNAs del cluster miR-310~313................... 60
Tabla R-7. Lecturas medias para los miRNAs del cluster miR-959~964 .................. 61
Tabla R-8. Dianas de miRNAs alteradas en biopsias musculares de pacientes con
DIMI ottt 74
Tabla R-9. Dianas de miR-1 alteradas en biopsias musculares de pacientes con
DM ettt bttt b et b e e b bt b e s b e sbesa b e 75
Tabla R-10. Dianas de miR-7 alteradas en biopsias musculares de pacientes con
DMI ottt 76
Tabla R-11. Dianas de miR-10a alteradas en biopsias musculares de pacientes con
DM ettt bttt b bbbt b et be b e b b sa b e 77
Tabla MM-1. Cepas de referencia ......oceeveverereuereinenencereirinieeeieisseseesesseseseeeseseees 108
Tabla MM-2. Cepas equilibradoras........c.cooveveecueuririnenccueininineeeienreceeiseseseceseeeees 108
Tabla MM-3. Cepas MULANTES......covereruereirirereeiereistreeaetetetseesesesesstseesesesesseseaesesesessen 109
Tabla MM-4. Cepas UAS ...ttt ettt sesesen 109
Tabla MM-5. Cepas Gald......coceerninieiiriniceeieinereeeieeseeeie ettt seseeen 109
Tabla MM-6. Cepas reCOMDINANTES .......c.evuvereeuereirirecaereirireeeieieiseseeseseseeseseseseseseees 109
Tabla MM-7. Biopsias musculares del Hospital de Donostia..........cccecccurucuvuncunce 110
Tabla MM-8. Biopsias musculares del Hospital La Fe (Valencia) .......ccccoeevcueueunenee 110
Tabla MM-10. Cebadores para PCR ......cccooveveeuerrininerccieininieeeieeseeseieiseseseeseseeeees 111



Indices

Tabla MM-11. Cebadores para PCR anidada .........cocecocueuririncnceennnccernnccceenes 112
Tabla MM-12. Cebadores para qPCR de genes de Drosophila.................ccccuuuce.. 112
Tabla MM-13. Cebadores para qPCR de genes humanos...........ccceeeuvecuricuvincncnnce 113
Tabla MM-9. Cebadores para secuenciacion de DNA clonado ........cccceverevcueununnes 114
Tabla MM-14. Sondas para n0rtherit DIOt ........c.c.vvveveeueurnenenceenneneeeisneseeeeieees 114
Tabla MM-15. Oligonucledtidos 3R_25........ccccceuvieiviiininieinieieiieecisieieeienee 115
Tabla MM-16. Construcciones y 0tros VECtOIES..........ceueueuiuemruiueiimemsisessiesensesensens 116
Tabla MM-17. ENZIMAS......cccoiiiiiiriiciiciiieiiceiceiice e sssseseees 117
Tabla MM-18. ANtiCUETPOS PIIMATIOS. .c.cuvveeuceererrirereaerereireeaeresetstsesesesesssseseaesesesesen 118
Tabla MM-19. KitS.....cocciiiiiiiiiiiiciriciciceceiie e sssesee 118
Tabla MM-20. Programas infOrmaticos ...........cceuecuviiurineciniernieieiieiicisicieenennne 118
Tabla MM-21. Bases de datos .........cccccvcurieuriniciniciniinceiccccecee e 119
Tabla MM-22. Aplicaciones en red........ccoovevcoeuereinenerecreininineceeieinreesesesseseseeseseseees 119
Tabla A-1. Codigo de 4cidos NUCLEICOS.......cuviuiiciiiiiiciricc e 139
Tabla A-2. C6digo de aminodcidos.........c.occuvuiuciriciniiininiciriccece e 140

- Vii -



Indices
Indice de figuras

Figura I-1. Ejemplos de defectos en el splicing alternativo relacionados con
SINtomas en DML.......coioiiiiiiiccic s 5

Figura I-2. Los transcritos de DMPK mutantes forman inclusiones ribonucleares en

los ntcleos de fibroblastos de pacientes DMI. ......c.cooveeueueurinineeeeininenenceeieineneeeienseneens 8
Figura I-3. Mecanismos moleculares de patogénesis en DM1. .......ccccceevurrrririnnnce. 13
Figura I-4. Modelo posicional de la actividad de splicing de MBNLI. ...................... 15
Figura I-5. Fenotipos de la DM1 en un modelo de la enfermedad en Drosophila... 21
Figura I-6. Rutas de biogénesis de miRNAs canonica y de miRtrones. .................... 24
Figura R-1. Niveles de proteina Dicer-1 en moscas mutantes. ...........cceccuvecueureueunes 41

Figura R-2. Deteccién de miR-1 mediante northern blot en moscas mutantes para

DICEI -ttt 42
Figura R-3. Validacion de nuevos miRNAs por Northern blot. ..........ccccceuviccuvicnnnes 42
Figura R-4. Niveles de expresion de miR-3R_25 en mutantes para Dicer-1............. 44

Figura R-5. La secuencia de miR-3R_25 es diferente a la secuencia del genoma..... 45
Figura R-6. Lecturas con cambios en todos los miRNAs detectados en mosca....... 46
Figura R-7. La sonda para miR-3R_25 no reconoce la secuencia genémica. ........... 47

Figura R-8. miR-3R_25 se expresa en la cepa de referencia del proyecto genoma de
DIOSOPRILA. ..ottt 47

Figura R-9. Region genémica donde se localiza el precursor de miR-3R_25........... 49

Figura R-10. miR-3R_25 se expresa en embriones con deleciones en la region
genomica donde se localiza SU Precursor. ........ccocuviiciniciriciniieieeeeeeeaes 50

Figura R-11. La sobreexpresion del precursor de miR-3R_25 no afecta los niveles

del MIRINA MAAUIO. ..ouviiiiiieeeeeeeeeet ettt ettt ettt et sae st e be st estesaesaessessesaesaesnens 51
Figura R-12. La secuencia de miR-3R_25 coincide con la de miR-1..............ccc........ 52
Figura R-13. La sonda de miR-3R_25 detecta miR-1 en Northern blot. ................... 53

Figura R-14. La expresion de las repeticiones CTG en musculo de Drosophila altera
los niveles de expresion de miRNAS eSpecificos. ........ccvuveuriviiinicinicnincciniciicnaens 54

Figura R-15. Validacién de las alteraciones en la expresion miRNAs especificos en
MOSCas MOAEIO DM L.ttt sttt sttt 56



Indices
Figura R-16. Alineamiento de las secuencias de miR-1, miR-7 y miR-10.................. 57

Figura R-17. Validacién de alteraciones en los miRNAs miR-1, miR-7 y miR-10 en
pacientes con DM ... 58

Figura R-18. Los niveles de expresion de miR-1, miR-7 y miR-10 estan reducidos en
células de pacientes CON DM .....covveieirininineeieininicceieinereeeseee sttt sessaeaes 59

Figura R-19. Los miRNAs de los clusteres miR-310~313 y miR-959~964 estan
alterados en moscas MOdelo DML ....cocuciiriririririnininininineieieieeereieeieesess e eeens 61

Figura R-20. Los pri-miRNAs de los clusteres miR-310~313 y miR-959~964 estan
reducidos en Moscas DML .....ccccccuiiiniiiniiininicinicieeeeie e sesaens 62

Figura R-21. pri-miR-7 estd reducido en moscas DM1. ........ccccoouvuvvunininiicnninicnnne. 63

Figura R-22. Los pri-miRNAs precursores de miR-7 estan reducidos en musculo de
pacientes de DML ...ttt ettt ettt ettt ettt 64

Figura R-23. Esquema de los transcritos muscleblind y de la regiéon diana del RNAi.
............................................................................................................................................. 66

Figura R-24. Validacion in vitro de la construccion IRs,-mbl mediante digestion con
RINGSA Ao 66

Figura R-25. La expresion de la construccion IR,-mbl reduce los niveles de
expresion de Muscleblind in Vivo. ... 68

Figura R-26. El silenciamiento de muscleblind potencia la toxicidad de los RNAs
con expansiones CUG. ...ttt en e eas 69

Figura R-27. Muscleblind regula los niveles de #iR-1. ........ccccooruvrnininiinninicnnene. 70

Figura R-28. Analisis del splicing de los intrones precursores de miR-1003 y de miR-
1006 en MO0SCas DML ...t 72

Figura R-29. La expresion de las dianas de miR-1, miR-7 y miR-10a estan alteradas
en musculo de pacientes DM L. ......coocoeeuennenieueinininceereinineeeseieseseseesetseseesesesessasenes 73

Figura R-30. Validacién de dianas especificas de miR-1, miR-7 y miR-10a en
biopsias musculares de pacientes DMI. ......cccoovveeeuenininceieninineneeieisiseneeieiessseseseeens 76

Figura R-31. La sobreexpresion de miR-1 no rescata el fenotipo de degeneracion
muscular de las moscas DM 1L.......cccoiiviiiriniiiniciniciiiceeeece e sesaens 78

Figura R-32. La sobreexpresion de miR-7 reduce el tamafio de los musculos
indirectos del vuelo en las moscas DM1........ccccccvuiiiininicinnnisinccee. 79

Figura R-33. La expresiéon de miR-7 en musculo adulto no altera el fenotipo de
atrofia muscular de las moscas DM1. ..., 79

-ix -



Indices

Figura R-34. La sobreexpresiéon de miR-10 no rescata el fenotipo de atrofia
muscular de las moscas DM1........cccviiiiiiiiii s 80

Figura R-35. CG6695, el gen hospedador de miR-1003, rescata el fenotipo de atrofia
muscular en MoScas DML ....ccceririreieininininieieieirirecieie ettt sessaenes 81

Figura R-36. miR-1003 no rescata el fenotipo de atrofia muscular en moscas DM1.
............................................................................................................................................. 82

Figura R-37. La sobreexpresion de miR-1, miR-7 y miR-10 tiene diferentes efectos
en la supervivencia de moscas DML .....coovvveueinninenceieinineneeieiesireeeieiseseesesesessesenes 83

Figura D-1. El algoritmo miRDeep estd basado en la biogénesis de los miRNAs. .. 88

Figura D-2. Las repeticiones CUG interrumpidas forman horquillas similares a las

FEPELICIONES PUTAS. ..cuiiiiiiiniiiiiiiieinc e 92
Figura D-3. MBNLI participa en la biogénesis de miR-1. ........ccccccvuvveunicinicinuncncnnes 93
Figura D-4. Desregulaciéon de miRNAs mediada por la expresion de RNAs con
repeticiones CUG en DM .....ccococeciriivinniiinininiciinecinneitsseesseseeesseseesenesesess 97
Figura MM-1. Extraccion y purificaciéon de RNAs pequenos. .........cccevcuevvecuriennes 122
Figura MM-2. Esquema de la generacién de la construccion IRg,-muscleblind por
fusion de fragmentos de DNA mediante PCRs anidadas y solapantes. .................. 123
Figura MM-3. Transgén UAS-DsRed-miRNA.........ccccccocvrniininniiiicicinns 127
Figura MM-7. Seleccion de embriones por citometria de flujo. ......ccccoovvivivcuninnncs 132
Figura MM-5. Anilisis densitométrico de la sefial de Northern blots...................... 134
Figura MM-6. Analisis de imagen y cuantificacion del area muscular de los IFMs.
........................................................................................................................................... 135
Figura A-1. Sistema de expresion UAS/GALA........ccoovvivivinciicinicicnnciecicinns 141



Introduccion






Introduccion

1. La Distrofia Miotdnica tipo 1

La Distrofia Mioténica tipo 1 (DM1, OMIM #160900) es una enfermedad
neuromuscular descrita por primera vez en 1909 por el médico aleman Hans
Steinert. A pesar de tratarse de una enfermedad rara, la DM1 es la miopatia
hereditaria mas frecuente en la poblacién adulta. La prevalencia de la DM1 en
Europa es de 1/20000 habitantes (Bouhour et al. 2007). Sin embargo, dada la
existencia de formas moderadas o asintomaticas no diagnosticadas se estima que la
incidencia real sea mayor.

Los sintomas definitorios de la DM1 afectan principalmente al musculo
incluyendo miotonia, degeneraciéon y debilidad muscular (Harper 2001). La
miotonia, sintoma caracteristico de la DM1, se define como un retraso en la
relajacion de los musculos después de la contraccién voluntaria o la estimulacién
eléctrica. Sin embargo, la principal causa de minusvalia en los pacientes no es la
miotonia sino la debilidad muscular causada por una degeneracién muscular
progresiva, lo que se define como distrofia. Generalmente los pacientes con DM1
tienen problemas cardiacos. Son frecuentes las arritmias cardiacas causadas por
defectos en la conducciéon de las fibras musculares del corazén. Estas arritmias
pueden llegar a ser graves causando muerte subita, siendo esta la segunda causa de
mortalidad en DM1 tras el fallo respiratorio (Foff y Mahadevan 2011).

A parte del musculo, otro tejido muy afectado por la enfermedad es el sistema
nervioso central (SNC). El cerebro de los pacientes con DM1 presenta atrofia
cortical, lesiones en la sustancia blanca y una reduccién del volumen del cerebro,
aunque no se ha establecido la relacion entre estos defectos y los sintomas
neurolégicos. Los sintomas neuroldgicos principales son déficit cognitivo,
trastornos de comportamiento y excesiva somnolencia diurna (Harper 2001,
Gagnon et al. 2007).

Aunque la DM1 se define como una enfermedad neuromuscular, presenta un
cuadro clinico multisistémico. Practicamente todos los 6rganos y tejidos estan
afectados en los pacientes con DMI, existiendo mucha variabilidad en la
manifestacion de los sintomas. Entre los sintomas mds comunes encontramos la
presencia de cataratas iridiscentes, trastornos digestivos, resistencia a la insulina,
calvicie frontal en los varones o esterilidad (Harper 2001, Gagnon et al. 2007).

A nivel molecular la DM1 se caracteriza por errores en la regulacion del splicing

alternativo que provocan la presencia de variantes de splicing fetales de algunos
transcritos en tejidos adultos. A los errores en el splicing de transcritos se les conoce
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como espliceopatia y la DM1 fue la primera enfermedad en la que se describieron
(Osborne y Thornton 2006). Hasta la fecha se han descrito mas de 20 fenémenos de
splicing aberrante en pacientes de DM1 (Tabla I-1) (Du et al. 2010, Lin et al. 2006) y
varios de ellos se han relacionado directamente con algunos sintomas. En concreto
se ha relacionado directamente la espliceopatia con la miotonia, la debilidad
muscular y la resistencia a la insulina (Fig. I-1). La miotonia se ha relacionado con
errores en el procesado del exdn 7a del gen del canal de cloro tipo 1, CIC-1 (Charlet
et al. 2002, Mankodi et al. 2002). Este exon presenta un codén de parada prematuro
y su inclusién en el transcrito final genera una proteina truncada no funcional.
Ademas estos transcritos son degradados por la via NMD (del inglés non-sense
mediated decay). En la poblacidn sana esta variante solo esta presente en el feto, sin
embargo en los pacientes se expresa durante toda la vida. La expresion de esta
variante no funcional junto a la reduccion en la transcripcion del gen en el musculo
de los pacientes (Ebralidze et al. 2004), se traduce en una reduccion en la
conductancia del cloruro, causando despolarizacién y desestabilizaciéon de los
potenciales de membrana en las fibras musculares, lo que provoca la miotonia.

Otro ejemplo de espliceopatia relacionada con sintomas en DM1 lo encontramos en
la debilidad muscular. La eliminacién del exén 11 en los transcritos maduros del
gen de la Anfifisina 2 (BIN1) en el musculo esquelético de pacientes de DM1 se ha
correlacionado con la debilidad muscular (Fugier et al. 2011). El ex6n 11 de BIN1
es especifico de musculo y codifica un dominio de unién a inositol fosfato (IP). En
el musculo de personas sanas este exdn se incluye en el transcrito maduro mientras
que en las células musculares de pacientes con DM1 el ex6n 11 es excluido del
transcrito maduro produciendo una isoforma fetal. Esta isoforma produce una
proteina sin el dominio IP que, como consecuencia, resulta inactiva. La Anfifisina 2
es necesaria para la formacion de la red de tubulos T que controlan el proceso
acoplado de excitacién-contraccion en las fibras musculares (Lee et al. 2002a). En
DML, la falta de funcién de la Anfifisina 2 provoca alteraciones en la organizacién
de la red de tibulos T lo que se traduce en debilidad muscular.

La resistencia a la insulina que presentan los pacientes de DM1 se debe a la
expresion en musculo esquelético adulto de una isoforma fetal del gen del receptor
de insulina, IR (Savkur et al. 2001). El ex6n 11 del IR se incluye en el transcrito final
de manera progresiva con la edad en la poblacién sana. En los pacientes de DM1 la
inclusién del exén 11 no ocurre conservandose la isoforma fetal del IR. Esta
isoforma fetal del IR es una forma con poca capacidad de senalizacién. La baja
respuesta metabdlica asociada a la menor capacidad sefializadora del receptor de la
insulina predispone a los pacientes a padecer diabetes.
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Figura I-1. Ejemplos de defectos en el splicing alternativo relacionados con sintomas en DM1.

Los transcritos de los genes del CIC-1, IR y BINI tienen alterado el splicing alternativo en DM1
predominando las formas fetales (fondo azul) en tejidos adultos de pacientes DM1. La inclusién
del exdn 7a, que contiene un codén de parada prematuro (TGA), en los transcritos del CIC-1
conduce a la degradacion de los transcritos por la ruta NMD. La falta de proteina CIC-1 en el
musculo esquelético produce la miotonia. La exclusién del ex6n 11 en el IR genera una isoforma
fetal con baja capacidad sefalizadora, lo que produce la resistencia a la insulina en DM1. La
forma fetal de BIN1 que expresan los pacientes de DM1 no contiene el exén 11. Este exdon
codifica un dominio de unién a inositol fosfato (IP) y la falta de este dominio genera una proteina
inactiva. Como consecuencia la biogénesis y organizaciéon de la red de tibulos T falla provocando
debilidad muscular.

Ademas de alteraciones en el splicing alternativo de transcritos, se han descrito
varios mecanismos moleculares que contribuyen a la patologia de la DM1. Estos
incluyen alteraciones en la expresion de transcritos a nivel de transcripcion (Du et
al. 2010), poliadenilacién (Batra et al. 2014, Goodwin et al. 2015), la traduccién
independiente de ATG asociada a repeticiones (traducciéon RAN)(Zu et al. 2011),
transcripcion bidireccional (Moseley et al. 2006), alteraciones epigenéticas (Lopez
Castel et al. 2011a, Lopez Castel et al. 2011b) o alteracién en la expresion de
microRNAs (Gambardella et al. 2010, Perbellini et al. 2011, Rau et al. 2011,
Kalsotra et al. 2014), entre otros.
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1.1. Base genética. Loci DM1y DM2

La DM1 es una enfermedad genética que presenta una herencia autosémica
dominante. La base genética de la DM1 radica en la presencia de una mutacién
dindmica en la regiéon 3" no traducida (UTR) del gen Proteina Kinasa de DM
(DMPK, Entrez #1760) localizado citogenéticamente en la regiéon cromosémica
19q13.3 (Brook et al. 1992, Fu et al. 1992, Mahadevan et al. 1992, Buxton et al.
1992, Harley et al. 1992). Esta mutaciéon consiste en una expansion del
trinucle6tido CTG. En la poblacién sana, el gen DMPK presenta de 5 a 35 copias de
este trinucle6tido, mientras que en los pacientes de DM1 el gen DMPK contiene
mas de 50 copias del trinucleétido CTG. Generalmente, el nimero de repeticiones
correlaciona con la gravedad de los sintomas y la edad en la que comienzan a
manifestarse. Asi, en la forma adulta de la enfermedad, que comienza a
manifestarse en la segunda década de la vida, el rango de repeticiones oscila entre
50 y varios cientos. En los casos en el que el numero de repeticiones alcanza los
miles de copias, la enfermedad se manifiesta desde el nacimiento en forma de
distrofia mioténica congénita (DMC). La DMC es la forma mas grave de distrofia
miotoénica, los pacientes presentan retraso mental, trastornos respiratorios y
problemas en la diferenciaciéon muscular.

En DM, el nimero de repeticiones CTG aumenta de generacion en generacion.
Por consiguiente, la edad de apariciéon desciende y la gravedad de la enfermedad
aumenta con las sucesivas generaciones. Este fendmeno se conoce como
anticipacion genética y es caracteristico en algunas mutaciones dindmicas (Harper
et al. 1992). El fenémeno de anticipacion se debe a la inestabilidad de las secuencias
repetitivas en la linea germinal de los progenitores. De manera que, durante la
gametogénesis el nimero de tripletes puede aumentar o en ocasiones disminuir.
Con el paso de generaciones el aumento en el nimero de repeticiones puede
alcanzar el rango patoldgico.

En 1994, se describieron tres casos de pacientes con manifestaciones clinicas de
DMLI pero que no presentaban una expansion patologica del trinucleétido CTG en
el gen DMPK (Thornton et al. 1994). Siete afios después, se describié una segunda
mutaciéon dinamica en la regién cromosémica 3q21.3 (Liquori et al. 2001). Esta
mutacion consiste en la expansion de repeticiones CCTG en el intrén 1 del gen de
CCHC-type zinc finger nucleic acid binding protein (CNBP, Entrez 7555). La
enfermedad causada por esta mutacidn recibe el nombre de DM2 (OMIM
#602668) y representa el 2 % de los casos detectados de distrofia mioténica. En
DM2, el rango patologico va desde 75 hasta 11.000 repeticiones CCTG. Los
sintomas de este tipo de distrofia mioténica son similares a los de DM1 aunque
suelen ser mas leves en DM2.
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1.2. Mecanismo molecular de patogénesis

El hecho de que dos mutaciones dinamicas en genes diferentes causen
enfermedades con sintomatologia similar sugiere un mecanismo de patogénesis
comun basado en la toxicidad de RNA. La confirmacién decisiva de esta hipotesis
en la que la expresion de RNAs con expansiones del trinucle6tido CUG resultan
toxicas provino de la generacion de modelos animales. En el afio 2000 Mankodi y
colaboradores describieron el primer ratén transgénico que expresaba RNAs con
repeticiones CUG en un contexto génico independiente de DMPK (Mankodi et al.
2000). En concreto, estos ratones presentan un transgén con 250 repeticiones CTG
en la region 3° UTR del gen de la actina humana, un gen no relacionado con DM1
pero que se expresa en musculo esquelético. Estos ratones transgénicos desarrollan
miotonia, defectos musculares y eventos de splicing alterados caracteristicos de la
DM1 (Mankodi et al. 2000, Lin et al. 2006), lo que demuestra que las repeticiones
CTG son tdxicas per se. La generacion de otros modelos en C. elegans, Drosophila y
pez cebra ha confirmado la toxicidad de las repeticiones CTG independientemente
del gen DMPK (Chen et al. 2007, de Haro et al. 2006, Wang et al. 2011, Garcia-
Lopez et al. 2008, Picchio et al. 2013, Todd et al. 2014).

El estudio de la localizacion subcelular de los transcritos de DMPK en células de
pacientes de DM1 mostr6 que los transcritos con expansiones CUG se acumulan en
el nucleo en forma de inclusiones ribonucleares o foci (Fig. I-2)(Davis et al. 1997,
Taneja et al. 1995). Posteriormente, se demostré6 que las repeticiones CUG
adquieren una estructura secundaria en forma de horquilla estable y que la
estabilidad de la horquilla es mayor cuando los RNAs presentan repeticiones en
rango patogénico (CUG > 50) (Napierala y Krzyzosiak 1997, Tian et al. 2000,
Mooers et al. 2005). En los nucleos de las células DM1, proteinas de uniéon a RNA
interaccionan con estas horquillas de RNA y quedan retenidas en los foci. El
secuestro de factores de transcripcion y de splicing alternativo en los foci
ribonucleares provoca la falta de funcidn de estas proteinas generando alteraciones
en la expresion génica y el splicing de transcritos caracteristicos de la DM1.

El modelo de ganancia de funcién téxica del RNA fue propuesto por primera vez
para la DM1 y la DM2. Sin embargo, hasta la fecha se ha demostrado la implicacién
de este mecanismo en otras enfermedades debidas a expansiones de trinucledtidos
(Echeverria y Cooper 2012). Tanto la ataxia espinocerebelar tipo 8 (SCA8, OMIM
#603680) como la enfermedad de Huntington tipo 2 (HDL2, OMIM #606438)
estan causadas, al igual que la DM1, por mutaciones dinamicas del trinucleétido
CTG. Estas mutaciones se encuentran en la regiéon no codificante del gen ataxina 8
(ATXN8 o SCAS8, Entrez #724066) en SCA8 y en un exo6n alternativo del gen
juntofilina-3 (JPH3, Entrez #57338) en el caso de la HDL2. Se ha demostrado que
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los transcritos con repeticiones CUG forman foci ribonucleares, similares a los de
DML, en tejido nervioso de pacientes de ambas enfermedades (Chen et al. 2009,
Daughters et al. 2009, Rudnicki et al. 2007). La ganancia de funcién téxica no es
exclusiva en enfermedades causadas por repeticiones CTG ya que se ha demostrado
la presencia de foci y falta de funcién de proteinas nucleares en enfermedades con
otro tipo de expansiones como el sindrome del X fragil (OMIM #300624), causada
por repeticiones CGG, la ataxia espinocerebelar 3 (SCA3, OMIM #109150),
causada por repeticiones CAG, la ataxia espinocerebelar 10 (SCA10, OMIM
#603516), causada por repeticiones ATTCT, o la esclerosis lateral
amiotrofica/demencia frontotemporal (ALSFTD, OMIM #105550), causada por
repeticiones GGGGCC (Sellier et al. 2010, Tassone et al. 2004, Hsu et al. 2011, Li et
al. 2008, Wakamiya et al. 2006, DeJesus-Hernandez et al. 2011, Neumann et al.
2006).

A (CUG)s-35

Ty WY,
5 UTR 3 UTR

B (CUG)>100

T B
5 UTR 3 UTR

.
Figura I-2. Los transcritos de DMPK mutantes forman inclusiones ribonucleares en los
nucleos de fibroblastos de pacientes DM1.
Esquema de transcritos del gen DMPK normal (A) con una longitud de 5-35 repeticiones CUG y
mutante (B) con un rango de repeticiones patogénico. (C y D) Hibridacion in situ en fibroblastos
humanos con una sonda (CAG)s marcada con Cy3 (rojo) para la deteccion de los transcritos con
repeticiones CUG. En fibroblastos DM1, los transcritos DMPK se acumulan en inclusiones

ribonucleares (D), pero no en fibroblastos de un individuo sano (C). En azul se muestran los
nucleos tefiidos con DAPI. Imdagenes tomadas de Taneja et al. (1995).
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1.2.1. Alteracion de factores de splicing alternativo y espliceopatia

La espliceopatia es una de las caracteristicas moleculares principales en DMI.
Los transcritos de DMPK con expansiones de repeticiones CUG alteran la
distribuciéon celular normal de factores de splicing alternativo lo que origina la
activacion de patrones fetales de splicing en los tejidos adultos (Fig. I-3). Por un
lado, las proteinas de la familia Muscleblind, MBNL1-3 (del inglés Muscleblind-like
protein) se encuentran secuestradas en los foci de las células DM1, lo que provoca
una falta parcial de su funcion (Fardaei et al. 2002, Kino et al. 2004, Mankodi et al.
2001, Miller et al. 2000, Jiang et al. 2004). Por otro lado, los niveles de la proteina
CELF1 (del inglés CUGBP, Elav-like family member 1) estin aumentados en las
células DM1 debido a la hiperfosforilaciéon de dos regiones de la proteina, una
mediada por la proteina quinasa C (PCK) y la otra por la activacién de la ruta
Akt/GSK3p. Estas fosforilaciones provocan la estabilizaciéon de la proteina en los
nucleos celulares (Savkur et al. 2001, Timchenko et al. 2001, Kuyumcu-Martinez et
al. 2007, Salisbury et al. 2008). MBNL1 y CELF1 regulan el splicing alternativo de
manera antagonista de forma que el balance entre ambas proteinas determina la
exclusion o inclusién de exones especificos. El desequilibrio de este balance en
DM1 origina defectos en el splicing de un gran nimero de transcritos (Philips et al.
1998, Ho et al. 2004, Lin et al. 2006, Savkur et al. 2001, Du et al. 2010). Por ejemplo,
en la regulacion del exén 5 del transcrito de la troponina cardiaca (TNNT?2),
mientras MBNLI reprime su inclusiéon, CELF1 la promueve. Ambas proteinas
reconocen regiones diferentes en los transcritos inmaduros por lo que su
antagonismo no se debe a fenomenos de competencia por el sitio de unién (Philips
et al. 1998, Ho et al. 2004).

Durante el desarrollo los niveles de CELF1 disminuyen en el corazén hasta
niveles apenas detectables en adultos y MBNL1 sufre un cambio de localizacién
subcelular de citoplasma a nucleo. Un estudio de los cambios en los patrones de
splicing durante el desarrollo del corazén en ratén, reveld que parte de estas
transiciones estan reguladas por MBNL1, CELF o ambas (Kalsotra et al. 2008).
Estos resultados demostraron la relevancia de ambas proteinas en la transicion de
patrones de splicing durante el desarrollo y proponen una explicacion a la deteccién
de patrones fetales de splicing en tejidos de pacientes DM1.

Otros factores de splicing se encuentran alterados en las células DM1. Por
ejemplo, la proteina Staufen-1 cuya expresion estd aumentada en musculo
esquelético de pacientes con DM1 (Ravel-Chapuis et al. 2012) o las proteinas
heterogéneas nucleares hnRNP F y hnRNP H que se encuentran retenidas en los
foci ribonucleares (Jiang et al. 2004, Kim et al. 2005). Aunque la consecuencia de la
alteracion de estos factores de splicing no estd tan estudiada como en el caso de
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MBNLI1 y CEFLI1, la desregulaciéon de estas proteinas puede contribuir a la
espliceopatia en DM1.

1.2.2. Alteracion de la traduccion de mRNAs

Ademas del splicing alternativo, CELF1 participa en otros procesos de
regulaciéon del metabolismo del RNA como la estabilidad de transcritos o su
traduccion a proteinas (Salisbury et al. 2008, Lee et al. 2010a). CELF1 se une a sus
transcritos dianas y al factor de inicio de la traducciéon eIF2 promoviendo la
traduccion de p21, C/EBPf y Mef2A durante el desarrollo muscular (Iakova et al.
2004, Timchenko et al. 2004, Karagiannides et al. 2006). Estudios en ratones
modelo para DM1, demostraron que la expresién de RNAs con repeticiones CUG
aumenta la traduccion de C/EBPP y Mef2A. La falta de funcién de CelfI en estos
ratones mitiga el aumento de la traduccion de estas proteinas (Kim et al. 2014).

1.2.3. Secuestro de factores de transcripcion

En 2004 Ebralidze y colaboradores describieron el secuestro de factores de
transcripcion en los foci ribonucleares en un modelo celular de DM1 (Ebralidze et
al. 2004). Demostraron que los transcritos con repeticiones CUG secuestran hasta
el 90 % de algunos factores de transcripcion como la Specificity protein 1 (Spl), los
miembros 1 y 3 de la familia signal transducer and activator of transcription
(STAT1, STAT3) y el receptor gamma del acido retinoico (RARy). El secuestro de
factores de transcripcion contribuye a la alteracion de la expresion génica en DM1
y por consiguiente a su patologia molecular. Por ejemplo, la reduccion del canal de
cloro tipo 1, (CIC-1) cuya alteracién se ha ligado a la miotonia, se debe en parte al
secuestro de Spl en los foci ribonucleares, dado que el gen del CIC-1 es una diana
transcripcional directa de Sp1 (Berg et al. 2004).

1.2.4. Haploinsuficiencia de DMPK

El hecho de que los transcritos DMPK con expansiones CUG queden retenidos
en los foci ribonucleares llevd a pensar que la falta de funcién parcial de DMPK
contribuye a la patogénesis de la DM1. Diferentes estudios analizaron los niveles de
DMPK en DM1 obteniéndose resultados contradictorios. Algunos estudios
indicaron que los niveles de DMPK estaban reducidos tanto a nivel de transcrito
como de proteina en DM, aunque no se establecié una correlacion entre el tamafo
de las expansiones CTG y la disminuciéon de DMPK (Fu et al. 1993, Novelli et al.
1993, Salvatori et al. 2005). Sin embargo otros estudios apuntan a que los niveles de
los transcritos DMPK mutantes no estan reducidos e incluso los niveles de proteina
DMPK son ligeramente superiores en los tejidos DM1 (Eriksson et al. 1999, Narang
et al. 2000).
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La generacién de ratones knock-out para Dmpk contribuyé a analizar las
implicaciones de DMPK en la DM1. Estos ratones padecen miopatia tardia muy
leve que no es caracteristica de DM1 (Reddy et al. 1996, Jansen et al. 1996), defectos
en la conduccidn cardiaca (Berul et al. 1999, Berul et al. 2000, Pall et al. 2003) e
intolerancia a la glucosa (Llagostera et al. 2007). Por lo tanto, la reducciéon de
DMPK podria contribuir a la sintomatologia cardiaca y la resistencia a la insulina
de la DM1. Sin embargo, el hecho de que la sintomatologia de DM2 sea similar a la
DMLI a pesar de que no implica a DMPK y que no se hayan encontrado mutaciones
puntuales de falta de funciéon responsables de DM1 apuntan a que la
haploinsuficiencia de DMPK no es una causa principal en el desarrollo patoldgico
en DM1.

1.2.5. Cambios en la estructura local de la cromatina

La expansion de trinucledtidos CTG forma elementos preferenciales para los
nucleosomas lo que provoca la alteracién de su localizacién promoviendo su
formacion y estabilizaciéon en DM1 (Wang et al. 1994, Wang y Griffith 1995, Volle
y Delaney 2012). Ademas, la expansion de repeticiones CTG inducen un aumento
en la metilaciéon de sitios CpG que las flanquean y un aumento de la
heterocromatina en su region (Lopez Castel et al. 2011b, Brouwer et al. 2013). Estos
cambios epigenéticos producen un silenciamiento de la regiéon genémica de DMPK
que afecta a sus genes adyacentes SIX5 (Entrez #147912) y DMWD (Entrez #1762)
detectandose una reduccién de la expresion de ambos genes en DM1 (Thornton et
al. 1997, Alwazzan et al. 1999). Aunque se desconoce el papel de la falta de funcién
de SIX5 y DMWD en DMI, estudios en ratén y de sus patrones de expresion
sugieren que podrian contribuir a la atrofia testicular y problemas neurolégicos de
los pacientes de DM1, sin embargo esta relacién aun no se ha confirmado (Sarkar
et al. 2000, Westerlaken et al. 2003).

1.2.6. Transcripcion bidireccional, RNA de interferencia y traducciéon no
canodnica asociada a repeticiones

Se estima que mas del 70 % del genoma de mamiferos se transcribe en ambos
sentidos (Katayama et al. 2005). La mayoria de transcritos antisentido son no
codificantes mientras que sus transcritos sentido correspondientes si que codifican
para una proteina (Faghihi y Wahlestedt 2009). Se ha propuesto que los transcritos
antisentido regulan la expresion génica tanto a nivel transcripcional como post-
transcripcional.

La transcripciéon bidireccional es una caracteristica comun en los loci con
expansiones de repeticiones de trinucledtidos (Batra et al. 2010). En DM1, se han

-11 -



Introduccion

detectado transcritos DMPK antisentido (Cho et al. 2005, Zu et al. 2011). Aunque
el papel de estos RNAs con repeticiones CAG en la patogénesis de la DM1 todavia
no esta claro, inicialmente se sugirié6 que pueden actuar regulando la expresién
génica modificando la cromatina (Cho et al. 2005). Posteriormente se demostro
que estos transcritos antisentido se acumulan en forma de foci ribonucleares en los
tejidos de pacientes y ratones modelo para la DM1 (Huguet et al. 2012). MBNL1
colocaliza con estos foci formados por transcritos CAG lo que sugiere que la
transcripcion bidireccional de DMPK contribuye a la toxicidad mediada por la
ganancia de funcién del RNA (Hsu et al. 2011, Huguet et al. 2012).

La co-expresion de transcritos con repeticiones CAG y CUG en Drosophila tiene
un efecto sinérgico, los fenotipos de estas moscas son mas graves que los de las que
expresan los transcritos con repeticiones CAG y CUG por separado (Yu et al. 2011,
Lawlor et al. 2011, Lawlor et al. 2012). En estas moscas los RNAs CAG y CUG
hibridan y son procesados por la maquinaria de RNA de interferencia generando
fragmentos de 21 nucleétidos que reconocen vy silencian transcritos que contienen
secuencias ricas en estas repeticiones. Ademas, los transcritos con repeticiones
CAG y CUG pueden formar horquillas de simple cadena apareandose con ellos
mismos. Estas horquillas imperfectas también son reconocidas y procesadas por la
maquinaria de RNA de interferencia (Krol et al. 2007, de Mezer et al. 2011). Por lo
tanto la transcripcion bidireccional de DMPK activa la biogénesis de siRNAs lo que
contribuye a la alteracion de la expresion génica mediada por la toxicidad de RNAs
con repeticiones CUG.

La traduccién no candnica asociada a repeticiones (traducciéon RAN) se produce
independiente del codén de iniciaciéon ATG en todas las pautas de lectura. Fue
descrita por primera vez para la SCA8 por Zu y colaboradores cuando intentaban
estudiar por separado la toxicidad mediada por la ganancia téxica de RNA vy la
proteotoxicidad (Zu et al. 2011). Los autores eliminaron el codén de inicio del gen
de la ataxina 8 (ATXNS) para estudiar el papel de la toxicidad mediada por RNAs
con repeticiones CAG en SCAS8. Sorprendentemente, observaron la presencia de
agregados de poliglutaminas en las células transfectadas con este minigen mutado.
Ademas, comprobaron que la traducciéon RAN se produce en las 3 pautas de lectura
de las repeticiones CAG, acumulindose en las células agregados tanto de
poliglutaminas como de poliserinas y de polialaninas. Para determinar si la
traduccion RAN se produce in vivo, analizaron cerebros de autopsias de pacientes
de SCAS8. Detectaron agregados de polialaninas en las células de Purkinje en
cerebros de pacientes de SCA8 pero no en cerebros de controles sanos lo que
confirmo que la traduccion RAN forma parte del mecanismo de patogénesis
molecular de la SCAS.
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Figura I-3. Mecanismos moleculares de patogénesis en DM1.

El gen DMPK con repeticiones CTG se transcribe en ambas direcciones generando transcritos
con repeticiones CUG y CAG. Las repeticiones CUG en los transcritos sentido forman horquillas
que secuestran factores de transcripcion y de splicing como MBNLI y quedan retenidos en el
ntcleo en los foci ribonucleares provocando alteraciones en la transcripcién, en miRNAs y en el
splicing alternativo y la probable haploinsuficiencia de DMPK. La activacién de CELF genera
defectos en el splicing y la traduccién. Tanto las horquillas CUG como la hibridacién de
transcritos sentido y anti-sentido activa la ruta de RNAi. Ademds ambos transcritos pueden sufrir
traducciéon RAN en todas sus pautas de lectura generando homopolimeros tdxicos para las
células.

Los mismos autores demostraron que la traduccion RAN también ocurre en
transcritos antisentido con repeticiones CAG provenientes de la transcripcion
bidireccional de los transcritos con repeticiones CUG en DM1 (Zu et al. 2011).
Detectaron agregados de poliglutaminas en mioblastos, musculo esquelético y
sangre de pacientes de DM1 asi como en tejidos de un modelo de DM1 en ratén,
demostrando que la traduccién RAN ocurre in vivo en los tejidos de pacientes de
DMI. Aunque el mecanismo molecular de la traduccién RAN requiere estudios
futuros, resultados preliminares sugieren que podria contribuir a la patogénesis de
la DM1. Se ha descrito la colocalizaciéon de la péptidos generados por la traduccién
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RAN con marcadores de apoptosis tanto en cultivos celulares como en ratones
modelo de DM1 (Zu et al. 2011), por lo que la traduccién RAN podria contribuir a
la degeneracion muscular en DM1.

2. Las proteinas de la familia Muscleblind

Las proteinas Muscleblind (Mbl) son factores de splicing alternativo que regulan
la transicién de patrones de splicing durante el desarrollo en tejidos especificos
como el muscular, cardiaco y nervioso (revisado en Fernandez-Costa et al. 2011).
Las proteinas Mbl se identificaron inicialmente en Drosophila melanogaster
(Begemann et al. 1997, Artero et al. 1998) y posteriormente se describieron en otros
artropodos (Anopheles gambiae, Apis mellifera, Bombix mori), en nematodos
(Caenorhabditis elegans) y en vertebrados (Pascual et al. 2006, Fardaei et al. 2002,
Wang et al. 2008, Sasagawa et al. 2008, Liu et al. 2008). En invertebrados existe un
unico gen muscleblind mientras que los genomas de vertebrados presentan tres
genes paralogos (MBNL1-3), excepto en pez globo, Takifugu rubipres donde se han
encontrado cinco paralogos (Fernandes et al. 2007). Tanto en vertebrados como en
invertebrados, los genes muscleblind codifican para diferentes isoformas.

La caracteristica estructural de las proteinas Mbl es la presencia de motivos
estructurales de tipo dedo de zinc CCCH en su extremo N terminal. Los dedos de
zinc median el reconocimiento de las dianas de Mbl a través de la unién a
horquillas de RNA de doble cadena con desapareamientos de pirimidinas.
Diferentes estudios in vitro han concluido que este reconocimiento estd conservado
entre Drosophila y humanos (Goers et al. 2008, Warf y Berglund 2007), ademas la
proteina MBNL1 humana es capaz de complementar la falta de funcién del gen
muscleblind en Drosophila rescatando la letalidad embrionaria en embriones
mutantes para mbl (Monferrer y Artero 2006). Estos estudios demuestran que la
proteina humana y la de Drosophila son intercambiables funcionalmente.

Un segundo motivo funcional de las proteinas Mbl es el motivo KRAEK. Esta
regiéon contiene cinco residuos conservados desde C. elegans hasta humanos y se
localiza en la region C terminal de las proteinas Muscleblind. El motivo KRAEK no
participa en la actividad sobre el splicing de las proteinas Mbl pero es necesario para
su correcta localizacion nuclear (Fernandez-Costa y Artero 2010, Vicente-Crespo et
al. 2008, Kino et al. 2015). En la proteina humana MBNLI, el motivo KRAEK se
encuentra en el exén 8 del pre-mRNA. Estudios de localizacién subcelular en
cultivos celulares demostraron que para la correcta localizacion de MBNL1 es
necesaria la participacion de un segundo motivo similar a KRAEK presente en el
exon 7 del pre-mRNA (Tran et al. 2011, Kino et al. 2015, Terenzi y Ladd 2010). La
inclusion de este exdn en el mRNA maduro estd regulada por la misma MBNLI1
(Gates et al. 2011) de manera que la actividad de MBNLI esta autoregulada
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mediante el acoplamiento del control de la localizacién nuclear y el splicing
alternativo.

2.1. Implicacion de las proteinas Muscleblind en el metabolismo de RNAs

Las proteinas Muscleblind participan en el metabolismo de los RNAs a varios
niveles. Diferentes estudios han demostrado la implicacion de miembros de la
familia Muscleblind en diferentes procesos como la estabilidad de mRNAs
(Osborne et al. 2009, Du et al. 2010, Masuda et al. 2012), en la localizacién
subcelular de transcritos (Adereth et al. 2005, Wang et al. 2012), la regulacién de la
poliadenilacion (Batra et al. 2014, Lu 2011, Goodwin et al. 2015) o la biogénesis de
miRNAs (Rau ef al. 2011). Sin embargo, la funcién mejor caracterizada es la de
reguladores del splicing alternativo. En humanos, MBNLI1 regula los cambios de
patrones de splicing durante el desarrollo muscular y del corazéon (Kalsotra et al.
2008, Lin et al. 2006), mientras que MBNL2 tiene un papel similar en el sistema
nervioso central (Charizanis et al. 2012, Goodwin et al. 2015). El papel de MBNL3
como regulador del splicing es mas dudoso ya que no se ha demostrado su actividad
in vivo, aunque es capaz de controlar el splicing de determinados exones in vitro
(Ho et al. 2004, Poulos et al. 2013).
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Figura I-4. Modelo posicional de la actividad de splicing de MBNL1.

Modelo de represion del splicing mediada por MBNL1 (A). MBNLI se une a los motivos YGCY
aguas arriba del sitio de splicing 3’ del intrén y estabiliza una horquilla en el tracto de pirimidinas.
La subunidad 65 del factor U2AF no puede reconocer el tracto de pirimidinas inhibiéndose el
ensamblaje del espliceosoma e inhibiéndose el splicing de ese intrén. (B) MBNLI1 se une a motivos
YGCY aguas debajo de exones en los que activa su inclusién. Aunque el mecanismo de activacién
del splicing no esta claro, se ha sugerido que MBNLI1 podria inhibir el reconocimiento de las
regiones inhibidoras del splicing (ISS), favorecer la unién de factores a regiones activadoras (ESS),
o favorecer el reconocimiento del sitio de splicing 5’ por el componente Ul del espliceosoma.
Imagen modificada de Ferndndez-Costa et al. 2011.
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Las proteinas Muscleblind regulan el splicing alternativo de transcritos
especificos que codifican para proteinas estructurales en el sarcomero muscular
como titinas, actinas, ZASP y diferentes troponinas, proteinas de adhesién y
componentes del citoesqueleto como la proteina LIM1 de unién a actina, Nrap y
tibronectina, proteinas implicadas en sefalizacién como el receptor de insulina
(IR), la sorbina (Sorbsl) o MTMRI y proteinas de excitacién y contraccién como
Serca-1, RyR y el canal de cloro (CIC-1), entre otras (Kanadia et al. 2003, Ho et al.
2004, Lin et al. 2006, Machuca-Tzili et al. 2006, Vicente et al. 2007, Kalsotra et al.
2008, Onishi et al. 2008, Vicente-Crespo et al. 2008, Kino et al. 2009, Kimura et al.
2009, Du et al. 2010, Picchio et al. 2013). Las proteinas Mbl de diferentes especies
pueden regular el splicing de las dianas de sus ortélogos. Por ejemplo, Muscleblind
de Drosophila se une al transcrito de la troponina cardiaca humana (Goers et al.
2008) y puede regular el splicing de la Tnnt3 de raton in vitro (Vicente-Crespo et al.
2008). Lo que indica que las dianas de las proteinas Muscleblind estan conservadas.

Las proteinas Mbl pueden actuar como activadores o represores del splicing de
exones especificos. Estudios de analisis global de splicing en musculo de ratones
knock-out para Mbnll demostraron que aproximadamente la mitad de los exones
regulados por Mbnll son incluidos en los transcritos maduros y la otra mitad
excluidos (Du et al. 2010). MBNLI1 reconoce motivos YGCY en sus dianas (Goers
et al. 2010). Mediante aproximaciones bioinformaticas se analizaron las motivos de
unién de MBNLLI en sus transcritos regulados y se determindé que MBNLI se une
aguas arriba de los exones que reprime y aguas debajo de los exones en los que
promueve su inclusién (Du et al. 2010). Este descubrimiento sugiere un modelo
posicional en el que la actividad de MBNL1 depende de su posicidn relativa al ex6n
que regula (Fig. I-4). Modelos similares se han propuesto para otros factores de
splicing especificos de tejido como las proteinas NOVA o FOX (Ule et al. 2006, Yeo
et al. 2009, Zhang et al. 2010). El modelo de represiéon mediada por MBNLI esta
basado en la caracterizacion de la uniéon de MBNLI a la troponina cardiaca
humana (TNNT2) (Warf y Berglund 2007). En este modelo, MBNL1 se une a una
estructura de horquilla cerca del sitio de splicing 3’ del exén 5 y la estabiliza. La
formacién de esta horquilla inhibe el reconocimiento del sitio de splicing 3’,
especificamente el reconocimiento del tracto de pirimidinas por la subunidad 65
del factor U2AF y como consecuencia el exén se excluye del transcrito maduro
(Warf et al. 2009a) (Fig. I-4, A). El mecanismo de activacion del splicing por la
unién a motivos YGCY aguas abajo del ex6n no esta muy claro. En el caso del exé6n
11 del trascrito del IR, se ha demostrado que la activacion del splicing mediada por
MBNLI es dependiente de factores activadores (proteinas SR) (Sen et al. 2010) por
lo que se sugiri6 que MBNL1 puede actuar favoreciendo el reconocimiento de las
regiones de activacion del splicing (ESEs), reprimiendo el de las regiones
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inhibidoras (ISSs) o ayudando al reconocimiento del sitio de splicing 5 por la
magquinaria basal de splicing (Fig. I-4, B).

2.2. Papel de las proteinas Muscleblind en DM1

En los ultimos afios, se ha generado un numero importante de modelos
animales para DM1 asi como mutantes para miembros de la familia muscleblind. El
analisis de fenotipos en estos modelos a diferentes niveles ha determinado que las
proteinas Mbl tienen un papel clave en el desarrollo de la patogénesis molecular de
la DM1. Por ejemplo, la inactivacion de muscleblind en C. elegans (CeMbl) provoca
una desorganizacion de los cuerpos densos musculares y problemas locomotores en
gusanos adultos similares a los observados en gusanos que expresan un RNA con
125 repeticiones CUG (Wang et al. 2008, Chen et al. 2007). En Drosophila, los
mutantes nulos para mbl presentan problemas en la diferenciaciéon terminal del
musculo, asi como paralisis parcial e hipercontraccion del abdomen de las larvas
(Artero et al. 1998). Un paso importante en el estudio de la implicacion de Mbl en
DM1 fue el desarrollo de ratones knock-out. Los ratones knock-out para Mbnll
desarrollan cataratas, miotonia y desorganizacion histolégica del musculo similar a
la de los pacientes, aunque no desarrollan degeneracién muscular (Kanadia et al.
2003). Ademas los knock-out para Mbnl2 también desarrollan miotonia y patologia
muscular (Hao et al. 2008), asi como problemas en el SNC como trastornos del
suefio, problemas cognitivos y defectos en la transmision sinaptica (Charizanis et
al. 2012). Recientemente, se han generado ratones knock-out compuestos Mbnll™,
Mbnl2*". Estos ratones desarrollan espliceopatia y defectos en la poliadenilacion de
transcritos en el SNC similares a los observados en cerebros DM1 (Goodwin et al.
2015). La demostracion definitiva del papel clave de Mbl en DM1 se consiguio
sobrexpresando la proteina en modelos animales de DM1. La sobrexpresiéon de
Mbnll en un ratéon que expresa 250 repeticiones CUG revertid tanto la
espliceopatia como la miotonia (Kanadia et al. 2006, Chamberlain y Ranum 2012).
De manera similar, la sobrexpresiéon de MBNL1 humano en moscas que expresan
480 repeticiones CTG suprime varios fenotipos provocados por las repeticiones
como la degeneraciéon muscular o fenotipos de ojo rugoso (de Haro et al. 2006,
Garcia-Lopez et al. 2008, Bargiela et al. 2015). Estos resultados apoyan la idea de
que el secuestro de las proteinas Mbl en los foci ribonucleares y su subsecuente falta
de funcioén es el principal desencadenante de la patogénesis molecular de la DM1.
De hecho, la mayoria de las estrategias terapéuticas estan dirigidas a aumentar
MBNLI1 o inhibir su interaccién con los RNA toxicos en células DM1 (Gareiss et al.
2008, Warf et al. 2009b, Lee et al. 2009, Pushechnikov et al. 2009, Childs-Disney et
al. 2013, Wong et al. 2014, Arambula et al. 2009).

-17 -



Introduccion

Tabla I-1. Transcritos con defectos de splicing en DM1 y ratones knock-out para

Mbnll
(Tomerie  Bstn  Teido  Reemda
APL ex 5a, ex 5b Misculo (Lin et al. 2006)
ATP2A1 ex 22 Misculo (Kimura et al. 2005, Lin et al. 2006)
CAMK2D ex 14, ex 15 SNC (Suenaga et al. 2012)
CAPN3 ex 16 Misculo (Lin et al. 2006)
CLC-1 in i;(eg(;a, Musculo (Mankodi et al. 2002 31;31;; )et al. 2002, Salvatori
DCLK1 ex 19 SNC (Suenaga et al. 2012)
FHOS ex 11a Misculo (Lin et al. 2006)
GFATI ex 10 Misculo (Lin et al. 2006)
INSRI ex 11 Misculo (Savkur et al. 2001, Sen et al. 2010)
m-Titin M-line ex 5 Misculo (Lin et al. 2006, Mankodi et al. 2001)
MAPT ex 3,ex 12 SNC (Suenaga et al. 2012)
MBNLI1 ex 7 Misculo (Lin et al. 2006)
MBNL2 ex 7 Misculo (Lin et al. 2006)
MRIP ex 9 SNC (Suenaga et al. 2012)
NFIX ex 123 Misculo (Du et al. 2010)
NRAP ex 12 Misculo (Lin et al. 2006)
PDLIM3 ex 5 Corazén (Kalsotra et al. 2008, Nakamori et al. 2013)
PPLR5C ex 117 Misculo (Du et al. 2010)
SMYD ex 39 Misculo (Du et al. 2010)
SORBS1 ex 26 SNC (Suenaga et al. 2012, Nakamori et al. 2013)
SPAGY ex 39 Musculo (Du et al. 2010)
TAU ex2 SNC e epentior st o0ty
TNNT2 ex 5 Corazén (Kalsotra et al. 2008, Philips et al. 1998)
INNT3 exén fetal Misculo (Kanadia et al. 2003,aSl:(112\31(‘;(7))ri et al. 2009, Yuan et
z-Titin ex Zrd, ex Miisculo (Lin et al. 2006)
Zr5
ZASP ex 11 Musculo/Corazén (Lin et al. 2006, Mankodi et al. 2001, Kalsotra et

al. 2008)
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La espliceopatia es una caracteristica molecular fundamental en DM1. Al menos
se han encontrado 26 defectos de splicing en musculo esquelético, corazén y
sistema nervioso central de pacientes con DM1 que se reproducen en ratones
knock-out para Mbnll (Tabla I-1). Ademas, analisis de expresion global de splicing
en ratones modelo revelaron la correlacion de defectos de splicing entre ratones que
expresan 250 repeticiones CTG y ratones knock-out para Mbnll (Du et al. 2010).
De 221 eventos de splicing alterados un 80 % esta en ambos ratones modelo lo que
sugiere un papel clave de MBNL1 en la espliceopatia que desarrollan los pacientes.
A parte de la espliceopatia, la expresién génica también esta alterada en ratones
DMI. Al menos 175 genes se expresan de manera anormal en ratones que expresan
250 repeticiones CTG. Estas alteraciones también correlacionan con las observadas
en ratones knock-out para Mbnll de manera que la falta de funcién de MbnlI puede
explicar el 75 % de los defectos de expresion (Du et al. 2010, Osborne et al. 2009).
El andlisis de clases funcionales de estos genes demostré que genes cuyas
alteraciones son dependientes de Mbnll estdn relacionados con la sefalizacion de la
insulina y el metabolismo de la glucosa mientras que las alteraciones
independientes de Mbnll corresponden a componentes de la matriz extracelular.
Estos resultados apuntan a que la mayoria de defectos en el splicing y en la
expresion génica provocados por RNAs toxicos con repeticiones CUG estan
mediados por la falta de funcién de MBNLI.

3. Un modelo de DM1 en Drosophila

La generacién de animales modelo para la DM1 ha sido clave para caracterizar
los mecanismos de patogénesis de esta enfermedad tan compleja y determinar los
elementos implicados y asociarlos a sintomas concretos. Para modelizar la
enfermedad se han utilizado tanto animales invertebrados como vertebrados. En
invertebrados se ha utilizado el gusano, Caenorhabditis elegans y la mosca,
Drosophila  melanogaster, mientras que en vertebrados se ha utilizado
principalmente el ratén, Mus musculus, aunque también se han creado modelos en
el pez cebra, Danio rerio. En todos los casos los modelos de DM1 se han conseguido
expresando RNAs con repeticiones CUG en diferentes tejidos implicados en la
patologia y se han obtenido fenotipos tipicos la de DM1 (Chen et al. 2007, de Haro
et al. 2006, Garcia-Lopez et al. 2008, Picchio et al. 2013, Todd et al. 2014, Mankodi
et al. 2000, Seznec et al. 2000, Seznec et al. 2001, Mahadevan et al. 2006, Wang et al.
2007).
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En nuestro laboratorio se generaron unas moscas que expresan 60 repeticiones
CTG no traducibles. En estas moscas los RNAs con repeticiones CUG no formaban
foci ribonucleares pero si que se detectaron defectos en el splicing de los transcritos
de ZASP vy la troponina T (tnT) (Fig I-5, G) (Garcia-Lopez et al. 2008, Vicente-
Crespo et al. 2008). Para conseguir la expresion de expansiones de repeticiones
CTG mas largas en nuestro laboratorio, y en otros grupos en paralelo, se generd un
modelo en Drosophila por la expresion de 480 repeticiones CTG cuyo transgén estd
formado por repeticiones sintéticas interrumpidas cada 20 tripletes por el
pentanucledtido CTCGA (Philips et al. 1998, de Haro et al. 2006, Garcia-Lopez et
al. 2008). La expresion de 480 repeticiones CTG en musculo de Drosophila
reproduce varios aspectos de la enfermedad en humanos como el secuestro de las
proteinas Muscleblind en los foci ribonucleares, la degeneraciéon progresiva de los
musculos indirectos del vuelo, alteraciones en el splicing o la reduccién de la vida
media de las moscas (Fig. I-5). Estas moscas reproducen, al menos en parte, la ruta
de patogénesis de la enfermedad ya que la sobreexpresion de Muscleblind y CELF1
modifican estos fenotipos (de Haro et al. 2006, Garcia-Lopez et al. 2008).

El modelo de DM1 en Drosophila se ha utilizado para llevar a cabo dos rastreos
genéticos para encontrar nuevos componentes de la ruta de patogénesis de la
enfermedad. En un primer trabajo, se identificaron 15 modificadores genéticos
implicados en procesos celulares que no se habian relacionado con la DM1 hasta la
fecha (Garcia-Lopez et al. 2008). Entre estos modificadores encontramos genes
implicados en apoptosis, remodelacion de la cromatina, transporte de mRNAs o de
la matriz extracelular. Estudios posteriores han confirmado la implicaciéon de
algunos de estos procesos en DMI1. Por ejemplo, se ha determinado que la
apoptosis estd aumentada en células de pacientes con DM1 y que es en parte
responsable de la atrofia muscular en un modelo de DM1 en Drosophila (Loro et al.
2010, Bargiela et al. 2015). También se ha confirmado la alteraciéon de la expresién
de diferentes componentes de la matriz extracelular en ratones modelo para la
DM1 (Du et al. 2010). En un segundo rastreo genético se identificaron 34 nuevos
modificadores genéticos entre los que destacan dos proteinas de unién a RNA,
TBPH, el ortélogo de TDP-43 de humanos y BSF, ortélogo de LRPPRC (Llamusi et
al. 2013). Ademas, este modelo de DM1 en Drosophila se ha utilizado de manera
exitosa para llevar a cabo rastreos quimicos en los que se han identificado
moléculas supresoras de fenotipos de DM1 que suponen potenciales terapias para
la enfermedad (Garcia-Lopez et al. 2008, Garcia-Lopez et al. 2011, Garcia-Alcover
etal 2014).
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Figura I-5. Fenotipos de la DM1 en un modelo de la enfermedad en Drosophila.

La expresion de 480 repeticiones CTG en musculo de Drosophila provoca fenotipos tipicos de la
DM1: foci ribonucleares en los nucleos celulares del musculo donde colocaliza la proteina
Muscleblind C (A-C), degeneracion de los musculos indirectos del vuelo (D-F), alteraciones del
splicing de la tnT (G) y reduccion de la vida media de las moscas (H). La flechas indican la
presencia de vacuolas y el asterisco la falta de paquetes musculares. Figuras tomadas de Garcia-
Lopez et al., 2008.

4. MicroRNAs

Los microRNAs (miRNAs, miRs) son RNAs no codificantes, monocatenarios y
de pequeiio tamafo (20 - 24 pares de bases). Exceptuando algtin caso, los miRNAs
regulan la expresion a nivel post-transcripcional. Generalmente, se unen a la regién
3" UTR de sus RNA mensajeros diana bloqueando su traduccion o induciendo su
degradacion en el citoplasma (Ambros 2004). Desde su descubrimiento en la
década de los 90, se han descrito miles de miRNAs en animales y plantas y
actualmente estd reconocida su implicacién no solo en el desarrollo y en la
diferenciacién celular, sino también en multiples funciones fisioldgicas por lo que
su desregulacién es importante en un gran nimero de patologias (Ha 2011).

4.1. Organizacion genémica de los miRNAs

Los miRNAs pueden clasificarse en diferentes categorias dependiendo de su
localizacion en el genoma. La mayoria de los miRNAs humanos conocidos hasta la
fecha (depositados en miRBase v. 21) son intergénicos (68 %). De entre los
miRNAs intragénicos, un 12 % se encuentran en regiones intronicas y el resto se
localizan en exones codificantes, regiones repetitivas, RNAs no codificantes largos
o regiones no codificantes (Londin et al. 2015). Los genes de miRNAs a menudo se
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localizan cerca de otros miRNAs formando parte de clasters de miRNAs. Tanto los
miRNAs que forman clasters como los que se localizan dentro de exones en genes
hospedadores se suelen co-transcribir, de hecho se han descrito patrones de
expresion comunes en varios casos (Baskerville y Bartel 2005). Por el contrario, los
miRNAs intrénicos se pueden transcribir de manera independiente a su gen
hospedador, incluso se han descrito diferencias en la expresion de miRNAs
policistronicos dentro de intrones debido a que son regulados por splicing
alternativo (Ramalingam et al. 2014).

4.2. Ruta de biogénesis de los microRNAs

En animales, los miRNAs son transcritos generalmente por la RNA polimerasa
II como precursores primarios largos (pri-miRNAs) (Lee et al. 2004a). No obstante,
se ha descrito la transcripciéon de pri-miRNAs por la RNA polimerasa III para
miRNAs viricos, miRNAs derivados de tRNAs y miRNAs asociados a repeticiones
Alu en humanos (Pfeffer et al. 2005, Babiarz et al. 2008, Borchert et al. 2006). Dado
que los pri-miRNAs son productos de la RNA polimerasa I, presentan caperuza de
7-metilguanosina (m’G) en 5 y estdn poliadenilados en su extremo 3’ (Cai et al.
2004, Lee et al. 2002b). Cada pri-miRNA contiene una o varias horquillas
precursoras de miRNAs (pre-miRNAs). En el nucleo, la RNasa III Drosha
comienza el proceso de maduracion de los miRNAs. Drosha reconoce y corta estas
horquillas liberando pre-miRNAs de ~65 nt (Lee et al. 2003). Drosha requiere de la
proteina de unién al RNA, DGCRS8 (Pasha en Drosophila) como co-factor, juntas
forman el complejo microprocesador (Denli et al. 2004, Gregory et al. 2004, Han et
al. 2004). Tras ser procesados por el complejo microprocesador, los pre-miRNAs
son exportados al citoplasma donde continua su maduracién. En la exportacion
participa la proteina de unién a RNA de doble cadena, Exportina 5 (EXP5). EXP5
forma el complejo transportador junto al propio pre-miRNA y la proteina de unién
a GTP, RAN-GTP. Tras la translocacion a través del poro nuclear el GTP es
hidrolizado y el complejo se disocia liberando el pre-miRNA en el citosol
(Bohnsack et al. 2004, Lund et al. 2004, Yi et al. 2003). En el citoplasma los pre-
miRNAs son procesados por una segunda RNasa III, Dicer (Dicer-1 en
Drosophila). Dicer corta los pre-miRNAs en una regiéon cercana al lazo de la
horquilla liberando un RNA de doble cadena pequefio (21-15 nt) (Hutvagner et al.
2001). El enzima Dicer estd conservado en los animales aunque en algunas especies
existen diferentes paralogos con diferentes funciones. Por ejemplo, en Drosophila,
Dicer-1 participa en la biogénesis de los microRNAs y Dicer-2 esta implicado en la
ruta de RNA de interferencia (Lee ef al. 2004b). Otras proteinas de unién a RNA
participan en el complejo catalitico como co-factores de Dicer. En Drosophila, la
proteina Loquacious (Logs) se une a Dicer-1 y es necesaria para la maduracion de
la mayoria de miRNAs (Forstemann et al. 2005, Saito et al. 2005). De manera
similar, en humanos la proteina homologa de Logs, TRBP, modula la eficiencia del
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procesado de algunos miRNAs (Lee y Doudna 2012, Fukunaga et al. 2012). Ademas
el co-factor PACT también se une a Dicer aunque su papel en la maduracién de los
miRNAs atn no esta claro (Lee ef al. 2006). En el ultimo paso en la maduracion de
los miRNAs, una de las dos hebras del RNA de doble cadena liberado por Dicer se
integra junto a las proteinas Argonauta en el complejo RISC (RNA-induced
silencing complex) (Hammond et al. 2001, Gregory et al. 2005). Esta hebra
constituye el miRNA maduro y es utilizado por el complejo RISC para seleccionar
sus mRNAs diana por complementariedad de secuencia con el miRNA maduro.

La longitud nucleotidica del miRNA maduro puede ser heterogénea debido a
cortes imprecisos de las nucleasas durante su biogénesis (Aravin y Tuschl 2005,
Ruby et al. 2006, Lee et al. 2010b). Las diferentes variantes de un mismo miRNA se
conocen como isomirs (Morin et al. 2008). Las variaciones en 5 del miRNA
maduro podria afectar a su region semilla, region fundamental para el
reconocimiento de sus dianas, probablemente por este motivo los cambios de
longitud en 5’ son minoritarios. La mayor parte de isomirs consisten en cambios de
longitud en la regién 3’ del miRNA maduro.

4.2.1. Rutas de biogénesis no canonicas

La mayoria de miRNAs siguen la ruta de biogénesis candnica. Sin embargo se
han descrito mecanismos alternativos que generan miRNAs maduros. Estos
mecanismos se pueden agrupar en dos grupos principales: las rutas independientes
del Microprocesador y las rutas independientes de Dicer.

4.2.1.1. Rutas independientes del Microprocesador

La primera ruta no candnica que se describié es la ruta de los miRtrones en
Drosophila'y C. elegans. Los miRNAs producidos por esta ruta derivan de pequefas
horquillas intrénicas con sitios de splicing en cada extremo, en las que la secuencia
del pre-miRNA corresponde con la del intrén entero (Fig. I-6) (Ruby et al. 2007,
Okamura et al. 2007). La horquilla intrénica es procesada por el espliceosoma y
una enzima especifica elimina el lazo tipico de los intrones procesados tras lo cual
el intrén se pliega adoptando la estructura tipica de horquilla de los pre-miRNAs
que es reconocida por la Exportina 5 y sigue la ruta candnica. Después de su
descubrimiento inicial, se ha descrito la presencia de miRtrones en mamiferos y se
ha demostrado que los miRtrones son los miRNAs independientes de
Microprocesador mas abundantes (Berezikov et al. 2007, Chong et al. 2010). En
humanos se han descrito mas de 240 miRtrones (Ladewig et al. 2012), lo que indica
que esta ruta de biogénesis no supone un fenémeno aislado.
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El Microprocesador tampoco participa en la biogénesis de miRNAs derivados
de pequenas horquillas endogenas. Por ejemplo miR-320 es transcrito por la RNA
polimerasa II como una pequefia horquilla con caperuza m’G (Xie et al. 2013). Esta
horquilla es reconocida y exportada al citoplasma por la Exportina 1. Tras el
procesado por Dicer, solo la hebra 3p es seleccionada en el complejo RISC
posiblemente porque la caperuza m’G en el extremo 5 de la hebra 5p debe
interferir con la unién a las proteinas Argonauta.

Ademas otros RNAs no codificantes pueden producir miRNAs
independientemente del Microprocesador. Se ha descrito la produccién de
miRNAs a partir de tRNAs, snoRNAs y snRNAs viricos (Babiarz et al. 2008, Ender
et al. 2008, Cazalla et al. 2011). En todos estos casos no participa el
Microprocesador pero la biogénesis sigue siendo dependiente de Dicer.

ruta candnica ruta miRtrones

g exon exon

pri-miRNA/intron

pri-miRNA
* splicing
Drosha\
e
lazo intrén
pre-miRNA g /
* Dicer

duplex
miRNA/MIRNA* m

* Complejo
RISC

miRNA .
maduro —— mRNAs diana

Figura I-6. Rutas de biogénesis de miRNAs canodnica y de miRtrones.

En la ruta candnica de biogénesis los miRNAs se transcriben como transcritos precursores
primarios (pri-miRNAs) que son procesados en el nicleo por Drosha para generar una o mas
horquillas precursoras (pre-miRNAs). Dicer procesa las horquillas en el citoplasma generando el
miRNA maduro que se incorpora al complejo RISC para silenciar la expresion génica de sus
dianas. Sin embargo, los miRtrones son pequefios intrones que una vez procesados por la
maquinaria de splicing y eliminado el lazo adoptan estructura de horquilla precursora (pre-
miRNA) y entran en la ruta candnica para ser procesados por Dicer.
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4.2.1.2. Rutas independientes de Dicer

Aunque en la mayoria de rutas de biogénesis de miRNAs participa el enzima
Dicer, en 2010 se descubrié que la maduracion de miR-451 es independiente Dicer
(Yang et al. 2010). miR-451 esta conservado evolutivamente por lo que su
biogénesis fue examinada en ratdn, pez zebra y Drosophila. En los tres grupos se
demostr6 de manera independiente que Dicer no interviene en la biogénesis de
miR-451 (Cheloufi et al. 2010, Cifuentes et al. 2010, Yang et al. 2010). El procesado
del pri-miR-451 por el Microprocesador genera una horquilla con un tallo de solo
18 nt que es demasiado corto para ser procesado por Dicer. El pre-miR-451 es
cargado directamente en la proteina Argonauta 2 y es procesado por la propia
Argonauta 2 y una ribonucleasa especifica de poli(A) (PARN) en el miR-451
maduro de 23 nt (Yoda et al. 2013).

4.3. Mecanismos de silenciamiento génico mediado por miRNAs
4.3.1. Reconocimiento de los transcritos diana

En las ultimas dos décadas una variedad de estudios bioquimicos, genéticos y
bioinformaticos han determinado el mecanismo por el cual los miRNAs reconocen
sus mRNAs diana. Estos estudios han revelado varias regiones dentro del mRNA
susceptibles de ser reconocidas por complementariedad de bases por los miRNAs.
La mayor parte de estas regiones se encuentran localizadas en la regién 3" no
traducida de los mensajeros diana (Bartel 2009, Carthew y Sontheimer 2009). En
cuanto a la secuencia nucleotidica de los miRNAs, la regién 5 parece critica para la
especificidad de unién entre el miRNA y su mRNA diana. En concreto los
nucleétidos que se localizan entre las posiciones 2 y 8 y que constituyen la regién
semilla (Lewis et al. 2003, Bartel 2009). Estudios in vitro determinaron que los
nucleétidos de la region semilla por si solos son capaces de reprimir la expresion de
sus dianas y que cambios en la secuencia de la region semilla altera esta represion
(Obad et al. 2011). El hecho de que el requerimiento de complementariedad sea
una region tan pequeia resulta en que un tnico miRNA puede silenciar una gran
variedad de transcritos y que un mRNA puede ser regulado por diferentes miRNAs
(Lim et al. 2005, Peter 2010, Wu et al. 2010). Aunque la unién de la region semilla
es fundamental para la represion de sus dianas, el apareamiento de nucledtidos
adicionales aumenta la especificidad y la estabilidad de la unién (Lai 2002,
Brennecke et al. 2005, Doench y Sharp 2004). Ademas, otros factores influyen en la
especificidad del reconocimiento, por ejemplo, el apareamiento de los nucleétidos
en posiciéon 13 y 16, la presencia de bases A y U cerca de la regién semilla o la
proximidad de varios sitios de unién del miRNA en el 3" del mensajero diana estan
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asociados a una mayor eficiencia en la represion de transcritos mediada por
miRNAs (Grimson et al. 2007, Nielsen et al. 2007).

4.3.2. Inhibicion de la traduccion

Los mecanismos mediante los que los miRNAs regulan negativamente la
traduccion son objeto de constante debate. La traduccién de mRNAs eucariotas se
divide en tres etapas principales, iniciacion, elongacién y terminacién. El bloqueo
de la traduccién por los miRNAs puede ocurrir en cualquiera de las tres etapas
(Filipowicz et al. 2008). Generalmente, el complejo RISC se une a la regiéon 3" no
traducida del mRNA y reprime el reconocimiento de la caperuza m’G por la
maquinaria de traduccién o bloquea el reclutamiento de las subunidades
ribosdmicas 40S y 60S en el RNA mensajero (Humphreys et al. 2005, Djuranovic et
al. 2010, Chendrimada et al. 2007). También se ha descrito que la unién del
complejo RISC a los mRNAs puede provocar la terminacién aberrante de la
traduccion en la etapa de elongacion (Petersen et al. 2006, Lytle et al. 2007). Sin
embargo, los mecanismos por los que los miRNAs regulan la elongacién y
terminacion de la traduccién aun no estan claros.

4.3.3. Degradacion de mRNAs

Aunque estudios iniciales sugerian que los niveles de los transcritos de las
dianas de los miRNAs no estaban alterados, trabajos mas recientes han demostrado
que la represion de la mayoria de las dianas de miRNAs esta frecuentemente
asociada a su desestabilizaciéon (Wu et al. 2006, Bagga et al. 2005, Behm-Ansmant
et al. 2006). De hecho, la inhibiciéon de la ruta de los miRNAs o la alteracion
experimental de los niveles de miRNAs provocan cambios marcados en los niveles
de sus transcritos diana (Lim et al. 2005, Giraldez et al. 2006). En concreto, se ha
demostrado que en mamiferos la degradacion de los mRNAs diana es la principal
via por la que los miRNAs regulan a sus dianas (Guo et al. 2010).

En eucariotas, la degradacion de mensajeros mediada por miRNAs puede seguir
dos rutas, cada una de las cuales comienza con el acortamiento gradual de la cola
poliA del transcrito. EI mensajero puede ser degradado desde la regién 3° — 5’ por
el exosoma o por la eliminacion de la caperuza m’G seguida de la degradacién 5 —
3’ por la exonucleasa XRN1 (Parker y Song 2004). La degradacion, o al menos sus
pasos finales, ocurre en los cuerpos P, estructuras celulares en las que se acumulan
enzimas catabolicas de mRNA y represores de la traduccidon (Parker y Sheth 2007,
Eulalio et al. 2007).
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5. miRNAs alterados en DM 1

Los miRNAs juegan un papel crucial en la mayoria de los procesos biolégicos lo
que explica que la alteraciéon de miRNAs especificos o de sus dianas se haya
asociado a diferentes enfermedades humanas como el céancer, cardiopatias,
enfermedades metabdlicas y enfermedades neurodegenerativas, entre las que se
incluyen enfermedades causadas por expansiones de repeticiones (Eisenberg et al.
2007, Lee et al. 2011, Hebert y De Strooper 2009, Latronico y Condorelli 2009,
Melo y Esteller 2011, Iorio y Croce 2012).

Estudios recientes han implicado a los miRNAs en DM1 (Tabla I-2). Se ha
descrito la alteracion de miRNAs especificos de musculo (miomiRs).
Especificamente, miR-1, miR-335 y miR-206 se han observado aumentados en
musculo esquelético de pacientes con DM1, mientras que miR-29b, miR-29c y miR-
33 presentan expresion reducida en comparacion con musculo de individuos sanos
(Perbellini et al. 2011, Gambardella ef al. 2010). De manera opuesta a lo que ocurre
en musculo esquelético, los niveles de miR-1 estan reducidos en corazon de
pacientes DM1 (Rau et al. 2011). Ademas, la distribuciéon subcelular de algunos
miomiRs, tales como miR-1, miR-206 y miR-133b, también esta alterada en células
de pacientes DM1 lo que puede interferir con su funcién normal (Perbellini et al.
2011).

El estudio de la expresion de algunas dianas de estos miRNAs reveld que estan
desreguladas en DM1 lo que indica que las alteraciones en miRNAs en DM1 son
relevantes funcionalmente. En musculo esquelético, diferentes dianas de miR-29
estan aumentadas en pacientes (Perbellini et al. 2011). Estos transcritos incluyen
genes relacionados con atrofia muscular como DAGI, DIABLO, RET o TRIM63.
Ademas también se ha visto que algunas dianas de miR-1 estan aumentadas en
musculo esquelético de DM1. Cabe destacar entre ellas algunos genes implicados
en desarrollo muscular como MEF2, GATA6 o MET (Perbellini et al. 2011). El
aumento de dianas de miR-1 en un principio es incongruente con el aumento de
miR-1 pero podria ser explicado por el cambio en su distribuciéon celular en
musculo DM1. En el corazén de pacientes de DM1 y DM2 se ha observado que las
dianas de miR-1 GJA1l y CACNAI1C estan aumentadas lo que podria deberse a la
infraexpresiéon del miRNA maduro de miR-1 (Rau et al. 2011). Estos genes
codifican para un canal de calcio (CACNAI1C) y una conexina (GJA1l), ambos
relacionados con la conducciéon cardiaca. La desregulacion de estos genes podria
explicar las arritmias y problemas de conduccién en los pacientes con DM1.
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Tabla I-2. miRNAs alterados en DM1

Aumento de expresion en musculo

Miogénesis .
esquelético
Cardiogenesis Disminucion de su expresion en (Perbellini ef al. 2011,
miR-1 Control de la corazén P Gambardella et al. 2010, Rau et
conduccidn cardiaca al. 2011)
Inhlb%cmn de la Cambio en la localizacién subcelular
proliferacién
miR-29b . . . . ,
Adaptacmfl al estrés Reduccion de expre,S}on en musculo (Perbellini ef al. 2011)
miR-29¢ cardiaco esquelético
Metabolismo del
miR-33 colesterol Reduccién de expresién en musculo (Perbellini et al. 2011, Moore et
Control de la esquelético al. 2010)

proliferacion celular

Miogénesis

miR-133 Cont.rf) Ide la, Cambio en la localizacion subcelular (Perbellini et al. 2011)
conduccidn cardiaca

Apoptosis
Aumento de expresion en musculo
5ti i i Perbellini et al. 2011
iR-206 Miogénesi esquelético (resultados contradictorios) ( >
m togenesis Gambardella et al. 2010)
Cambio en la localizacién subcelular
migsss  Rewmenan o Aunento de expreitn en misculo (Perbelin et al 2011

Aunque para la mayoria de miRNAs no se ha determinado el origen de su
alteracion, se ha confirmado que la falta de funcién de MBNLL1 es la responsable de
que miR-1 esté infraexpresado en el corazén de pacientes con DM1 (Rau et al.
2011). En condiciones normales MBNLI se une a un motivo UGC en los pre-
miRNAs de miR-1 (pre-miR-1-1 y pre-miR-1-2) y bloquea la unién de LIN28. En
DMI1, MBNLLI esta secuestrado en los foci ribonucleares y LIN28 tiene acceso al
pre-miRNA de miR-1. LIN28 promueve la uridilacién del pre-miRNA por el
enzima TUT4. Los pre-miRNAs uridilados son resistentes al corte de Dicer por lo
que el pre-miRNA se acumula en células DM1 con la consecuente reduccion del
miRNA maduro y aumento de sus dianas.

Estos resultados implican a los miRNAs en la patogénesis molecular de la DM1,
aunque son necesarios mas estudios para descubrir otros miRNAs alterados en
DMI, determinar el origen de esas alteraciones y sus consecuencias patoldgicas.
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En los ultimos afios, el desarrollo de las técnicas de analisis de expresion global y
bioinformaticas ha permitido analizar en profundidad la poblacion de RNAs
pequefios celulares. Debido al creciente numero de miRNAs descubiertos y a su
implicacion en la regulacion de la expresion génica, los miRNAs se han convertido
en un importante campo de estudio en el contexto de las enfermedades humanas.
De hecho, se ha asociado la alteracién de determinados miRNAs a enfermedades
tan diversas como el cancer, enfermedades inmunitarias, infecciones virales o
enfermedades neurodegenerativas. Los estudios actuales se centran en identificar y
caracterizar la implicacion de miRNAs especificos en estados patoldgicos para
desarrollar el potencial de éstos en la generacién de nuevos métodos de
diagnostico, prondstico y terapias.

En el momento de comenzar este trabajo, no se habian descrito alteraciones de
miRNAs en DM1. Sin embargo, existian evidencias indirectas que sugerian que las
expansiones CUG podrian modificar la expresion de miRNAs. En concreto, Onishi
y colaboradores demostraron que MBNLI interacciona a través de RNAs con
DDXI1, una proteina implicada en la biogénesis de los miRNAs (Onishi et al. 2008).
Debido a la falta de terapias efectivas y buenos métodos de diagndstico y pronéstico
moleculares para esta enfermedad, en este trabajo nos propusimos analizar la
implicaciéon de los miRNAs en DM1 y su potencial terapéutico siguiendo los
siguientes objetivos:

Objetivo 1: Analisis global de las alteraciones de miRNAs provocadas
por repeticiones CUG.

Objetivo 2: Analisis funcional de miRNAs relevantes.

Objetivo 3: Evaluacion en Drosophila de miRNAs especificos como
diana terapéutica parala DM1.
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1. Analisis de la alteracion de miRNAs mediadas por repeticiones CUG

Las nuevas técnicas de secuenciacion masiva permiten obtener millones de
lecturas de diferentes secuencias de varias muestras en paralelo. Debido a su gran
rendimiento, los resultados de estas plataformas se pueden emplear para diferentes
tipos de estudios. La secuenciacion a partir de librerias de RNA de pequefio tamafo
se puede emplear en el estudio global de todos los miRNAs (miRNoma) presentes
en una muestra permitiendo su identificacion, caracterizacion y cuantificacién. Por
esta razén decidimos utilizar esta tecnologia para analizar las posibles alteraciones
en la expresion de miRNAs mediadas por la toxicidad de RNAs con repeticiones
CUG. Para ello establecimos una colaboracién con la compaiia biotecnolégica
Sistemas Gendmicos (www.sistemasgenomicos.com) y utilizamos la plataforma de
secuenciacion masiva SOLID 3 de Applied Biosystems.

Decidimos dividir este objetivo en dos fases. Una primera fase que consiste en
realizar una descripcién completa de miRNAs expresados en moscas adultas
silvestres, determinando los niveles de expresion de los diferentes miRNAs e
identificando posibles nuevos miRNAs no descritos (resultados 1.1), y una segunda
fase de analisis de expresion diferencial de miRNAs en moscas modelo de DM1 y
controles (resultados 1.2). Para realizar estos dos objetivos obtuvimos moscas de
diferentes genotipos (Tabla R-1) y aislamos la fracciéon de RNAs (15 - 30 nt) con la
que se generaron librerias de RNA de pequefio tamafio para secuenciacion masiva.
Para la descripciéon completa de miRNAs utilizamos la cepa OrR como genotipo
silvestre mientras que para el analisis de expresion diferencial en moscas modelo de
DM1 realizamos cruces para obtener moscas que expresen 480 repeticiones CTG
en musculo bajo el control del promotor de la cadena pesada de la miosina
sarcomérica (Mhc-Gal4 UAS-i(CTG)480). Para tener en cuenta el posible efecto de
posicion de los transgenes en la expresion de los miRNAs, utilizamos 2 lineas
transgénicas diferentes (1.1 y 2.2). Como control utilizamos moscas que expresan
del factor Gal4 sin el transgén con repeticiones CTG (Mhc-Gal4). Se obtuvieron 2
réplicas bioldgicas (1 y 2) y para dos de los genotipos se realizaron 2 réplicas
técnicas de las librerias de RNAs pequefios (a y b) para estudiar el posible error
técnico de la secuenciacién masiva. Todos los cruces se realizaron simultaineamente
a 25°C y se seleccionaron machos adultos de dos dias para evitar la contaminacién
de secuencias de RNAs de los embriones presentes en las hembras.

La generacion de librerias y la secuenciaciéon masiva mediante la tecnologia
SOLID se realiz6 por parte de la empresa Sistemas Gendmicos. Obtuvimos una
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media de unos 25 millones de lecturas para cada muestra. Los datos de
secuenciacion fueron procesados bioinforméticamente para obtener una medida
cuantitativa de cada miRNA en cada muestra. Este trabajo fue realizado por Sheila
Zuiiiga del departamento de Bioinformatica de Sistemas Gendmicos. Brevemente,
las secuencias se filtraron eliminando aquellas lecturas de baja calidad (QV) y
aquellas que corresponden a RNAs pequeiios de otro tipo (RNAs ribosémicos, de
transferencia, adaptadores, ...). Las secuencias resultantes del filtrado se lanzaron
contra el genoma de Drosophila melanogaster clasificindolas en funcién de si
alinean en un sitio del genoma o en varios. Las secuencias que alinean en un tnico
sitio del genoma (aproximadamente 3 millones de lecturas por muestra) se
lanzaron contra la base de datos de miRNAs miRBase (version 13.0) obteniéndose
un listado de todos los miRNAs conocidos en cada muestra. A cada miRNA se le
asoci6 un valor de cuantificacién. El valor de cuantificacién es un valor
normalizado calculado en base a la suma del numero de lecturas que mapean en ese
miRNA por millén de lecturas totales que mapean en una region del genoma. La
tabla R-2 ilustra el nimero de lecturas totales para cada muestra asi como el
numero de lecturas filtradas durante el procesado bioinformatico.

Tabla R-1. Librerias de RNAs de pequeiio tamaiio para secuenciacion masiva

O_1

Cepa silvestre OrR Objetivo 1.1
0_2

! Control yw, Mhc-Gal4 Objetivo 1.2
C_2

El_la

E1_1b Experimental yw, Mhc-Gal4d UAS-i(CTG)4s0 1.1 Objetivo 1.2
E1_2

E2_1la

E2_1b Experimental yw, Mhc-Gal4 UAS-i(CTG )0 2.2 Objetivo 1.2

E2_2
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Tabla R-2. Numero de lecturas obtenidas por secuenciacion masiva y tras el
procesado bioinformatico

0_1 28691891 21418676 3120769 2066628 2668549 910374
0_2 29572378 21965363 3254335 1719574 3175191 867498
C_1 14919576 13712379 4527662 1352675 4226508 733997
C2 26213035 18271389 2442658 1777413 2209016 948600
El_1la 17223663 14159616 1697692 1182656 1629176 584730
El1_1b 16187730 14091261 2282264 1102572 2198963 569180
E1_2 25749686 16468130 543153 1227194 509067 600971
E2_1la 22801642 16548011 1723402 997472 1645485 512370
E2_1b 25059295 17108127 1879348 993197 1829399 501887
E2_2 24441122 17581349 2258881 982556 2204352 513285

!lecturas tras el control de calidad > tRNAs, rRNAs, adaptadores

1.1. Descripcion completa de los miRNAs expresados en moscas adultas

Mediante secuenciacién masiva y siguiendo el analisis bioinformatico descrito
anteriormente obtuvimos los datos de expresién de los miRNAs conocidos para
dos muestras de moscas silvestres (cepa OrR, muestras O_1 y O_2). Detectamos
104 de los 153 miRNAs descritos en Drosophila melanogaster (miRBase, version
13.0). Siete miRNAs tienen niveles de expresion elevados mientras que el resto se
expresan en niveles mas discretos en moscas adultas (Tabla R-3).

Una vez descritos los niveles de expresion para los miRNAs conocidos, nos
propusimos identificar nuevos miRNAs a partir de los datos de secuenciacién
masiva que obtuvimos de las muestras de la cepa OrR. Este trabajo de prediccion
fue desarrollado por el Dr. Javier Terol y Sheila Zuniga en el departamento de
Bioinformatica de Sistemas Gendmico S.L. La busqueda de nuevos miRNAs se llevo
a cabo utilizando el algoritmo de predicciéon miRDeep (Friedlander et al. 2008).
Para establecer el limite de score de miRDeep, previamente analizamos con el
algoritmo miRDeep los datos de secuenciaciéon que obtuvimos para los miRNAs
conocidos. El score mas bajo de miRDeep para los miRNAs conocidos fue -2.5. Por
lo que decidimos utilizar como limites de prediccion -2.5 para el score de miRDeep
y al menos 20 lecturas de su secuencia por muestra para considerarlos como nuevos
miRNAs. Con estas condiciones de prediccidn identificamos 64 nuevos miRNAs
(Tabla R-4).
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Tabla R-4. Nuevos miRNAs candidatos

miR-3R_25 3.7 UGGAAUGUAGGAAAGUGGAA 3R + 17468228 43
miR-3L_27 2.1 UGGCAGUGUUUGAAUGGAAC 3L - 7511457 23
miR-2L_7 0.6 UGGAGCUGCCCUCCUGCUUCU 2L + 12819338 2563
miR-2R_19 0.4 UGGGCUACAGCGAGUCGCUCC 2R - 19896944 28
miR-2R_27 0.4 GCUACAAGUUCACCAUGCUGGA 2R - 11853909 64
miR-3L_11 0.4 UCCUCGAGCUGCUCACCGCC 3L + 16024311 532
miR-X_13 0.3 UGCCCGUGCCCUCCUGCGUGUG X + 20824459 79
miR-2R_24 0.2 CACAUCGAUGUUUUUCCACCU 2R - 14067657 30
miR-3L_4 0.2 AGGCCCGCAACGAGCGCAAC 3L + 9709288 45
miR-2R_7 0.1 AUCGAUGGCAGGGCGUUGGGUCU 2R + 11721376 25
miR-3R_35 0.1 GCGUGUGACCCGUCAGAGUGU 3R - 18773587 77
miR-2L_21 0 GUAGUCCACAGGGAUUCCC 2L + 3466421 96
miR-2R_9 0 UACCUAGUGACUAGCGACU 2R + 13986928 59
miR-3R_24 0 CGAUGGUUUGGGUUGGUUUGGU 3R + 17412388 21
miR-3R_35 0 GGUGGAGGCGUUGGUGGCCUGC 3R - 2962950 23
miR-3R_48 0 GCUUGGACUGUGCGGUUGA 3R - 6296821 45
miR-X_5 0 UUGAGCCCGUUCUCCUGCC X + 828819 42
miR-2L_20  -0.1 CUAAAGCACCACCCGAGUGG 2L - 10367475 206
miR-2L_29  -0.1 CGAGAUGAUCGGGAAUGC 2L - 3036105 25
miR-3L_28  -0.1 CGCUAGGGGCGGUGGAGGA 3L - 5582470 71
miR-3R_17  -0.1 UCCCAGUAAUGUCCACUUACA 3R + 12444559 55
miR-2L_35  -0.2 AGCCGCACACGUUCAGCUAC 2L - 345049 58
miR-2L_27  -0.3 CGUGAUCGUGGUAACCGG 2L - 4204979 57
miR-3R_5 -0.3 GGACGGUGAACCAGAGCAGG 3R - 1644984 28
miR-3L_21 -0.4 AGAUACGGACCAUACUUGCGC 3L - 13018101 35
miR-3R_13  -0.5 GCGGUUAAACCAUAUCACGUACAGUC 3R + 7049487 327
miR-3R_29  -0.5 GGGCGAACAUGUGUGGCUU 3R + 21535850 43
miR-2L_2 -0.6 GCACAAUAUGUGGAGCAUGU 2L + 7772203 906
miR-3L_11 -0.6 AGCCACUCGAGCCGGGCUGA 3L + 126495 34
miR-3R_33  -0.6 UGCUUGGACUACCGAUGUU 3R - 19361195 238
miR-2L_25  -0.8 ACAGUUGUCUCGGUUUGGAC 2L - 5183781 56
miR-3R_42  -0.8 CUCCAGUUGUCUGCCGUGCAG 3R - 13535605 204
miR-X_8 -0.8 UUCCGCUGUCUUUCGGAAA X + 14577852 29
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miR-3L_17
miR-3L_34
miR-2R_22
miR-X_12
miR-3L_36
miR-3L_8
miR-3R_2
miR-3L_29
miR-3R_32
miR-3R_4
miR-X_27
miR-2L_16
miR-2R_10
miR-U_2
miR-X_18
miR-2R_1
miR-3R_1
miR-2L_28
miR-3L_18
miR-3L_20
miR-2R_21
miR-2R_30
miR-3L_19
miR-X_9
miR-3L_24
miR-3R_23
miR-X_17
miR-X_28
miR-3R_14
miR-3L_37
miR-3R_10
miR-2L_19
miR-3R_47

miR-X_21

-0.9

-0.9

-1.1

-1.1

-1.1

-1.2

-1.2

-1.2

-1.2

-1.3

-1.3

-1.3

-1.3

-1.4

-1.4

-1.5

-1.6

-1.6

-1.7

-1.7

-1.8

-1.8

-1.9

-1.9

-1.9

-2

-2.1

-2.2

-2.2

-2.4

-2.5

-2.5

GUUAAUGUUGUCGUUAUGUAAG
GUGGUAUCCAAUACCUUCC
AUCCCUCGCUUGUCUUUGGG
GGGUUGUUCCUGACUUGUC
CCGAAACCAGGUGACAAUGCC
AACCCUUGCCGCACUGGUC
UGUCCGUGCCCAGGAUGAAG
CGCUAGGGGCGGUGGAGGA
AGUUCCGGUGGAGCAUGUGGU
GUUUUGACUGCCUGACAUCA
UGAGGUAGAUUUGGUGCGACGU
GUUCCAUUUAAGGUGCGUGAC
AGAAUGGCAAUUAUCUGGCC
UGCUAUUACAAUCAUUUCGCUGCGUC
CGUAUACGUUACGUUUGGGGCC
AUAUUCUUAGAUGGUGCACA
AUGUCACUUGGUCCUCGCC
GUAUAUCGAUCUCAACAGG
CGACGAGGGGAGUGGGGAG
CAAUUACUUUGGCUCUUGCA
ACGAUCACAAUCGAGCACU
CUUUUUUGGAGACUUGUUU
CAAUUACUUUGGCUCUUGCA
CGAGGAUCGUUUGCUAUCCAC
CUUAGUCAUUUUCACAGCCA

GGAAUAUCACAUGGUUCAGGCUACAAUA

ACUCACGGCAUUUCAUUCACUUGC
UGAGGUAGAUUUGGUGCGACGU
CUGAUUGAGCCAAGUGAUC
UCUGAUCGCUUGUGUUUUAU
UGCAUGUCUCCAGCCAGAAGGUAC
GUGAAUGCUCCAAUGAGCUGA
GCUUGACAGCGAGACAGACAG
GCGUUUGAUUCUGAUCACCU

3L
3L
2R

3L
3L
3R
3L
3R
3R

2L
2R

2R
3R
2L
3L
3L
2R
2R
3L

3L
3R

3R
3L
3R
2L
3R

2620000
3467392
15457341
20700024
2244706
13956196
4334553
5582470
20486576
2150247
317401
15314503
14288698
4025089
18069110
657847
4981427
3473440
18084708
14888554
18581305
6271010
14888554
14996430
11474839
16648444
21169304
317401
10590154
1877834
588915
11017395
7424126

16548222

269

164

60

24

44

283

247

71

34

108

60

36

25

28

108

120

28

22

42

27

45

48

27

81

34

58

136

60

21

28

50

126

55

59

En negrita se resaltan los miRNAs seleccionados para la validacion

- 40 -



Resultados

1.1.1. Validacion de nuevos miRNAs

De los 64 nuevos miRNAs que obtuvimos en las predicciones, nos propusimos
validar nueve. Seleccionamos miRNAs para la validacion con diferentes niveles de
expresion y scores de miRDeep (Tabla R-4) con el fin de abarcar un rango amplio
dentro de las predicciones. Para validarlos, detectamos estos miRNAs en moscas
mutantes para Dicer-1, proteina implicada en la biogénesis de miRNAs. En
aquellos casos en los que se trate de un miRNA, observaremos una reduccién del
miRNA maduro y un aumento en el pre-miRNA en moscas mutantes interferentes
para Dicer-1 (UAS-IR-Dicer-1), mientras que en moscas que sobrexpresan Dicer-1
(UAS-Dicer-1) el miRNA maduro deberia aumentar respecto al control.

Expresamos los transgenes para Dicer-1 en todos los tejidos utilizando la linea
de expresion ubicua Act5C-Gal4, como controles utilizamos la cepa silvestre OrR y
expresamos la proteina GFP. Para confirmar la efectividad de los transgenes
analizamos los niveles de la proteina Dicer-1 en estas moscas mediante western blot
usando un anticuerpo especifico. Como control detectamos la proteina endégena
Tubulina (Fig. R-1). Observamos que en efecto los niveles de la proteina Dicer-1
estan aumentados en las moscas que sobreexpresan Dicer-1 y estan reducidos en
moscas mutantes por interferencia para Dicer-1, respecto a los dos controles en los
que se observan niveles similares de la proteina.

Figura R-1. Niveles de proteina Dicer-1 en moscas
mutantes.

Western blot de extractos de proteina total de moscas con
los genotipos: OrR, Act5C-Gal4 UAS-GFP, Act5C-Gal4
UAS-Dicer-1'y Act5C-Gal4 UAS-IR-Dicer-1 para Dicer-1.
Confirmamos el aumento de proteina en las moscas que
sobreexpresan Dicer-1 (Act5C-Gal4 UAS-Dicer-1) y la
disminucién de la proteina en moscas mutantes por RNAi
(Act5C-Gal4 UAS-IR-Dicer-1) respecto a las moscas
controles (OrR y Act5C-Gal4 UAS-GFP). Detectamos la
S e | Tubulina proteina endégena Tubulina como control de carga.

Act5C>GFP
Act5C>Dicer-1
Act5C>IR-Dicer-1

OrR

Dicer-1

Para confirmar que los cambios en los niveles de Dicer-1 afectan a la biogénesis
general de los miRNAs detectamos miR-1, el miRNA mas expresado en moscas
adultas (Tabla R-3) en las moscas mutantes para Dicer-1. La deteccién se realizd
mediante Northern blot para RNAs pequefios a partir de muestras de RNA total
con una sonda LNA especifica para miR-1 (Fig. R-2). Confirmamos un aumento de
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miR-1 maduro en las moscas que sobreexpresan Dicer-1 respecto a los controles.
En las moscas mutantes por RNAi para Dicer-1 se observa una disminucién del
miRNA maduro y la aparicién de una tenue banda de mayor tamafio que
corresponderia al pre-miRNA de miR-1.

Act5C>GFP
Act5C>Dicer-1
Act5C>IR-Dicer-1

OrR

Figura R-2. Deteccion de miR-1 mediante northern blot en moscas
mutantes para Dicer-1.

Northern blot con una sonda LNA para detectar miR-1. Las carreras
corresponden a los genotipos: OrR, Act5C-Gal4 UAS-GFP, Act5C-
- - - < Gal4 UAS-Dicer-1y Act5C-Gal4 UAS-IR-Dicer-1 El asterisco indica el
pre-miRNA vy la cabeza de flecha indica el miRNA.

sonda miR-1

La deteccion de miR-1 ademas nos sirvié como puesta apunto del protocolo de
northern blot para RNAs de pequefio tamaino. A partir de esas condiciones
procedimos a validar los miRNAs candidatos mediante northern blot con sondas
LNA complementarias a la secuencia de los miRNA maduros correspondientes a
las lecturas de secuenciacién masiva. En el caso de no obtener sefial cambiamos las
condiciones del protocolo optimizando las cantidades de RNA total y las
condiciones de hibridacion del northern blot hasta que obtuvimos sefial para las
nueve sondas.

De los nueve miRNAs candidatos, se valido como miRNA real uno, miR-3R_25
(Fig. R-3). Para este miRNA detectamos una reduccién en el miRNA maduro y la
apariciéon de su precursor en moscas mutantes para Dicer-1. Para el resto la sefal
que se detectd no correspondia en ningtn caso al tamafo esperado para un miRNA
maduro por lo que los descartamos como miRNAs.

Figura R-3. Validacion de nuevos miRNAs por Northern blot.

Northern blot a partir de RNA total de moscas con los genotipos: OrR, Act5C-Gal4 UAS-GFP,
Act5C-Gal4 UAS-Dicer-1 'y Act5C-Gal4 UAS-IR-Dicer-1 con sondas especificas para los nueve
miRNAs candidatos seleccionados. El asterisco indica el pre-miRNA vy la cabeza de flecha indica
el miRNA maduro. Solo se detecta el pre-miRNA en moscas con niveles de Dicer-1 reducido en el
caso de miR-3R_25.
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Para cuantificar los niveles de miR-3R_25 en las moscas mutantes para Dicer-1
detectamos su sefal por Northern blot por triplicado y cuantificamos la sefial del
miRNA maduro por densitometria. Analizamos la expresién del RNA pequeiio
nuclear U6 como control enddégeno (Fig. R-4). Tanto el aumento del miRNA
maduro en moscas que sobreexpresan Dicer-1 como su reducciéon en moscas
mutantes por RNAi para Dicer-1 resultaron significativamente diferentes respecto
al control, confirmando que miR-3R_25 es un nuevo miRNA. miR-3R_25 resultd
ser el miRNA con mayor score de miRDeep de los 64 identificados lo que sugiere
que los valores de score de miRDeep menores corresponden a falsos positivos.
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Figura R-4. Niveles de expresion de miR-3R_25 en mutantes para Dicer-1.

A. Deteccion por Northern blot de miR-3R_25 en muestras de los genotipos: OrR, Act5C-Gal4
UAS-GFP, Act5C-Gal4 UAS-Dicer-1y Act5C-Gal4 UAS-IR-Dicer-1y de snRNA U6 como control
endégeno. Se muestra una regién representativa correspondiente al miRNA miR-3R_25 maduro y
a snRNAU6. B. Cuantificacién de los niveles de miR-3R_25 normalizados respecto al control
endégeno snRNA U6 y a la muestra control Act5C-Gal4 UAS-GFP. n=3, *p<0.05 y ** p<0.01

1.1.2. Validacion de miR-3R_25

El andlisis en profundidad de los datos de secuenciacién masiva para el Gnico
miRNA que se validaba revel6 que la mayoria de lecturas correspondientes a miR-
3R_25 no coinciden con la secuencia de su regién genémica segun las bases de
datos (Fig. R-5). En concreto, la mayoria de lecturas del SOLiD, mas de un 75 %,
presentan un cambio de tres nucledtidos en la parte central del miRNA maduro,
mientras que las lecturas correspondientes a la secuencia de las bases de datos
representan el 20.6 % del total. Ademas, hay una pequefa poblaciéon de secuencias
que representan un 3.4 % del total que tienen otro cambio de tres nucleétidos pero
en la region 3’ del miRNA maduro.

El hecho de que la mayoria de lecturas para miR-3R_25 tengan cambios respecto
a las secuencias de las bases de datos podria deberse a errores de lectura durante la
secuenciacion masiva. Para descartarlo, analizamos las lecturas correspondientes a
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los 104 miRNAs que detectamos en nuestras muestras (Tabla-3). Para la mayor
parte de los miRNAs no encontramos ninguna lectura con cambios en la secuencia
respecto a la de las bases de datos (Fig. R-6, A), mientras que los miRNAs que
presentan lecturas con cambios son menos del 40 % del total. Ademds, en la
mayoria de miRNAs con mayores niveles de expresiéon no detectamos ninguna
lectura con cambios respecto a la secuencia genémica. Por ejemplo, miR-1 es el
miRNA con mayor expresion en moscas adultas (detectamos unas 85000 lecturas
de media en nuestras muestras) y todas esas lecturas corresponden a la secuencia
genémica. Lo mismo ocurre con otros miRNAs con mds de 10000 lecturas como
miR-14, miR-276a, miR-8 o bantam.

A
secuencia SOLiD TGGAATGTAaagAAGTGGAA
secuencia genoma TGGAATGTAGGAAAGTGGAA
B 3.4 %

I TGGAATGTAGAAAGTGGAA
I TGGAATGTAaagAGTGGAA
TGGAATGTAGAAAGTaagA

Figura R-5. La secuencia de miR-3R_25 es diferente a la secuencia del genoma.

A. Secuencia mayoritaria para miR-3R_25 en los datos de secuenciacién masiva y secuencia
correspondiente en el genoma de Drosophila. En rojo y azul se muestran los nucledtidos que
difieren en ambas secuencias. B. Porcentaje de las lecturas de las tres secuencias correspondientes
a miR-3R_25 en los datos de SOLiD.

Para considerar que un miRNA presenta cambios tuvimos en cuenta que al
menos una lectura de SOLiD para ese miRNA los tuviera. Cabe destacar que en
general estas lecturas son las menos representadas en el total de lecturas para un
miRNA por lo que aunque el 39.5 % de miRNAs presenten lecturas con cambios
estas suponen una pequeia poblacidn respecto al total de lecturas para un miRNA
determinado. Con una unica excepcion, en el caso de miR-986 encontramos un
cambio de un nucleétido (C>T) en la region central del miRNA maduro que
aparece en el 92 % de lecturas. En general, la mayoria de cambios que observamos
corresponden a cambios de un nucledtido (Fig. R-6, B) mientras que los miRNAs
que tienen lecturas con cambios en tres nucledtidos solo suponen el 2.3 % del total
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de miRNAs con cambios. El cambio de tres nucledtidos consecutivos en la zona
central del miRNA maduro de miR-3R_25 supone un hecho excepcional respecto al
total de lecturas.

Si los cambios en las lecturas de miR-3R_25 respecto a la secuencia del genoma
se debieran a errores de lectura esperariamos que aparecieran cambios en otros
miRNAs por azar. El hecho de que las lecturas con modificaciones no aparezcan en
todos los miRNAs y que, cuando aparecen, suponen un porcentaje muy pequeio
respecto al total de lecturas, junto que para los miRNAs que mas se expresan en
moscas adultas no encontremos lecturas con cambios, indica que los cambios en
miR-3R_25 no se deben a errores de lectura sino que estos miRNAs con tres
nucledtidos diferentes estdn presentes en nuestras muestras.

B miRNAs sin cambios B cambio 1 nucleétido

B miRNAs con cambios mm cambio 2 nucleétidos

cambio 3 nucledétidos

Figura R-6. Lecturas con cambios en todos los miRNAs detectados en mosca.

A. Porcentaje de miRNAs con al menos una lectura con cambios respecto a la secuencia de las
bases de datos. Se analizaron los 104 miRNAs que detectamos en moscas adultas. B. Porcentaje de
cambios en uno, dos o tres nucledtidos.

Las lecturas de miR-3R_25 con cambios suponen un 76 % del total, para la
validaciéon de los nuevos miRNAs diselamos las sondas contra las lecturas
mayoritarias en SOLiD para cada miRNA por lo que la sonda para este gen no esta
disefiada contra la secuencia del genoma, aunque como ambas difieren en tres
nucledtidos la sonda podria detectar las dos poblaciones de miRNAs. Para
determinar si la sonda detecta ambas secuencias, realizamos un Southern blot con
oligonucledtidos con las secuencias correspondientes en el genoma y de las lecturas
mayoritarias en SOLiD (Fig. R-7). La sonda solo detect6 el oligonucledtido con la
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secuencia de las lecturas del SOLiD por lo que los resultados de la validacién de
miR-3R_25 corresponden al miRNA maduro con el cambio de tres nucledtidos.

Figura R-7. La sonda para miR-

secuencia genoma secuencia SOLID
- 3R_25 no reconoce la secuencia
1 pmol 1fmol 1 pmol 1 fmol genémica'
: Detecciéon por hibridacién con la
. : sonda para miR-3R_25 de dos
oligonucleétidos con la secuencia

correspondiente al genoma y a la
secuenciacion masiva. La sonda

. solo detecta la secuencia de
SOLiD.

1.1.2.1.1.El cambio de tres nucledtidos en miR-3R_25 no es un polimorfismo

La cepa que utilizamos para el andlisis de miRNAs en moscas adultas es la cepa
de moscas silvestres Oregon-R mientras que en el proyecto del genoma de
Drosophila melanogaster se utilizé6 como referencia la cepa y’; Gr22b' Gr22d" cn'
CG33964"2 bw' sp'; LysC' MstProx' GstD5' Rh6' (Rubin et al. 2000). La diferencia
entre la secuencia de miR-3R_25 que detectamos en la secuenciacién masiva y la
que se encuentra en las bases de datos podria deberse a un polimorfismo en esa
region genodmica. Para confirmalo realizamos dos ensayos: detectamos miR-3R_25
en la cepa de referencia utilizada en el proyecto del genoma de Drosophila y
secuenciamos la region gendmica de miR-3R_25 en la cepa OrR.

Cepa secuenciacion OrR (cepa SOLiD)

5ug 40 ug 5ug 40 ug

e ) e o= B

Figura R-8. miR-3R_25 se expresa en la cepa de referencia del proyecto genoma de
Drosophila.
Deteccién por northern blot de miR-3R_25 en moscas de la cepa de referencia y en la cepa OrR. El

Detectamos miR-3R_25 en la cepa de referencia utilizada en la secuenciacién del
genoma de Drosophila mediante northern blot para RNAs pequefios a partir de
RNA total con la sonda LNA especifica para miR-3R_25 (Fig. R-8) y como control
detectamos el miRNA en la cepa OrR. El miRNA se detecta en la cepa de referencia
lo que indica que el cambio de tres nucledtidos no debe tratarse de un
polimorfismo. Para confirmarlo secuenciamos la region genémica de miR-3R_25
en la cepa OrR. Amplificamos 181 pb de la regiéon genémica mediante PCR y
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secuenciamos el amplicon. La secuenciacion de esta region confirmé que la region
genomica de miR-3R_25 en la cepa OrR es igual a la de las bases de datos, es decir
que en el genoma no aparece el cambio de tres nucleétidos y por lo tanto podemos
descartar que se trate de un polimorfismo.

1.1.2.1.2.El cambio de tres nucledtidos en miR-3R_25 no se detecta en su
horquilla precursora

Dado que la diferencia en la secuencia del miR-3R_25 maduro no se debe a un
polimorfismo en la cepa, nos planeamos testar si el cambio se produce a nivel de su
miRNA precursor. Se han descrito modificaciones postrancripcionales para
algunos miRNAs, pero en todos los casos se trata de fendmenos de editado del
precursor similares a los que se dan en los RNAs mensajeros, cambios de una
adenina a una inosina, y en ningin caso se han descrito cambios de tres
nucleotidos.

Para confirmar si el cambio se produce en el pre-miRNA decidimos
secuenciarlo. Aislamos la fraccion de RNAs pequefios (<200 nt) a partir de una
muestra de 200 machos adultos. Tras tratar el RNA con DNasa I para eliminar el
posible DNA genémico residual realizamos la retrotranscripcion del pre-miRNA
de miR-3R_25 con un primer especifico para su secuencia y una enzima
retrotranscriptasa termoestable. Esta enzima nos permiti6 realizar la reaccién a 65
°C para evitar la formaciéon de la horquilla del pre-miRNA. Amplificamos una
region de 121 nt de la horquilla precursora mediante PCR y la clonamos en el
vector pGEM-T. Secuenciamos 15 clones del pre-miRNA de miR-3R_25. En todos
los casos detectamos el precursor con la secuencia gendmica por lo que el cambio
de tres nucledtidos en la secuencia del miRNA maduro no se debe a un cambio en
el pre-miRNA.

1.1.2.1.3.El cambio de tres nucledtidos en miR-3R_25 no proviene de la
region genomica predicha

El algoritmo de predicciéon miRDeep localizé el precursor de miR-3R_25 en el
cromosoma 3R en la region citogenética 93F1 en la hebra opuesta al gen E2f.
Concretamente, el miRNA maduro corresponde a las posiciones 17468228 -
174682247 en la hebra +. El hecho de que la secuencia de miR-3R_25 maduro que
validamos en moscas mutantes para Dicer-1 presente un cambio de tres
nucleétidos respecto a la secuencia de esta regién, y que este cambio no este
presente en el pre-miRNA, podria deberse a que este pre-miRNA no sea el
precursor de miR-3R_25 y que miR-3R_25 no provenga de la regién gendmica
predica por miRDeep.

Para confirmar si miR-3R_25 se codifica en la regiéon gendmica predicha,
buscamos moscas con aberraciones cromosoémicas en esta region para detectar si
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miR-3R_25 se expresa. Encontramos dos cepas de moscas con deleciones que
cubren la region donde se encuentra el precursor de miR-3R_25: Df(3R)Exel6186 y
Df(3R)ED6076 (Fig. R-9). Ambas deleciones cubren el precursor de miR-3R_25
aunque la deleciéon Df(3R)ED6076 cubre una regiéon mas amplia. En concreto, los
puntos de corte de Df(3R)ED6076 incluyen las regiones citogenéticas de 93E10 a
94A1, mientras que la delecion Df(3R)Exel6186 incluye de 93E9 a 93F6.

17500k 17600k 17700k 17800k
E2f ©G15497 CR43096 CG31198 CG6800 miR-999  Gr93a Gr93d Isn CG31178  CG6690 Eip93F
< 0 ] ] 0 0 0 ) ]
miR-988  CG6353 Sip93F CG42335 Rpi12 Gr93b CG6569 CG31465 CG17843
) a D 0 0 ) =] [
miR-11 DNApola180 ©G42869 burs _CASK Gro3c Cby CG6656
<
CG31176  CG42870  GABA-B-R2 glec CG31174 dnd
{==] 0 o
, €G34034 ts! CG31431 CGE678
miR-3R_25 cG5849 €6335092
€G31343 CG34148
0
€631233 fit

L)
cG17819
Df(3R)Exel6186

Df(3R)ED6076

Figura R-9. Region genomica donde se localiza el precursor de miR-3R_25.

Representacion de la region del cromosoma 3R de Drosophila donde se encuentra miR-3R_25. En
naranja se muestra el precursor de miR-3R_25 y en azul otros genes que cubren las dos deleciones
utilizadas. La regién que cubren las deleciones se representa en rojo. Escala 10 kb.

La deteccion de miR-3R_25 la realizamos en embriones ya que ambas deleciones
son letales en homocigosis. Para poder seleccionar los embriones mutantes
cambiamos el cromosoma equilibrador del cromosoma 3, TM6b, que estabiliza la
delecién en ambas cepas mutantes por el cromosoma TM3-GFP mediante cruces
con la cepa TM3-GFP/TM6b. Este cromosoma contiene el gen de la proteina verde
fluorescente GFP bajo el control de un promotor ubicuo de manera que los
embriones con el cromosoma equilibrador son fluorescentes y los embriones
homocigotos para las deleciones no lo son. Para la selecciéon de embriones
utilizamos un citémetro adaptado para embriones de Drosophila, el embryo sorter
COPAS select (Union Biométrica). Seleccionamos los embriones que no eran
fluorescentes, un 8 % del total para la cepa Df(3R)ED6076 y un 3% para la cepa
Df(3R)Exel6186.

Amplificamos por PCR un fragmento de 121 nt que contiene la regiéon de miR-
3R_25 a partir del DNA genémico de los embriones homocigotos para las
deleciones para confirmar si las deleciones contienen el precursor de miR-3R_25
(Fig. R-10, A). Como control utilizamos embriones de la cepa de referencia del
proyecto genoma de Drosophila. Como control positivo, amplificamos la region de
otro miRNA, miR-3L_17 localizado en brazo L del cromosoma 3. No detectamos la
region de miR-3R_25 en los embriones homocigotos para Df(3R)Exel6186,
confirmando que esta delecion incluye su regiéon cromosdmica. Sin embargo, en las
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muestras de los embriones Df(3R)ED6076 si que amplificamos por PCR la region
de miR-3R_25 por lo que los extremos de esta delecion no estan bien definidos y no
incluyen la region citogenética 93F1.

©
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Figura R-10. miR-3R_25 se expresa en embriones con
miR-3R_25 deleciones en la region gendémica donde se localiza su
precursor.
A. Amplificacién por PCR de las regiones genémicas de miR-
miR-3L_17 3R_25 y miR-3L_17 en embriones homocigotos para las
deleciones Df(3R)Exel6186 y Df(3R)ED6076. Como control
B 3 © utilizamos la cepa de referencia y%; Gr22b' Gr22d' cn'
g 3 CG33964** bw' sp'; LysC' MstProx' GstD5" Rh6'. La regién de
s g’i _uQ.L miR-3R_25 no se detecta en embriones Df(3R)Exel6186 pero si
g S 8 en embriones Df(3R)ED6076. La region de miR-3L_17 se
- -
o Q Q detecta en todas las muestras. B. Deteccion por northern blot de
MIR-3R_25 | M. e - miR-3R_25 en embriones de la cepa de referencia, y
homocigotos para Df(3R)Exel6186 y Df(3R)ED6076. Como
control endégeno detectados snRNA U6. miR-3R_25 se expresa
SnRNAUG | = = =~ en embriones de los tres genotipos.

Detectamos miR-3R_25 en las muestras de embriones homocigotos para las
deleciones mediante northern Blot de RNAs pequefios (Fig. R-10, B). Para
confirmar que las cantidades de RNA en el ensayo eran similares para todas las
muestras detectamos snRNA U6 como control endégeno. miR-3R_25 se expresa en
los embriones homocigotos para las deleciones. Anteriormente habiamos
confirmado que los embriones homocigotos para Df(3R)Exel6186 no contienen la
regiéon genomica del precursor de miR-3R_25 por lo que la deteccion del miRNA
maduro en estas muestras sugiere que miR-3R_25 no proviene del precursor
predicho por miRDeep.

Durante la embriogénesis temprana de Drosophila se produce la translocacion
de RNAs de la madre al embrién. Estos RNAs maternos se generan en las células
nodriza del ovario de las hembras y se transportan al embriéon donde se expresan en
las primeras etapas del desarrollo. Recientemente, se ha descrito el efecto materno
para el miRNA miR-34 en embriones (Soni et al. 2013). miR-34 se transcribe y se
procesa en las células nodrizas del ovario y el miRNA maduro se transporta al
embrion donde controla la expresion de sus dianas. Si esto ocurriera para miR-
3R_25, su detecciéon en embriones homocigotos para Df(3R)Exel6186 podria
deberse a su expresion en las madres heterocigotas para la deleciéon de manera que
los resultados de este ensayo no serian concluyentes. Para confirmar si el miRNA
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maduro de miR-3R_25 proviene del precursor predicho decidimos sobreexpresar
su region gendmica y detectar el miRNA maduro con el cambio de tres nucleétidos.

Obtuvimos mediante sintesis quimica un fragmento de 300 pb que contiene la
region precursora de miR-3R_25 y lo insertamos en 3’'UTR del gen de la proteina
roja fluorescente dsRed2. Previamente habiamos subclonado el gen dsRed2 en el
vector de transformacién de la linea germinal de Drosophila pUAST para generar
moscas transgénicas. Como control disenamos el mismo transgén pero con el
cambio de tres nucledtidos que detectamos en el miR-3R_25 maduro. Generamos
moscas transgénicas con los dos tipos de secuencias, la secuencia de la regién
precursora en el genoma miR-3R_25(G) y la secuencia precursora con el cambio en
tres nucle6tidos miR-3R_25(S). Obtuvimos 10 lineas transgénicas para el transgén
miR-3R_25(G), 1.1 - 1.10 y nueve lineas para el transgén miR-3R_25(S), 2.1 - 2.9.
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Figura R-11. La sobreexpresion del precursor de miR-3R_25 no afecta los niveles del miRNA
maduro.

A. Detecciéon mediante northern blot de miR-3R_25 en moscas que sobreexpresan las regiones
precursoras del miRNA. Se utilizaron tres lineas de cada transgén. 1.1, 1.4 y 1.5 para miR-
3R_25(G) y 2.1, 2.2 y 2.8 para miR-3R_25(S). Como control utilizamos el transgén UAS-dsRed.
Todos los transgenes se expresaron de manera ubicua con Act5C-Gal4. Como control endégeno
detectamos el suRNA U6. B. Cuantificacion de los niveles de miR-3R_25 normalizados respecto al
control endégeno snRNA U6 (n=3). No se detectan cambios significativos en la expresién de miR-
3R_25 en ninguna muestra.

Expresamos los transgenes para miR-3R_25 en todos los tejidos bajo el control
de la linea de expresiéon ubicua Act5C-Gal4, como control expresamos la proteina
roja fluorescente dsRed. Utilizamos tres lineas independiente para cada transgén.
Las lineas 1.1, 1.4 y 1.5 para el precursor con la secuencia genémica, miR-3R_25(G)
y las lineas 2.1, 2.2 y 2.8 para el precursor con la secuencia con las tres
modificaciones miR-3R_25(S). Antes de seleccionar las moscas para la extraccion
de RNA comprobamos que los transgenes se estaban expresando en todos los casos
observando en una lupa con un médulo de fluorescencia la presencia de la proteina
dsRed en todas moscas. A partir de extracciones de RNA total de las muestras
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realizamos tres northern blots de RNA de pequeiio tamafio con la sonda de miR-
3R_25 que detecta la secuencia del miRNA maduro con los tres cambios (Fig. R-11,
A; Fig. R-7). Detectamos el snRNA U6 como control endégeno y cuantificamos la
sefial de miR-3R_25y de snRNA U6 por densitometria. Normalizamos la expresion
de miR-3R_25 respecto al control enddgeno para comparar su expresiéon en cada
muestra. Al contrario de lo que esperabamos, no detectamos un aumento de la
expresion de miR-3R_25 en ninguna muestra (Fig. R-11, B). Estos datos confirman
que el precursor de miR-3R_25 predicho no es en realidad su precursor y por lo
tanto miR-3R_25 no proviene de la region del genoma predicha por miRDeep.

1.1.2.1.4.La sonda para miR-3R_25 detecta a miR-1

Buscamos otras zonas en el genoma con homologia a miR-3R_25 para
identificar su precursor mediante un Blast con la secuencia de miR-3R_25 maduro.
A parte de la region predicha por miRDeep, miR-3R_25(G), encontramos otra
region con homologia en la banda citogenética 38C8 del cromosoma 2L. Esta
region pertenece al precursor del miRNA miR-1. Al comparar los miRNAs
maduros de miR-3R_25y miR-1 comprobamos que los 16 primeros nucleétidos de
ambos miRNAs son idénticos (Fig. R-12).

miR-3R_25(G) TGGAATGTAGGAAAGTGGAA
HEREREER RN
miR-3R_25(S) TGGAATGTAAAGAAGTGGAA
HEREEEERERR RN
miR-1 TGGAATGTAAAGAAGT

Figura R-12. La secuencia de miR-3R_25 coincide con la de miR-1.

Secuencia de miR-3R_25 en las lecturas de SOLID (S), en las bases de datos (G) y secuencia de
miR-1. Los guiones representan los nucleétidos comunes en las secuencias, en rojo, azul y gris se
muestras los nucledtidos diferentes en cada secuencia.

Previamente, confirmamos la especificidad de la sonda para miR-3R_25
comprobando que detectaba el miRNA con la secuencia, miR-3R_25(S) de las
lecturas de SOLiD pero no la secuencia del genoma, miR-3R_25(G) (Fig. R-7). Sin
embargo, dado que miR-3R_25 y miR-1 comparten la mayor parte de la secuencia
de sus miRNAs maduros en la regiéon 5°, nos planteamos comprobar si la sonda
para miR-3R_25 detecta el miRNA maduro de miR-1. Para ello, utilizamos
oligonucledtidos con la secuencia del miRNA maduro de miR-1y de miR-3R_25y
detectamos por hibridaciéon con la sonda para miR-3R_25 (Fig. R-13). Como
control detectamos los oligonucleétidos con la sonda para miR-1. Observamos que
mientras la sonda para miR-1 unicamente reconoce el oligonucleétido con la
secuencia de miR-1 maduro, la sonda para miR-3R_25 detecta tanto el
oligonucledtido con la secuencia de miR-3R_25 como el oligonucleétido con la
secuencia para miR-1.
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miR-1 miR-3R_25 miR-1 miR-3R_25
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sonda miR-1 sonda miR-3R_25

Figura R-13. La sonda de miR-3R_25 detecta miR-1 en Northern blot.

Deteccion por hibridacién con la sonda para miR-1 y la de miR-3R_25 de dos oligonucleétidos
con la secuencia correspondiente miR-1 y la de miR-3R_25 maduros. La sonda para miR-1 detecta
a miR-1 pero no a miR-3R_25 mientras que la sonda para miR-3R_25 detecta las dos secuencias.

En resumen, la sonda para miR-3R_25 es capaz de detectar a miR-1, el miRNA
mas expresado en moscas adultas (Tabla R-3). Esta sonda fue utilizada en la
validacion de miR-3R_25 como nuevo miRNA en moscas mutantes para Dicer-1
(Fig. R-4), por lo que probablemente, los cambios en la expresion detectados en
este ensayo se deban a cambios en los niveles de miR-1. Ademas, en mutantes por
delecidn o por sobreexpresion del precursor de miR-3R_25 no detectamos cambios
en los niveles de expresion del miRNA maduro (Fig. R-10 y Fig. R-11). En
conclusion, todos estos datos no confirman que miR-3R_25 sea un nuevo miRNA
por lo que decidimos no incluirlo en el estudio de expresion diferencial en moscas
DMLI. Sin embargo, la presencia de lecturas de miR-3R_25 en todas las muestras
secuenciadas no nos permite descartarlo como posible miRNA.

1.2. Estudio de la expresion diferencial de miRNAs en un modelo para DM1
en Drosophila

A partir de los datos de secuenciacién masiva con SOLiD obtuvimos los valores
de expresion para cada miRNA en cada muestra como se ha descrito previamente.
Obtuvimos el miRNoma de dos lineas transgénicas independientes del transgén
i(CTG)480, 1.1 y 2.2. Debido a la importancia del tejido muscular en la enfermedad,
expresamos los transgenes en el musculo bajo el promotor de la cadena pesada de la
miosina (Mhc-Gal4 UAS-i(CTG)480). Como control utilizamos moscas que
expresaban unicamente la proteina Gal4 en el musculo (Mhc-Gal4/+). El analisis de
expresion diferencial fue realizado en colaboracién con el Dr. Manuel Mata del
Hospital General de Valencia. Los datos de expresion para cada miRNA, que
corresponde al numero de lecturas de cada miRNA respecto al nimero de lecturas
totales que mapean en un unico punto del genoma, fueron transformados a su
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logaritmo en base 2. En total, analizamos dos muestras control (C_1 y C_2) y seis
muestras experimentales (E1_la, E1_1b, E1_2, E2_1a, E2_1b y E2_2) (Tabla R-1).
Utilizamos el programa dChip para realizar un analisis de agrupamiento jerarquico
o clustering usando el método del encadenamiento promedio (UPGMA). Para
determinar qué cambios de expresion eran estadisticamente significativos
aplicamos un andlisis de la varianza (ANOVA, a=0.05). Utilizamos la correccién
para test multiples de Benjamini-Hochberg o False Discovery Rate (FRD).
Encontramos 20 miRNAs expresados diferencialmente entre los dos grupos de
muestras (Fig. R-14, Tabla R-5) lo que supone un ~13 % de los miRNAs analizados.
La expresion de 19 miRNAs esta reducida en las moscas modelo para DM1 y la de
uno aumentada respecto a los controles. De estos 20 miRNAs, tres estan
conservados en humanos: miR-1, miR-7 y miR-10.

|
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Mhc>i(CTG)480 2.2
Mhc>i(CTG)480 2.2
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Mhc>i(CTG)480 1.1
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dme-miR-929
dme-miR-962
dme-miR-1003
dme-miR-7
dme-miR-932
dme-miR-964
dme-miR-263b
dme-miR-9b
dme-miR-193
dme-miR-10
dme-miR-1
dme-miR-312
dme-miR-311
dme-miR-87
dme-miR-991
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Figura R-14. La expresion de las repeticiones CTG en musculo de Drosophila altera los niveles
de expresion de miRNAs especificos.

Mapa de calor y analisis de agrupamiento jerarquico de los perfiles de expresion de dos lineas
independientes de i(CTG)480 (Mhc-Gal4 UAS-i(CTG)480 1.1 y Mhc-Gal4 UAS-i(CTG)480 2.2) y
moscas control (Mhc-Gal4/+). Las ramas mas cercanas del dendrograma agrupan las muestras
con perfiles de expresion mas similares. Rojo y verde representan aumento y disminucién de
expresion, respectivamente. En negrita se resaltan los miRNAs conservados en humanos.
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Seleccionamos tres miRNAs para validar el analisis de expresion diferencial,
miR-1, miR-7 y miR-1003. Los dos primeros, resultaban interesantes porque estan
conservados en humanos (Fig. R-16) mientras que miR-1003 lo era por tratarse de
un miRtrén. Realizamos tres extracciones de RNA total a partir de 50 machos de
los genotipos Mhc-Gal4/+ y Mhc-Gal4 UAS- i(CTG)480 1.1 y analizamos la
expresion de estos miRNAs mediante Northern blot de RN As pequeiios con sondas
LNAs especificas para cada miRNA (Fig. R-15). Como control enddgeno
detectamos el snRNA U6. Cuantificamos la sefial de cada miRNA por densitometria
y normalizamos con la sefial snRNA U6. Aplicamos el test t de Student de dos colas
para comparar las muestras. Detectamos una reduccién estadisticamente
significativa en las moscas modelo DM1 para los tres miRNAs. La reducciéon para
miR-1 es de un ~70 %, para miR-7 de un ~75 % y un ~50 % para miR-1003. Por lo
tanto, estos resultados confirman que la expresién de las repeticiones CTG en
musculo de Drosophila afectan al miRNoma generalmente reduciendo los niveles
de expresion de miRNAs especificos.

Tabla R-5. miRNAs alterados en moscas modelo DM1

dme-miR-1 126307.00 32841.00 76240.00 4409.00 0.0252603
dme-miR-10 5259.00 991.40 2499.00 202.50 0.00582726
dme-miR-1003 1892.00 185.20 1358.00 48.28 0.00651306
dme-miR-1006 18.32 1.71 0.00 0.00 7.67E-04

dme-miR-282 6.92 6.92 44.67 7.84 0.0136893
dme-miR-929 19.50 2.64 4.03 4.03 0.0480303
dme-miR-962 42.20 2.06 23.66 3.99 0.0438434
dme-miR-7 3126.00 831.50 1462.00 176.10 0.0335366
dme-miR-932 433.10 56.88 240.30 24.74 0.0343711
dme-miR-964 26.55 7.17 4.43 4.43 0.0366485
dme-miR-263b 1589.00 204.60 1046.00 65.10 0.0457602
dme-miR-9b 252.70 107.20 96.30 9.98 0.0227701
dme-miR-193 865.40 85.53 645.70 36.26 0.0436514
dme-miR-310 234.70 36.59 125.90 10.38 0.00875552
dme-miR-311 296.20 92.78 159.50 4.88 0.00792433
dme-miR-312 339.70 148.90 126.50 9.04 0.0132496
dme-miR-87 662.00 151.90 460.20 12.06 0.0292459
dme-miR-991 62.80 17.48 0.00 0.00 9.86E-03

dme-miR-973 14.82 0.98 0.00 0.00 2.95E-05

dme-miR-985 191.10 37.26 84.36 9.46 0.0142829

! El test FDR se aplic6 para corregir los p-valores
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Figura R-15. Validacion de las alteraciones en la expresion miRNAs especificos en moscas
modelo DM1.

A. Deteccién por Northern blot de RNAs pequefios de miR-1, miR-7 y miR-1003 en muestras de
los genotipos: Mhc-Gal4/+ y Mhc-Gal4 UAS-i(CTG)480 y de snRNA U6 como control endégeno.
Se muestra una region representativa correspondiente a los miRNAs maduro y a snRNAUS. B.
Cuantificacién de los niveles de los miRNAs normalizados respecto al control endégeno snRNA
U6. Las graficas representan la expresion media y el error estandar. n=3, *p<0.05 y ** p<0.01

1.3. La reduccion en los niveles de expresion de miR-1, miR-7 y miR-10 esta
conservada en pacientes de DM1

De los 20 miRNAs alterados en moscas modelo para DMI1 tres estan
conservados en humanos: miR-1, miR-7 y miR-10 (Fig. R-16). En humanos, existe
un unico miRNA maduro para miR-1 que se genera a partir de dos precursores pre-
miR-1-1 y pre-miR-1-2. En el caso de miR-7 existen tres precursores que se
procesan en un mismo miRNA maduro, pre-miR-7-1, pre-miR-7-2 y pre-miR-7-3.
Sin embargo, miR-10 tiene dos precursores en humanos, pre-miR-10a y pre-miR-
10b, que dan lugar a dos miRNAs maduros diferentes, miR-10a y miR-10b
respectivamente. En los tres casos, existe un alto grado de conservacion entre los
miRNAs de Drosophila y los de humanos. Los miRNAs maduros de miR-1 y miR-
10 difieren en dos y tres posiciones respectivamente, mientras que la secuencia del
miRNA maduro de miR-7 es idéntica en Drosophila y en humanos. En cuanto a los
precursores de los tres miRNAs, existen dos regiones altamente conservadas que
corresponden a lo que se procesara como miRNA maduro y a la regiéon opuesta a
este en la horquilla precursora. Aunque en humanos existan mds precursores para
estos miRNAs que en Drosophila, las horquillas precursoras tienen un estructura
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similar, lo que sugiere que los mecanismos de biogénesis de estos miRNAs podrian
estar también conservados entre humanos y Drosophila.
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Figura R-16. Alineamiento de las secuencias de miR-1, miR-7 y miR-10.

El alineamiento de las secuencias de (A) miR-1, (B) miR-7 y (C) miR-10 muestra su conservacion
entre Drosophila y humanos. En azul se muestran los alineamientos correspondientes a los pre-
miRNAs y en rojo los que corresponden a sus miRNAs maduros respectivos. dme, Drosophila
melanogaster; hsa, Homo sapiens.

Analizamos la expresiéon de miR-1, miR-7, miR-10a y miR-10b en musculo
esquelético de pacientes de DM1 para validar la relevancia para la enfermedad de
nuestros resultados en Drosophila. Determinamos los niveles de expresion de los
cuatro miRNAs mediante qRT-PCR en muestras de biopsias de musculo
esquelético de cinco pacientes DM1 y cinco controles sanos (Tabla MM-7). Como
controles analizamos dos snoRNAs, RNU44 y RNU48, que normalmente se utilizan
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como controles endégenos para el estudios de expresion de miRNAs en humanos.
Realizamos ensayos Taqman especificos para cada gen y calculamos la expresion
relativa de cada miRNA respecto al control RNU48 mediante el método del 2744
(Fig. R-17). El control RNU44 no pudo utilizarse como gen enddgeno ya que
detectamos diferencias significativas en su expresion entre pacientes y controles.
Observamos una disminucién significativa en la expresion de miR-1 (~72 %), de
miR-7 (~80 %) y de miR-10a (~60 %) en musculos de pacientes respecto a
individuos sanos, mientras que no detectamos cambios significativos para miR-10b.
Eliminamos del analisis a los individuos control 6 y 7, porque se comportaban
como outliers en todos los ensayos. Ademas estos controles tienen una edad de 76 y
87 afos, respectivamente, sensiblemente superior a la edad media de los pacientes
estudiados (47 + 5 anos) lo que podria influir en los resultados. De incluir a los
controles 6 y 7 en el analisis, las diferencias observadas dejarian de ser
significativas, detectandose unicamente una tendencia similar a la que se muestra
en la Fig. R-17. Estos resultados demuestran que la alteracién de miRNAs por la
expresion de repeticiones CTG en musculo de Drosophila esta conservada en
humanos.

Figura R-17. Validacion de alteraciones

en los miRNAs miR-1, miR-7 y miR-10 Controles - miR-10b
en pacientes con DM1. Pacientes DM1 =

Analisis de expresion de los cuatro

miRNAs por qRT-PCR en biopsias de Controles *[ L ] miR-10a
musculo esquelético de pacientes con Pacientes DM1 — =

DMI1 (n=5) y controles sanos (n=3). Se

representa el logaritmo de la expresion Controles . —— miR7
relativa a  los  controles  sanos PacientesDM1 [ —=_ |

normalizadas con el control enddgeno

snoRNA RNU48. Se observa una Controles — )
reduccion en la expresiéon de miR-1, miR- Pacientes DM i [ __- miR-1
7'y de miR-10a en musculo de pacientes

con DM1. *p-valor<0.05, **p-valor<0.01 y 10 05 ) os 10
***p-valor<0.001 expresion relativa (log)

Estudiamos la expresion de miR-1, miR-7, miR-10a y miR-10b antes y después
de la diferenciacién miogénica para determinar si las alteraciones en su expresion
se originan durante la diferenciaciéon muscular. Utilizamos una linea de
tibroblastos de un paciente con DM1 y un control sano. Ambas lineas celulares
fueron generadas y cedidas por el laboratorio del Dr. Adolfo Lépez de Munain
(Hospital de Donostia). Brevemente, los fibroblastos fueron aislados a partir de piel
del paciente y de un individuo sano y transformados con lentivirus con una
construccion del gen murino MyoD bajo el control del sistema inducible Tet-on. La
eficiencia del sistema de induccién se comprobé mediante la inmunodeteccidon de
MyoD en cultivos expuestos 24 h a doxiciclina.

-58 -



Resultados

Activamos el programa de diferenciaciéon miogénica induciendo la expresion de
MyoD con doxiciclina a una concentraciéon de 2 pg por mL de medio de cultivo y
recogimos los mioblastos tras diez dias de cultivo. En paralelo, obtuvimos
tibroblastos que en los que no activamos MyoD y analizamos la expresién de los
cuatro miRNAs y de RNU 48 como control endégeno mediante qRT-PCR con
sondas Tagman especificas. Antes de la miogénesis, la expresion de miR-1 y miR-
10b es igual en fibroblastos de pacientes de DM1 y controles (Fig. R-18, A y D),
mientras que la expresion de miR-10a es levemente superior (Fig. R-18, C) y los
niveles de miR-7 estan muy reducidos en fibroblastos de DM1 (Fig. R-18, B). Sin
embargo, tras la induccién de la diferenciacion los niveles de expresion de los
cuatro miRNAs son significativamente inferiores en células de pacientes de DM1
que en los controles (Fig. R-18). Cabe destacar que para miR-7 esta reduccion es
mayor en fibroblastos que en mioblastos. Estos resultados sugieren que las
alteraciones en DM1 de los diferentes miRNAs deben tener su origen en diferentes
mecanismos, al menos en el caso de miR-7, ya que mientras las alteraciones en la
expresion de miR-1, miR-10a y miR-10b en células DM1 son dependientes de la
diferenciacién muscular, miR-7 se encuentra disminuido en células DM 1 aunque el
programa de diferenciacién miogénica no esté inducido.
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Figura R-18. Los niveles de expresion de miR-1, miR-7 y miR-10 estan reducidos en células de
pacientes con DM1.

Anilisis de expresion por qRT-PCR en fibroblastos de pacientes con DM1 (CTG=333) y controles
sanos. Analizamos los niveles de los cuatro miRNAs antes y después de inducir la activacién de la
transdiferenciacién miogénica. miR-7 se encuentra reducido tanto en fibroblastos como en
mioblastos transdiferenciados de DM1 (B), mientras que miR-1 (A), miR-10a (C) y miR-10b (D)
estan reducidos solo tras la activacién del programa miogénico en células DM1. Analizamos la
expresion del snoRNA U48 como control endégeno. Los datos de expresién se normalizaron
respecto a las células control. *p-valor<0.05, **p-valor<0.01 y ***p-valor<0.001
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2. Analisis funcional de miRNAs relevantes
2.1. Estudio del origen de las alteraciones de miRNAs

2.1.1. La transcripcion de precursores primarios de miRNAs especificos esta
alterada en moscas DM1

Entre los 19 miRNAs con expresion reducida en las moscas modelo para la
DMI, detectamos que tres miRNAs, miR-310, miR-311 y miR-312, forman el
cluster miR-310~313. Por lo tanto, estos miRNAs se transcriben como un
policistron a partir de un unico precursor primario (Fig. 20, B). miR-313 es el
miRNA que completa el claster pero no detectamos alteraciones en su expresion en
el andlisis global. Analizamos los datos de secuenciacién masiva de los cuatro
miRNAs del claster (Tabla R-6) y realizamos un analisis de agrupamiento
jerarquico usando el método UPGMA (Fig. R-19, A). Comprobamos que miR-313
se comporta de manera similar que el resto de miRNAs de su cluster detectandose
una reduccién en su expresion en moscas DM 1, aunque no resulta estadisticamente
significativa.

Tabla R-6. Lecturas medias para los miRNAs del claster miR-310~313
dme-miR-310 18523 14558 6568 6458  7.165  6.708 5378 4721  0.0088
dme-miR-311 25524 14175  9.110 7451 7955 5620 6196 6200  0.0079
dme-miR-312 27.931 12369  9.181 8.587 4979 5983 4501 6257  0.0132

dme-miR-313 5.397 3.065 2.401 1.064 1.943 1.269 0.818 0.683 n.s.

C= moscas control y E= moscas modelo para DMI. n. s. = diferencia no significativa

miR-960, miR-962 y miR-964 son otros tres miRNAs alterados en moscas DM 1
que forman parte de un cluster (miR-959~964). Como para el otro cluster,
analizamos los datos del resto de componentes del policistrén (miR-959, miR-961 y
miR-963) y confirmamos que estos miRNAs también estan reducidos en moscas
DMI, aunque no de manera significativa y que todos los miRNAs del cluster se
comportan de manera similar diferenciandose claramente entre controles y moscas
DMI en el analisis de agrupamiento. (Tabla R-7 y Fig. R-19, B). Estos resultados
sugerian que la alteracion en la expresion de estos miRNAs podria estar causada
por una desregulacion a nivel de trascripciéon de sus mRNAs precursores.

-60 -



Resultados

Tabla R-7. Lecturas medias para los miRNAs del claster miR-959~964

dme-miR-959 8.168 0.985 2.260 3.193 1.214 1.813 2.864 2.275 n.s.
dme-miR-960 21.805 23.972 11.300 9.864 7.408 2.296 8.417 7.508 <0.001
dme-miR-961 3.282 2.299 1.766 1.348 0.486 1.329 0.935 0.739 n.s.
dme-miR-962 4.011 3.667 1.554 1.774 1.457 1.632 1.929 2.048 0.0438
dme-miR-963 6.199 2.791 1.907 2.129 1.032 1.269 1.052 1.934 n.s.

dme-miR-964 2.407 2.080 1.483 1.135 0.425 1.088 0.994 0.967 0.0366

C= moscas control y E= moscas modelo para DM1. n. s. = diferencia no significativa
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Figura R-19. Los miRNAs de los clisteres miR-310~313 y miR-959~964 estan alterados en
moscas modelo DM1.

Mapa de calor y anilisis de agrupamiento jerarquico de los niveles de expresion de los clusteres
miR-310~313 (A), miR-959~964 (B) y miR-2a-1~2b-2 (C) en dos lineas i(CTG)480 (Mhc-Gal4
UAS-i(CTG)480 1.1 y Mhc-Gal4 UAS-i(CTG)480 2.2) y moscas control (Mhc-Gal4/+). Las ramas
mas cercanas del dendrograma agrupan las muestras con perfiles de expresion mas similares. Rojo
y verde representan aumento y disminucién de expresion, respectivamente.

Para confirmar esta hipdtesis analizamos los niveles de expresion de los pri-
miRNAs de estos clusters por qRT-PCR en moscas modelo DM1 (Mhc-Gal4 UAS-
i(CTG)480 1.1) y controles (Mhc-Gal4/+). Como las regiones promotoras de los
precursores no estan bien definidas, diselamos cebadores para amplificar regiones
centrales de los clusteres (Fig. 20, A). Como control endégeno utilizamos el gen de
la Tubulina84B. Realizamos qRT-PCRs para los precursores y el control endégeno
con SYBR Green y calculamos la expresion relativa de cada precursor respecto a la
Tubulina84B y normalizado respecto a las muestras control (Mhc-Gal4/+) con el
método del 2744°". Observamos una reduccion significativa de los niveles de los pri-
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miRNAs para ambos clusteres en las moscas DM1 (Fig. 20, B y C). Como control
analizamos los niveles del pri-miRNA del cluster miR-2a-1~2b-2. Los miRNAs
maduros de este cluster no estan alterados en moscas DM1 (Fig. 19, C) v,
consecuentemente, no detectamos diferencias significativas en la expresion del
precursor de este cluster en las moscas DM1 (Fig. 20, D) lo que indica que la
reduccion en los niveles de los clusteres miR-310~313 y miR-959~964 es especifica.
Como control adicional, analizamos la expresion del gen CG31646. Este gen se
localiza en la misma regién cromosémica que el cluster miR-959~964, pero en la
hebra opuesta, CG31646 en la hebra + y el clister miR-959~964 en la hebra —. Los
niveles de expresion de CG31646 no estan alterados en las moscas DM1 (Fig. 20, B)
lo que descarta un efecto inespecifico en la expresion del pri-miRNA del claster
miR-959~964 por un efecto del gen CG31646.
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Figura R-20. Los pri-miRNAs de los clusteres miR-310~313y miR-959~964 estan reducidos en
moscas DM1.

A. Representacién a escala de los clusteres miR-310~313, miR-959~964 y miR-2a-1~2b-2 y la
regién amplificada por qRT-PCR. Andlisis de expresion por qRT-PCR en moscas DM1 (Mhc-
Gal4 UAS-i(CTG)480 1.1) y moscas control (Mhc-Gal4) de los precursores de miR-310~313 (B),
miR-959~964 (C) y miR-2a-1~2b-2 (D). Los pri-miRNAs de miR-310~313 y miR-959~964 estan
reducidos en moscas DM1 mientras que no hay diferencias en el precursor de miR-2a-1~2b-2 ni
en el gen CG31646. *p-valor<0.05 y **p-valor<0.01
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2.1.1.1. La expresion del precursor pri-miR-7 esta disminuida en DM1

Los niveles de expresion de los pri-miRNAs de los clusteres miR-310~313 y
miR-959~964 estan reducidos en moscas modelo DM1. Basindonos en estos
resultados, nos propusimos estudiar si la disminucion en los niveles de los
precursores de miRNAs es el origen de las alteraciones en los miRNAs conservados
en pacientes DM1. Para ello analizamos los niveles de los pri-miRNAs de miR-1,
miR-7'y miR-10. Analizamos los niveles de expresion de pri-miR-1, pri-miR-7'y pri-
miR-10 por qRT-PCR en moscas modelo DM1 (Mhc-Gal4 UAS-i(CTG)480 1.1) y
controles (Mhc-Gal4/+). Calculamos la expresion relativa de cada precursor
respecto a la Tubulina84B y normalizamos respecto a las muestras control (Mhc-
Gal4/+) con el método del 2724, El anilisis de expresion diferencial entre moscas
DML1 y controles revel6 que unicamente el precursor de miR-7 esta alterado en las
moscas DM1 (Fig. R-21). pri-miR-7 esta disminuido en moscas modelo respecto a
los niveles del control, mientras que no se encuentran diferencias significativas para
pri-miR-1 ni para pri-miR-10. Estos resultados apuntan a que las alteraciones en
miRNAs debidas a la expresion de las repeticiones CUG tienen origenes diferentes.

Figura R-21. pri-miR-7 esta reducido
2.0- . B Controles en moscas DM1.

— £ Mhcsi(CTG)480 Anilisis de expresion por qRT-PCR en
1.5 moscas DM1  (Mhc-Gal4  UAS-

i(CTG)480 1.1) y moscas control (Mhc-

"""""""""""""""" Gal4) de los pri-miRNAs de miR-1,
miR-7 'y miR-10. pri-miR-7 estd
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El miRNA maduro de miR-7 esta completamente conservado en Drosophila y
humanos. Sin embargo, mientras que en Drosophila hay un unico pri-miR-7, en
humanos el miRNA maduro de genera a partir de tres precursores: pri-miR-7-1,
pri-miR-7-2 'y pri-miR-7-3. Para confirmar si la alteracién en el precursor de miR-7
esta conservado en pacientes de DMI1 analizamos la expresién de sus tres
precursores en biopsias de musculo esquelético de enfermos con DM1.

Estudiamos la expresion de los precursores mediante qRT-PCR en seis biopsias
musculares de pacientes con DM1 y de seis controles (Tabla MM-8). Obtuvimos los
datos de expresion relativa de cada precursor con el método del 2724 utilizando la
expresion del gen GAPDH como gen enddgeno. Los tres precursores de miR-7
estan disminuidos en musculo de pacientes DM1, aunque esta disminucion solo es
estadisticamente significativa para pri-miR-7-1 y pri-miR-7-2 (Fig. R-22). Por lo
tanto la desregulacion de los precursores de miR-7 estd conservada en pacientes de
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DM1 demostrando que la alteraciéon en miR-7 mediada por la expresiéon de las
repeticiones CUG se debe, al menos en parte, a la disminucion de sus precursores
primarios.
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Figura R-22. Los pri-miRNAs precursores de miR-7 estan reducidos en musculo de pacientes
de DM1.

A. Analisis de expresion de los precursores primarios de miR-7 por qRT-PCR en muestras de
musculo esquelético de pacientes DM1 y controles. Utilizamos la expresion de GAPDH como
control enddgeno. Detectamos una reduccidon en los tres precursores en musculo de pacientes
aunque para pri-miR-7-3 no es estadisticamente significativa (t-student). *p-valor<0.05

2.1.2. Implicacion de Muscleblind en la desregulacion de microRNAs en
DM1

La pérdida de funcién de las proteinas Muscleblind al ser secuestradas en los
foci ribonucleares es uno de los principales desencadenantes de la enfermedad.
Recientemente, se ha descrito que MBNLL1 participa en la biogénesis de miR-1 y
que la disminucién de este miRNA en el corazdn de pacientes DM1 se debe a la
falta de funciéon de MBNLI (Rau et al. 2011). Para comprobar si la falta de funcién
de muscleblind es la causa de las alteraciones en la expresion de los miRNA en
Drosophila analizamos la expresion de los miRNAs en mutantes muscleblind.

2.1.2.1.1. Generacion de moscas transgénicas IR,,-muscleblind

Los mutantes muscleblind son letales en homocigosis por lo que para estudiar la
expresion de los miRNAs en moscas adultas, decidimos generar moscas
transgénicas mutantes por RNAi para muscleblind. La obtencién de moscas
mutantes por RNAi bajo el control de las regiones activadoras UAS nos permitira

dirigir la reducciéon de mbl en tejidos de interés como el muscular y evitar la
letalidad.

A la hora de disenar las construcciones capaces de desencadenar RNAI
consideramos distintas posibilidades descritas en la bibliografia. En un estudio
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previo, Giordano y colaboradores, compararon la eficiencia de tres tipos de
construcciones para desencadenar silenciamiento por RNAi en Drosophila
(Giordano et al. 2002). En el transgén SymUAST se inserta una copia del gen a
silenciar entre dos regiones de secuencias UAS dispuestas en las cadenas sentido y
antisentido del DNA, de manera que cuando se induce la expresién mediante el
sistema UAS/Gal4 (anexo A-2) se transcriben tanto la secuencia normal del gen
como la secuencia inversa (transcripcion simétrica). De este modo se generan
RNAs de doble cadena (dsRNAs) con la secuencia del gen. La transcripcién
simétrica de las dos cadenas de DNA puede resultar inefectiva por lo que en las
otras dos estrategias se consigue generar un RNA de doble cadena a partir de una
unica transcripcion. En la construcciéon pUAST-IR se insertan aguas abajo de las
secuencias UAS dos copias del gen dispuestas de manera invertida. De manera
similar, en la construccion pUAST-IR,, las dos copias estan separadas por una
secuencia heterdloga. Esta secuencia espaciadora formara un bucle en el transcrito
que facilita la formacién de la horquilla en el RNA de doble cadena. Mediante
estudios de expresion para el gen white con las tres construcciones, Giordano y
colaboradores demostraron que, aunque las tres construcciones son capaces de
silenciar la expresion del gen white, la construccion mas efectiva era la pUAST-IR;.
Por este motivo decidimos utilizar este tipo de construccién para silenciar la
expresion de muscleblind.

Utilizamos la aplicaciéon en red E-RNAi (Arziman et al. 2005) para disefiar el
fragmento que utilizaremos para silenciar la expresion de los transcritos
muscleblind. Esta aplicacion evalia regiones de 300-700 pb dentro de nuestra
secuencia de interés y determina la capacidad para generar fragmentos eficientes de
siRNA y la especificidad de cada region. Ademas E-RNAi disefia cebadores
optimos para amplificar estas regiones por PCR. La aplicacién informatica E-RNAi
diseni6 10 regiones diferentes para el gen muscleblind. De entre ellas seleccionamos
un fragmento de 525 pb correspondiente a la regiéon comprendida entre las
posiciones 13153076 y 13153600 del cromosoma 2R. Esta region se encuentra en el
exon 1 del gen muscleblind y es comun a todos los transcritos mbl descritos hasta la
fecha (Fig. R-23). El algoritmo de E-RNAi predijo, para esta region, una eficiencia
en la producciéon de siRNAs del 45.94 % y una especificidad del 100 %, no
detectdndose posibles dianas inespecificas.

Generamos el cassette IRy,-muscleblind mediante una serie de PCRs anidadas y
solapantes (Fig. MM-2). Como secuencia espaciadora utilizamos una regiéon de la
secuencia codificante de la proteina verde fluorescente (GFP). Por lo tanto, la
construcciéon de RNAi para muscleblind consiste en dos copias de una secuencia
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especifica de muscleblind dispuestas de manera invertida y separadas por una
secuencia heterdloga de la GFP.

e \/g\//Av\/J
e \/:g\/{Av\ﬁ
. \/g/\/Av\A
-l AT

I IR-mbl

Figura R-23. Esquema de los transcritos muscleblind y de la region diana del RNAi.

Las cajas representan los exones presentes en cada isoforma de muscleblind, en gris exones no
codificantes y en azul los codificantes. En rojo la regién diana del RNAi localizada en el exén 1
comun a todas las isoformas.

Antes de generar las moscas decidimos comprobar si la trascripcién de la
construccion IR,-muscleblind formaba la horquilla de doble cadena con un bucle
separador. Para ello clonamos la construccion IRg-muscleblind en el vector
pBlueScript, lo trascribimos in vitro con la polimerasa T7 y lo digerimos con RNasa
A ajustando la concentracién de NaCl a 0.3 M. La RNasa A en condiciones de baja
concentracion de sal corta indiscriminadamente RNA de doble cadena y de simple
cadena, pero a una concentracién igual o mayor de 0.3 M NaCl corta
especificamente fragmentos de simple cadena (Ausubel et al. 2002). Tras la
trascripcion in vitro observabamos una banda de ~ 650 pb. Al digerir este
fragmento en condiciones de alta concentracién de NaCl aparecen productos de la
digestion y una banda resistente a la digestion (de doble cadena) de tamafio inferior
a la banda original (Fig. R-24). Estos resultados confirman que la trascripcion de la
construccion IRg,-mbl genera una horquilla de RNA de doble cadena con un lazo
espaciador.

—M Figura R-24. Validacion in vitro de la construccion
RNasa A - + IR.,-mbl mediante digestion con RNasa A.

N> La transcripcion del cassette IRs-mbl genera una
horquilla que migra como un fragmento de unos 650
pb en un gel de agarosa. La digestién con RNasa A
demostr6 que esta horquilla tiene una regién de doble
cadena y un lazo espaciador de simple cadena.
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Para generar las moscas transgénicas, subclonamos la construccion IRy-mbl en
el vector de transformacion de la linea germinal de Drosophila, pUAST. El servicio
de microinyeccion VANEDIS Drosophila injection service (Oslo, Noruega)
microinyecté la construccion UAS-IRy-muscleblind en la linea germinal de
embriones white de Drosophila. Estos embriones microinyectados eran mosaicos
para la insercion del elemento P y algunos individuos de su descendencia F1 serian
transgénicos. El elemento P contiene como marcador fenotipico el gen miniwhite,
por lo que seleccionamos los individuos transformantes por la pigmentacion de sus
ojos. Cruzamos los individuos transformantes con la cepa y w para establecer las
lineas de transformantes. De este modo establecimos 18 lineas transgénicas
independientes para la construccion UAS-IR,-muscleblind.

2.1.2.1.2. Analisis de la expresion de muscleblind en moscas IR,,-mbl

Para comprobar que los transgenes generados funcionan, es decir, que en efecto
se da silenciamiento de mbl, cuantificamos los niveles de transcrito mbl mediante
RT-PCR cuantitativa. Medimos los niveles de mbl y los normalizamos con los
niveles de la Tub84B. Redujimos la variabilidad seleccionando hembras de 3 a 5
dias, de este modo controlamos las variaciones debidas al sexo o a la edad. Ademas
utilizamos 2 lineas transgénicas diferentes para evitar posibles efectos de posicién
de la insercion en el genoma de la mosca. Expresamos los transgenes UAS-IR,-mbl
de manera ubicua mediante una linea que expresa la proteina Gal4 bajo el
promotor de la Actina5C. Analizamos los niveles de mbl tanto en estas moscas que
expresan el transgén como en las moscas parentales que utilizamos como controles.
En el caso de la linea 105.9 obtuvimos un nivel de silenciamiento de mbl de un 50%
(Fig. R-25, B) y alrededor de un 60% en el caso de moscas de la linea 56.1 (Fig. R-
25, A). Como control analizamos el efecto de los transgenes UAS-IRy-mbl en
presencia de un alelo mutante nulo para muscleblind (mbl*¥). Las moscas con el
alelo mbl* tienen reducidos los niveles de mbl en un 40% respecto a los controles y
w (Fig. R-25) mientras que con el transgén UAS-IR,-mbl expresado de manera
ubicua detectamos un 12.5% (linea 56.1) y en 37% de mbl (linea 109.5) respecto a
sus controles. En conclusion la linea 56.1 es mas efectiva que la linea 109.5.

2.1.2.1.3.El silenciamiento de muscleblind potencia la toxicidad de los RNAs
con expansiones CUG

La expresion en el ojo del transgén UAS-i(CTG)480 bajo el control de sevenless-
Gal4 produce un fenotipo de ojo rugoso. Se ha demostrado que la falta de funcién
de muscleblind potencia este fenotipo (Garcia-Lopez et al. 2008). Este resultado es
esperable ya que si las repeticiones CUG secuestran a Muscleblind y, como
consecuencia, su funcién esta reducida. Para comprobar si el silenciamiento de
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muscleblind modificaba el fenotipo de ojo rugoso cruzamos las lineas transgénicas
UAS-IR,-muscleblind 56.1 y 109.5 con moscas del genotipo sev-GAL4 UAS-
i(CTG)480. Como control utilizamos moscas sev-GAL4 UAS-(CTG)480 UAS-GFP.
Este control nos sirve para comprobar que el efecto que observemos no se deba a la
presencia de mas de una secuencia UAS, ya que si el hecho de que haya mas de una
secuencia UAS hiciera que se redujera la expresion de los transgenes,
observarfamos modificaciéon del fenotipo. Previamente comprobamos que la
reduccion de muscleblind no genera ningtn fenotipo, ya que las moscas sev-GAL4
UAS-IR,-muscleblind tienen el ojo normal, por lo que los fenotipos que
obtengamos no se deberan a un efecto aditivo.
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Figura R-25. La expresion de la construccion IR,-mbl reduce los niveles de expresion de
muscleblind in vivo.

Anilisis de expresion de muscleblind por qRT-PCR en moscas mutantes por RNAi . Los datos
estin normalizados tomando como referencia moscas de genotipo Act5C-Gal4 y utilizando la
Tub84B como control endégeno. Analizamos dos lineas independientes 56.1 (A) y 109.5 (B)
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El silenciamiento de muscleblind empeora notablemente el fenotipo de ojo
rugoso con las dos lineas utilizadas, 56.1 y 109.5 (Fig. R-26). Con ambas lineas
aumenta la rugosidad y disminuye el tamafio del ojo (Fig. R-26, C y D). El fenotipo
es mas fuerte con la linea 56.1 dado que la reducciéon del ojo es mayor que con la
linea 109.5 y ademas algunas moscas presentan un aumento en la fusién de
omatidios y de puntos necréticos. Por ejemplo, en el caso de la linea 56.1 todas las
moscas presentan puntos necréticos en los ojos mientras que en el caso de 109.5
presentan orificios un 58% de la moscas. Estos datos son congruentes con los datos
de expresion obtenidos para los transgenes donde determinamos que la linea 56.1
produce un mayor silenciamiento de muscleblind que la linea 109.5 (Fig. R-25). Por
este motivo utilizamos la linea UAS-IR,-mbl 56.1 para analizar si Muscleblind estd
implicado en la alteracién de los miRNAs.

Figura R-26. El silenciamiento de muscleblind potencia la toxicidad de los RNAs con
expansiones CUG.

Micrografias de microscopia electronica de barrido de ojos de moscas adultas con los siguientes
genotipos: (A) OrR, (B) sev-GAL4 UAS-i(CTG)480 UAS-GFP, (C) sev-GAL4 UAS-i(CTG)480
UAS-IRy-mbl (56.1), (D) sev-GAL4 UAS-i(CTG)480 UAS-IRy-mbl (109.5). La micrografia (A)
muestra un ojo silvestre. Las moscas que expresan RNAs con repeticiones CUG presentan un
fenotipo de ojo rugoso (B). El silenciamiento de muscleblind modifica este fenotipo (C y D). Los
ojos de estas moscas tienen menor tamafo y mayor rugosidad y presentan un orificio por falta de
omatidios.

2.1.2.2. Muscleblind es necesario para la regulacion de miR-1 en Drosophila

Para confirmar si muscleblind esta implicado en la alteracién de miR-1y miR-7
en las moscas DM 1, analizamos la expresion de los miRNA maduros en moscas que
sobreexpresan la isoforma MbIC en musculo (Mhc-Gal4 UAS-MDbIC) y moscas
mutantes para mbl por RNAIi en las que dirigimos el silenciamiento de mbl en
musculo (Mhc-Gal4 UAS-IR,,-mbl). Cuantificamos la expresion de miR-1 y miR-7
mediante Northern blot y utilizamos el snuRNA U6 como control endégeno (Fig. R-
27). Detectamos que mientras la sobreexpresion de MblC no afecta a los niveles de
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miR-1, el silenciamiento de mbl causa una reduccion significativa de su expresion
(Fig. R-27, A 'y C). Lo que indica que mbl es necesario para la biogénesis de miR-1.
El silenciamiento de mbl también causa una disminucién de los niveles de miR-7
aunque en esta reducciéon no es estadisticamente significativa. Para miR-7, la
sobreexpresion de MbIC tampoco afecta a su expresion (Fig. R-27, Ey G).

El hecho de que mbl sea necesario para la biogénesis de miR-1, sugiere que su
secuestro en los foci ribonucleares en DM1 podria ser el responsable de la
alteracion de miR-1 en DM1. Si esto fuera asi, la restitucion de los niveles de mbl en
moscas DM1 deberia restablecer la expresion de miR-1. Para comprobarlo,
sobreexpresamos la isoforma MbIC en moscas que expresan las repeticiones CUG
en musculo (Mhc-Gal4 UAS-i(CTG)480 UAS-MbIC) y analizamos la expresion de
miR-1 comparandola con la de moscas DM1 (Mhc-Gal4 UAS-i(CTG)480).
Observamos que la sobreexpresién de MbIC rescata los niveles de expresion de
miR-1 en un 55 % (Fig. R-27 B y D). Mientras que los niveles de miR-7 no cambian
al sobreexpresar MbIC (Fig. R-27 F y H). En conjunto, estos datos sugieren que
muscleblind es necesario para la biogénesis de miR-1 y esta implicado en la
alteracion de su expresion en moscas DM1.
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Figura R-27. Muscleblind regula los niveles de miR-1.

Detecci6én por northern blot de miR-1y miR-7 en moscas de los genotipos: Mhc-GAL4 UAS-GFP,
Mhc-GAL4 UAS-MVbIC, Mhc-GAL4 UAS-IRyp-mbl, Mhc-GAL4 UAS-i(CTG)480 UAS-GFP y Mhc-
GAL4 UAS-i(CTG)480 UAS-MDIC. snRNA U6 se usé como control endégeno. (A-C) El
silenciamiento de mbl causa una reduccion del 48 % expresion de miR-1 y la expresion de MblC
en moscas DM1 rescata los niveles de miR-1 en un 55 %, mientras que la expresiéon de MblC en
un fondo silvestre no altera los niveles de miR-1 (B). Sin embargo cambios en los niveles de mbl
no afectan a la expresion de miR-7 (E y G) ni rescatan su alteracion en moscas DM1 (F y H). n=4,
*p-valor<0.05 y **p-valor<0.01.
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2.1.3. La alteracion de miRtrones en moscas DM1 no se debe a defectos en el
splicing de sus precursores

Dos de los miRNAs alterados en las moscas modelo DM1, miR-1003 y miR-
1006, son miRtrones, miRNAs cuyos precursores son intrones enteros de genes
hospedadores y que necesitan la maquinaria de splicing para su biogénesis. Dada la
relevancia del splicing en la ruta de patogénesis de la DMI1 nos propusimos
comprobar si las alteraciones en estos miRNAs se deben a defectos en el splicing de
su gen hospedador.

Analizamos el splicing del intrén hospedador de miR-1003 (intrén 6 del gen
CG6695) y de miR-1006 (intrén 4 del gen VhaSFD) en moscas modelo de DM1
(Mhc-Gal4 UAS-i(CTG)480) y controles (Mhc-Gal4/+) mediante RT-PCR. Para
comprobar si hay cambios en los niveles de los transcritos hospedadores,
amplificamos una regién de los mRNAs maduros de CG6695 y VhaSFD. Como
control analizamos el splicing del intrén precursor de miR-1004 (intrén 19 del gen
CG43707), cuyo miRNA maduro no esta alterado en moscas DM1. Como cabia
esperar, no detectamos cambios en el intrén 19 del gen CG43707, intrén precursor
de miR-1004 (Fig. R-28, C y E). En el caso del gen hospedador de miR-1006, no
encontramos transcritos VhaSFD con el intrén 4 ni en moscas DM1 ni en los
controles, por lo que el intrén esta completamente escindido en los transcritos
maduros de VhaSFD en ambas muestras (Fig. R-28, B). Sin embargo, en el caso del
precursor de miR-1003, los niveles de transcritos CG6695 con el intrén 6 estan
reducidos en moscas DM1 un ~24 % respecto a los controles (Fig. R-28, A y D), por
lo que el intrén 6 se procesa con mayor eficiencia en moscas DM1 que en controles.

En moscas modelo para DM1 los niveles de los miRNAs maduros de miR-1003
y de miR-1006 estan reducidos. Si esta reduccion se debiera a defectos en el splicing
de sus transcritos precursores, deberia haber un aumento de transcritos de CG6695
y VhaSFD con el intrén precursor retenido en moscas DM1. Sin embargo, para
CG6695 observamos una disminucion de transcritos con el intrén 6 y para VhaSFD
no detectamos transcritos con el intréon 4. Estos resultados sugieren que las
alteraciones en moscas DM1 de los miRtrones miR-1003 y miR-1006 no se deben a
defectos en el splicing de sus precursores.
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Figura R-28. Analisis del splicing de los intrones precursores de miR-1003 y de miR-1006 en
moscas DM1.

Anilisis por RT-PCR para comprobar la eficiencia en el splicing de los intrones hospedadores de
miR-1003 (A) y miR-1006 (B) en moscas modelo DM1 (Mhc-GAL4 UAS-i(CTG)480) y controles
(Mhc-GAL4/+). Como control analizamos el splicing del intrén hospedador de miR-1004 (C). No
detectamos cambios en el splicing del intrén 4 del gen VhaSFD (precursor de miR-1006), ni para
el intrén 19 del gen CG43707 (precursor de miR-1004) mientras que los transcritos CG6695 con el
intrén 6 (precursor de miR-1003) estan reducidos en moscas DM1 (A, D). Los niveles de todos los
transcritos de CG6695, VhaSFD y CG43707 también se analizaron y no se detectaron diferencias
entre los genotipos estudiados. n=4, **p-valor<0.01.

2.2. Analisis de la funcion normal de miRNAs relevantes
2.2.1. Analisis de dianas de los miRNAs alterados en DM 1

En musculo esquelético de pacientes DM1 esta conservada la alteracion de la
expresion de miR-1, miR-7 y miR-10a. Para estudiar el efecto de estas alteraciones
decidimos analizar la expresién de los mRNAs dianas de estos miRNAs en
pacientes DM1. Partimos de unos datos de micromatrices de expresion obtenidos
en nuestro laboratorio a partir de 20 biopsias musculares de DM1 y 15 biopsias de
individuos sanos. Estos datos se analizaron para detectar diferencias en la expresion
de mRNAs mediante un analisis de la varianza (ANOVA). Para nuestro estudio de
dianas de los miRNAs interesantes seleccionamos aquellos mRNAs en los que
habia un cambio de expresion estadisticamente significativo de mas de 10X entre
pacientes de DM1 y controles, un total de 139 transcritos. Utilizamos la aplicacién
web Targetscan para predecir las dianas de miR-1, miR-7 y miR-10a y filtramos los
resultados de las micromatrices de expresiéon con las predicciones de Targetscan
utilizando el programa dChip. Encontramos 21 dianas para miR-1 cuya expresion
estaba significativamente alterada en biopsias de pacientes (Tabla R-10), 14 dianas
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de miR-7 (Tabla R-9) y para miR-10a encontramos 7 dianas alteradas (Tabla R-11).
Dado que la expresion los miRNAs esta reducida en pacientes DM1, esperariamos
que sus dianas estuvieran aumentadas. Para determinar si las dianas de un miRNA
estan significativamente aumentadas o se comportan como el resto de datos
comparamos el porcentaje de genes aumentados y disminuidos en los datos totales
(95 transcritos aumentados y 44 disminuidos) con esos porcentajes en las dianas de
cada miRNA mediante un test F de dos colas. Encontramos que las dianas de los
tres miRNAs conservados estan significativamente aumentadas en musculo de
DM1. 21 dianas de miR-1 estan alteradas en los datos de expresion, 20 tienen su
expresion aumentada y una disminuida en los pacientes con DM1 (Fig. R-29, A).
Para miR-7, las 14 dianas estan aumentadas en DM1 (Fig. R-29, B), y lo mismo
ocurre con las seis dianas de miR-10a (Fig. R-29, C). Como control, analizamos las
dianas de 15 miRNAs al azar (Tabla R-8). No detectamos que las dianas
aumentadas de estos miRNAs sean significativamente diferentes al total de
transcritos alterados. En la figura R-29, D, E y F se ilustran 3 ejemplos: dianas para
let7a, miR-340 y miR-454. Por lo tanto el aumento en las dianas de miR-1, miR-7'y
miR-10a parece ser especifico.
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Figura R-29. La expresion de las dianas de miR-1, miR-7 y miR-10a estan alteradas en misculo

de pacientes DM1.

Graficos de dispersion de la expresion de dianas de miRNAs en micromatrices de expresion de
biopsias de pacientes de DM1 y controles sanos para miR-1 (A), miR-7 (B) y miR-10a (C) y para
tres miRNAs seleccionados al azar: let7a (D), miR-340 (E) y miR-454 (F). En conjunto, las dianas
de miR-1, las de miR-7 y las de miR-10a estain aumentadas en DM1 mientras que las de los
miRNAs que no estan alterados no se agrupan significativamente. *p-valor<0.05, **p-valor<0.01 y

***p-valor<0.001.
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Tabla R-8. Dianas de miRNAs alteradas en biopsias musculares de pacientes con

DM1
miR-1 20 1 21
miR-7 14 0 14
miR-10a 7 0 7
let7a 10 8 18
miR-132 2 2 4
miR-29c 12 5 17
miR-99a 1 0 1
miR-122 2 1 3
miR-302 5 1 6
miR-330 3 2 5
miR-340 16 8 24
miR-374a 3 6 9
miR-454 12 6 18
miR-488 2 1 3
miR-541 1 0 1
miR-592 3 1 4
miR-652 0 0 0
miR-1207 2 0 2

2.2.2. Validacion de dianas de miR-1, miR-7y miR-10a en DM1

En los datos de expresion de biopsias musculares de DM1 encontramos 21
dianas alteradas de miR-1 (Tabla R-10), 14 de miR-7 (Tabla R-9) y 7 de miR-10a
(Tabla R-11). Seleccionamos cinco dianas de miR-1, cinco de miR-7 y tres de miR-
10a para validar su alteracién por qRT-PCR (Fig R-30). Analizamos la expresion de
estos 13 mRNAs en seis biopsias musculares de pacientes con DM1 y de seis
controles (Tabla MM-8). Obtuvimos los datos de expresion relativa de cada gen
con el método del 274*“* utilizando la expresion del gen GAPDH como gen
endégeno. Detectamos un aumento en la expresion de todos los genes aunque solo
resulté estadisticamente significativa para tres dianas de miR-1 (Fig R-30, A), para
tres dianas de miR-7 (Fig R-30, B) y para una diana de miR-10a (Fig R-30, C). En
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concreto encontramos aumentada la expresion del gen SODI que codifica el
enzima de la superoo6xido dismutasa, del regulador de la transcripcion SMARCA4,
del factor de intercambio de nucledtidos NET1, de una proteina implicada en la
secrecion de la proteina amiloide CTSB, del gen ATG4 implicado en la regulacion
de la autofagia, de la proteina del citoesqueleto VCL y del gen UBE21 que es un
miembro de la maquinaria de ubiquitinacién. Estas dianas alteradas de miR-1, miR-
7 y miR-10a tienen funciones muy diversas por lo que estos datos sugieren que la
alteracion de miRNAs en musculo de pacientes de DM1 genera alteraciones en un
amplio rango de rutas metabdlicas contribuyendo a la complejidad de la patologia
molecular de la DM1.

Tabla R-9. Dianas de miR-1 alteradas en biopsias musculares de pacientes con

DM1
e
PDIKIL 22.22 6.59 37.89 0.037748
PEA15 22.03 6.15 37.94 0.042218
GTF2B 22.98 6.36 39.68 0.042403
TAGLN2 26.19 9.72 42.86 0.020954
BPNT1 25.81 9.56 42.15 0.021207
MGAT4A 26.29 10.12 42.50 0.018619
WDRé6 21.53 6.02 37.07 0.042270
ZNF148 19.83 5.63 34.16 0.041894
SNX2 20.70 5.82 35.73 0.042245
CITED2 25.73 9.57 41.96 0.020953
SULF1 30.37 13.42 47.34 0.010233
SLC25A25 21.81 6.01 37.74 0.043150
NETI 29.23 12.85 45.63 0.010575
PLEKHA7 21.34 5.98 36.71 0.042196
UNCI119B 28.23 10.30 46.29 0.021808
BCL11B -45.20 -16.44 -73.97 0.035343
HS3ST3B1 18.56 5.26 31.88 0.042715
SLC16A3 25.52 9.43 41.67 0.021396
DLG4 21.02 5.90 36.16 0.042197
SMARCA4 24.71 9.23 40.21 0.020867
SOD1 21.66 5.90 37.69 0.044023

! El test FDR se aplico para corregir los p-valores
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Figura R-30. Validacion de dianas especificas de miR-1, miR-7 y miR-10a en biopsias
musculares de pacientes DM1.
Anilisis de expresion de dianas de miR-1 (A), miR-7 (B) y miR-10a (C) por qRT-PCR en muestras
de musculo esquelético de pacientes DM1 y controles. Utilizamos la expresion de GAPDH como
control endégeno. Detectamos un aumento estadisticamente significativo para algunas dianas. (t-
student). *p-valor<0.05 **p-valor<0.01.

Tabla R-10. Dianas de miR-7 alteradas en biopsias musculares de pacientes con

DM1

HPCAL4

ZNF148

SNCA

ATXNI

CTSB

PAPPA

VCL

TMEM26

SMARCD1

PSME3

GATA6

ASXLI

GGT7

ATG4A

21.17

19.83

39.95

20.76

30.12

20.57

21.12

30.36

21.52

20.80

20.97

36.07

20.65

21.78

6.04

36.47

34.16

58.04

35.71

46.98

35.34

36.35

47.31

36.20

35.78

36.07

53.80

35.56

37.59

0.042617

0.041894

0.002100

0.042179

0.010266

0.042067

0.042152

0.010186

0.032970

0.042065

0.042312

0.004140

0.042626

0.042772

! El test FDR se aplicé para corregir los p-valores
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Tabla R-11. Dianas de miR-10a alteradas en biopsias musculares de pacientes

con DM1
T T
BTRC 26.12 9.70 4257 0.020996
KL 26.13 10.06 4224 0.018685
UBE2I 22.06 6.17 37.97 0.042043
GATA6 20.97 5.88 36.07 0.042312
ASXLI 36.07 18.36 53.80 0.004140
MTMR3 26.74 9.87 43.65 0.021248
HS6ST2 25.03 9.31 40.77 0.021054

! El test FDR se aplico para corregir los p-valores

3. Evaluacion en Drosophila de miRNAs especificos como diana terapéutica
parala DM1

Con el fin de evaluar el potencial terapéutico de algunos de los miRNAs
alterados en moscas DM1 decimos realizar ensayos de rescate de fenotipos
provocados por la expresion de i(CTG)480 en musculo. En concreto, analizamos la
capacidad de rescatar los fenotipos de atrofia muscular y de viabilidad en moscas
que expresan i(CTG)480 en musculo bajo el patrén del promotor de la cadena
pesada de la miosina (Mhc).

3.1. Rescate del fenotipo de atrofia muscular

La expresion de las repeticiones CTG en musculo origina la atrofia de los
musculos indirectos de vuelo de Drosophila (IFMs del inglés Indirect Flight
Muscles). La reduccién de estos paquetes musculares provoca incapacidad de vuelo
en estas moscas. Este fenotipo se revierte al co-expresar proteinas implicadas en la
patogénesis de DM1 como las proteinas Muscleblind (de Haro et al. 2006, Bargiela
et al. 2015). Decidimos co-expresar algunos de los miRNAs alterados en moscas
DM1 y comprobar si son capaces de revertir este fenotipo muscular. Seleccionamos
los tres miRNAs conservados en humanos, miR-1, miR-7 y miR-10, y el miRtrén
miR-1003 para este ensayo. Para analizar el rescate de degeneraciéon muscular, co-
expresamos las repeticiones CTG con el miRNA de interés en el musculo (Mhc-
Gal4 UAS-i(CTG)480 UAS-miRNA) y procesamos machos adultos de dos dias de
edad. Obtuvimos secciones semifinas de térax de 10 moscas por genotipo y
analizamos el tamarfio de los paquetes musculares correspondientes a los musculos
indirectos del vuelo en cinco secciones diferentes.
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3.1.1. La expresion de miR-1 en musculo de moscas DM1 no rescata el
fenotipo de degeneracion muscular

La co-expresion de miR-1 con las repeticiones CTG en musculo no incrementa
el tamano de los musculos indirectos del vuelo, comparando con los controles que
coexpresan i(CTG)480 y la proteina GFP (Fig. R-31). Por lo tanto la expresion de
este miRNA no es suficiente para rescatar la pérdida de tejido muscular inducido
por las repeticiones CTG, al menos en estas condiciones experimentales.
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Figura R-31. La sobreexpresion de miR-1 no rescata el fenotipo de degeneracion muscular de
las moscas DM1.

Secciones transversales de los IFMs de moscas que co-expresan miR-1y i(CTG)480 (B; Mhc-Gal4
UAS-i(CTG)480 UAS-miR-1 UAS-GFP) y moscas que expresan las repeticiones CUG y GFP como
control (A; Mhc-Gal4 UAS-i(CTG)480 UAS-GFP). (C) Cuantificaciéon del tamafio de los IFMs en
los genotipos de estudio.

3.1.2. La expresion de miR-7 en musculo de moscas DM1 empeora el
fenotipo de atrofia muscular

Para estudiar la capacidad de miR-7 de rescatar el tamano de los IFMs
utilizamos dos lineas transgénicas: UAS-miR-7 2A y UAS-miR-7 4A. En estas
moscas el precursor de miR-7 esta alojado en la region 3° UTR del gen de la
proteina roja fluorescente dsRED, por lo que utilizamos moscas que expresan
dsRED como control en este ensayo. Observamos que la co-expresion de miR-7 y
las repeticiones CTG en musculo empeora el fenotipo de atrofia muscular en
ambos casos (Fig. R-32). La expresion de miR-7 redujo el tamafio de los IFMs en un
30 % en el caso de la linea 4A y en un 20 % para la linea 2A, aunque en este caso la
reduccién no es estadisticamente significativa.

El empeoramiento de la atrofia muscular causado por la expresién de miR-7 en
moscas DM1 podria deberse a alteraciones en el ciclo celular provocadas por un
exceso de este miRNA durante la formacion de los IFMs en la metamorfosis
(Webster et al. 2009, Cheng et al. 2005). Para descartar esta posibilidad, decidimos
co-expresar las repeticiones CTG y miR-7 tan sélo durante el periodo adulto,
cuando los IFM ya se han formado, utilizando una linea Gal4 inducible por choque
térmico (hs-Gal4). Usando esta linea, activamos la expresion de i(CTG)480 y miR-7
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en moscas de dos dias de edad, mediante dos choques térmicos de 1 h a 37°C en
dos dias consecutivos. Transcurridos 3 dias tras el dltimo choque térmico, las
moscas fueron procesadas para la obtencion de secciones semifinas de térax. Como
control expresamos la proteina dsRED. En este caso, la co-expresion de las
repeticiones CTG y miR-7 no produjo diferencias en el tamano de los paquetes
musculares respecto al control (Fig. R-33). En conjunto, estos datos indican que
el empeoramiento del fenotipo muscular causado por la expresiéon de miR-7
podria deberse a una interaccién entre los RNAs téxicos con repeticiones CTG
y miR-7 que ocurrirfa durante procesos del desarrollo anteriores al estadio
adulto.

area muscular relativa O

dsRED miR-7 2A  miR-7 4A

miR-7 4A Mhc>i(CTG)480

Figura R-32. La sobreexpresion de miR-7 reduce el tamaino de los musculos indirectos del
vuelo en las moscas DM1.

Secciones transversales de los IFMs de moscas que co-expresan miR-7y i(CTG)480 (B y C; Mhc-
Gal4 UAS-i(CTG)480 UAS-miR-7) y moscas que expresan las repeticiones CUG vy la proteina
dsRED como control (A; Mhc-Gald UAS-i(CTG)480 UAS-dsRED). Utilizamos dos lineas UAS-
miR-7 diferentes: 2A (B) y 4A (C). (D) La cuantificacion del tamafio de los IFMs determiné que
miR-7 empeora la atrofia muscular de las moscas DM1. *p-valor<0.05.

-
Ed

N
o

0.5

area muscular relativa o

e
o

dsRED miR-72A  miR-7 4A

miR-7 2A hs>i(CTG)480

Figura R-33. La expresion de miR-7 en musculo adulto no altera el fenotipo de atrofia
muscular de las moscas DM1.

Secciones transversales de los IFMs de moscas que co-expresan en musculo adulto miR-7 y
i(CTG)480 (B y C; hs-Gal4 UAS-i(CTG)480 UAS-miR-7) y moscas que expresan las repeticiones
CTG vy la proteina dsRED como control (A; hs-Gal4 UAS-i(CTG)480 UAS-dsRED). Utilizamos
dos lineas UAS-miR-7 diferentes: 2A (B) y 4A (C). (D) La cuantificacién del tamafo de los IFMs
determiné que miR-7 no afecta a la atrofia muscular de las moscas DM1.
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3.1.3. La expresion de miR-10 en musculo de moscas DM1 no rescata el
fenotipo de atrofia muscular

Utilizamos tres lineas transgénicas diferentes UAS-miR-10 5A, UAS-miR-10 6A
y UAS-miR-10 7A para analizar la capacidad de miR-10 de rescatar el fenotipo de
atrofia muscular. Al igual que en el transgén para miR-1, el precursor de miR-10
esta alojado en la region 3° UTR del gen de GFP, por lo que utilizamos moscas que
expresan GFP como control en el ensayo. No observamos aumento en el tamafio de
los IFMs en ningun caso (Fig. R-34) y por tanto la expresion de miR-10 es
insuficiente para rescatar la atrofia muscular en DM1.

e‘« R . 2,0
% 1.5
210
- g
r- § 0s
‘ | 0.0 T T T T
3% L \
- & & &
GFP miR-10 5A miR-10 6A miR-10 7A Mhci(CTG)480

Figura R-34. La sobreexpresion de miR-10 no rescata el fenotipo de atrofia muscular de las
moscas DM1.

Secciones transversales de los IFMs de moscas que co-expresan miR-10y i(CTG)480 (B, C y D;
Mhc-Gal4 UAS-i(CTG)480 UAS-miR-10) y moscas que expresan las repeticiones CTG y la
proteina GFP como control (A; Mhc-Gal4 UAS-i(CTG)480 UAS-GFP). Utilizamos tres lineas
UAS-miR-10 diferentes: 5A (B), 6A (C) y 7A (D). (E) La cuantificacién del tamano de los IFMs
determiné que miR-10 no afecta a la atrofia muscular de las moscas DM1.

3.1.4. La expresion de CG6695, el gen hospedador de miR-1003, mejora el
fenotipo de atrofia muscular en moscas DM1

El miRNA miR-1003 es un miRtrén que se encuentra hospedado en el intrén 6
del gen CG6695. Debido a que no existen reactivos disponibles para sobreexpresar
miR-1003, utilizamos una linea EP de expresion del gen CG6695 para analizar el
posible efecto de miR-1003 en la atrofia muscular. Co-expresamos el gen CG6695 y
las repeticiones CTG utilizando la linea EP CG6695*"*'” | como control utilizamos
la proteina GFP. Analizamos secciones transversales de térax y observamos que
CG6695 rescata el fenotipo de atrofia muscular de las moscas DM1 aumentando la
masa de los IFMs al doble del tamafo de los respectivos controles (Fig. R-35).
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Figura R-35. CG6695, el gen hospedador de miR-1003, rescata el fenotipo de atrofia muscular
en moscas DM1.

Secciones transversales de los IFMs de moscas que co-expresan el gen CG6695 y i(CTG)480 (B;
Mhc-Gal4 UAS-i(CTG)480 CG6695F¥1"'7) y moscas que expresan las repeticiones CTG vy la
proteina GFP como control (A; Mhc-Gal4 UAS-i(CTG)480 UAS-GFP). (C) La cuantificacién del
tamafio de los IFMs determiné que la sobreexpresion de CG6695 rescata la atrofia muscular de las
moscas DM1. ***p-valor<0.001.

3.1.5. Analisis del efecto de miR-1003 en el fenotipo de atrofia muscular de
moscas DM1

3.1.5.1. Generacion de moscas transgénicas UAS-miR-1003

Dado que la expresion del gen hospedador del miRtron miR-1003, CG6695,
rescata el fenotipo de atrofia muscular en moscas DM1, nos propusimos analizar si
el rescate se debe a la expresion de miR-1003. Para ello generamos moscas
transgénicas para la expresion del miRtron bajo el control de las secuencias UAS.
Mediante sintesis quimica obtuvimos un fragmento de 390 pb que corresponde a
un minigén del CG6695 formado por parte de los exén 6 (114 pb), el intrén 6 (56
pb) que forma el precursor de miR-1003 y el ex6n 7 (220 pb). Insertamos este
minigén en la region 3'UTR del gen de la proteina roja fluorescente dsRED que
previamente habiamos subclonado en el vector de transformacién de la linea
germinal de Drosophila pUAST para generar moscas transgénicas. Utilizamos el
servicio de transgénesis de la empresa BestGene (www.thebestgene.com) y
obtuvimos 10 lineas transgénicas para UAS-miR-1003.

3.1.5.2. La expresion de miR-1003 en musculo de moscas DM1 no rescata
el fenotipo de atrofia muscular

Para analizar el efecto de miR-1003 en la atrofia muscular de las moscas DM1
utilizamos dos lineas transgénicas diferentes: UAS-miR-1003 T4 y UAS-miR-1003
T5. Como control utilizamos moscas que co-expresan dsRED. No observamos
aumento en el tamafio de los IFMs para ninguna de las dos lineas de miR-1003 (Fig.
R-36, C y D), mientras que la expresion de su gen hospedador si que rescata el
fenotipo de atrofia muscular (Fig. R-36, B).
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Figura R-36. miR-1003 no rescata el fenotipo de atrofia muscular en moscas DM1.

Secciones transversales de los IFMs de moscas que co-expresan miR-1003 y i(CTG)480 (C y D;
Mhc-Gal4 UAS-i(CTG)480 UAS-miR-1003) y moscas que expresan las repeticiones CTG y la
proteina dsRED como control (A; Mhc-Gal4 UAS-i(CTG)480 UAS-GFP). Utilizamos dos lineas
transgénicas diferentes: T4 (C) y T5 (D). Como control positivo expresamos el gen CG6695 (B;
Mhc-Gald UAS-i(CTG)480 CG6695FY1°17), (E) La cuantificaciéon del tamafo de los IFMs
determiné que la expresion de miR-1003 no rescata la atrofia muscular mientras que la expresion
de su gen hospedador, CG6695, aumenta el tamano de los IFMs al doble. ***p-valor<0.001.

Estos datos nos indican que el rescate de la atrofia muscular observado al
expresar el gen hospedador de miR-1003 no se debe a la sobreexpresion del
miRtroén sino a la expresion de CG6695. El gen CG6695 codifica una proteina rica
en serinas y argininas con dominios de unién a RNA, y su ortélogo en humanos es
el factor de splicing CLASPR. El rescate de la atrofia muscular que observamos en
moscas DM1 que expresan CG6695 sugiere una interaccion de la proteina CG6695
con la toxicidad mediada por el RNA toéxico en musculo apuntando la posible
implicaciéon de CLASPR en la ruta de patogénesis de la DM1.

3.2. Rescate de la reduccion en la vida media en moscas DM 1

La expresion de i(CTG)480 en el musculo de Drosophila reduce la viabilidad de
las moscas. De manera que la vida media de las moscas DM1 esta entre 13 y 15 dias,
mientras que en los respectivos controles supera los 30 dias (Garcia-Lopez et al.
2008) (Fig. R-37). La muerte prematura de las moscas DM1 podria deberse a la
toxicidad de las repeticiones CTG en los diferentes tipos musculares, en particular
el tejido cardiaco y en la musculatura visceral.

Analizamos el efecto de miR-1, miR-7 y miR-10 en la vida media de las moscas
DML. Para ello, co-expresamos los tres miRNAs con las repeticiones CTG en todos
los tipos musculares (Mhc-Gal4 UAS-i(CTG)480 UAS-miRNA). Como controles
utilizamos las proteinas heterélogas correspondientes con las que se gener6 cada
transgén. dsRED como control de miR-7 y GFP como control de miR-1 y miR-10.
Ademas, para detectar el posible efecto de los miRNAs en la viabilidad de las
moscas expresamos uUnicamente cada miRNA en musculo sin expresar las
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repeticiones CTG (Mhc-Gal4 UAS-miRNA). Las curvas de supervivencia de cada
genotipo indican que los tres miRNAs tienen diferentes efectos en la viabilidad de
las moscas DM1 (Fig. R-37). Mientras la expresion de miR-1 y miR-7 tiene un
efecto ligeramente deletéreo en la vida media de las moscas DM1 (Fig. R-37, Ay B),
la expresion de miR-10 en musculo aumenta la vida media de las moscas que
expresan las repeticiones CTG en unos 5 dias (Fig.R-37, C). El efecto deletéreo de
miR-7 en la viabilidad de las moscas DM1 podria deberse a un efecto téxico de su
sobreexpresion, ya que la expresion de miR-7 sin las repeticiones CTG disminuye
significativamente la vida media de las moscas (Fig. R-37, B). Sin embargo, la
expresion de miR-1 y miR-10 no tiene efecto en la viabilidad de moscas normales
(Fig. R-37, A y C). En conclusién, aunque son necesarios mas estudios para
entender el efecto de la alteraciéon en DM1 de miR-1, miR-7 y miR-10, estos datos
indican que la disminucién de miR-10 en moscas DM1 tiene un efecto negativo en
la viabilidad de las moscas, que es rescatado por su sobreexpresion y por lo tanto
miR-10 es una posible diana terapéutica para DM1.
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Figura R-37. La sobreexpresion de miR-1, miR-7 y miR-10 tiene diferentes efectos en la
supervivencia de moscas DM1.

Curvas de supervivencia de moscas que sobrexpresan las repeticiones CUG en musculo y miR-1
(A; Mhc-Gal4 UAS-i(CTG)480 UAS-miR-1, n=100); miR-7 (B; Mhc-Gal4 UAS-i(CTG)480 UAS-
miR-7, n=38) y miR-10 (C; Mhc-Gal4 UAS-i(CTG)480 UAS-miR-10, n=180). Observamos una
pequena reduccioén de la supervivencia en moscas que co-expresan las repeticiones CUG y miR-1
(A) o miR-7 (B), aunque este cambio no es estadisticamente significativo. miR-10 rescatd el
fenotipo de supervivencia de las moscas DM1 (C y D). La sobreexpresion de miR-1 solo (n=32, A)
o miR-10 (n=35, C) no es toxica comparada con los controles Mhc-Gal4 UAS-GFP (n=33),
mientras que la expresiéon de miR-7 en musculo redujo la supervivencia (n=27). En este caso
utilizamos moscas Mhc-Gal4 UAS-dsRed como control (n=33). La gréfica D muestra las medianas
de las curvas de supervivencia. *p-valor<0.05 ***p-valor<0.001.
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1. Caracterizacion del miRNoma de moscas adultas

La gran cantidad de datos que se obtienen de las técnicas de secuenciacion
masiva permiten determinar no solo los genes que se expresan en un contexto
biologico determinado sino también su nivel de expresion relativo en cada muestra.
Ademas, estos datos permiten la identificacién de nuevos genes. En nuestro
proyecto utilizamos esta capacidad de la secuenciaciéon masiva para analizar
diferencias en la expresion de miRNAs mediadas por la toxicidad de RNAs con
repeticiones del trinucleétido CUG.

Como paso previo analizamos el miRNoma de moscas silvestres para
determinar qué miRNAs se expresan en moscas adultas e identificar nuevos
miRNAs no descritos hasta la fecha. Detectamos lecturas para 104 miRNAs de los
153 conocidos hasta la fecha del analisis (miRBase v. 13.0), por lo tanto
aproximadamente un 70 % de los miRNAs descritos se expresan en adulto. Ademas
observamos que existen grandes diferencias en la expresion de estos miRNAs de
manera que existe un grupo pequeiio de siete miRNAs con una expresiéon muy
elevada respecto al resto, un grupo de 29 miRNAs con una expresiéon media y dos
grupos de 33 y 35 miRNAs con expresiéon muy baja. El miRNA con mayor
expresion en moscas adultas, miR-1, esta implicado en los procesos de miogénesis y
cardiogénesis. Por otro lado cinco de los miRNAs pertenecientes a este grupo de
elevada expresion, bantam, miR-8, miR-276a, miR-277, y miR-279, participan en
procesos neuronales. Ademas miR-14, el miRNA que completa este grupo, y
bantam, estan implicados en la regulacion de la muerte celular programada. Por lo
tanto, al parecer los tejidos en los que hay mas expresion de miRNAs en moscas
adultas son el tejido nervioso y el muscular.

Para identificar miRNAs nuevos en Drosophila utilizamos el algoritmo de
prediccion miRDeep (Friedlander et al. 2008). Este algoritmo busca en las lecturas
de secuenciacién masiva e identifica posibles miRNAs basandose en la actividad
nucleasa de Dicer-1 en la biogénesis de los miRNAs. Brevemente, detecta las
secuencias correspondientes al miRNA maduro, al miRNA* y al lazo de la horquilla
del pre-miRNA que se generan después de procesado de Dicer-1 (Fig. D-1, A). De
manera que otras lecturas que corresponden a RNAs pequefios producto de
horquillas de RNA pero que no tienen el patrén de corte de Dicer-1 no son
identificadas como posibles miRNAs (Fig. D-1, B). Los autores del algoritmo
analizaron datos de secuenciaciéon masiva de C. elegans y humanos para validar el
modelo y detectaron el 89 % de los miRNAs conocidos de C. elegans y el 72 % de
humanos. Como limite de deteccién utilizaron un score de 0. En nuestro analisis,
decidimos utilizar un limite de score menos conservativo y lo fijamos en -2.5, valor
que corresponde al menor score de los miRNAs conocidos de Drosophila. Con este
limite de score identificamos 64 miRNAs nuevos aunque cabe destacar que once de
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estos miRNAs tienen un score mayor de 0 y dentro de los nueve miRNAs
seleccionados para la validacion cuatro de ellos tenian un score mayor de 1. De los
nueve miRNAs seleccionados para la validacion solo confirmamos la expresion de
uno, miR-3R_25. Este miRNA tiene el score de miRDeep mayor de todos los
miRNAs predichos (score = 3.7) lo que apunta a que el uso de un score negativo
genera una gran proporcion de falsos positivos.

A lecturas
pre-miRNA miRNA lazo secuenciacion
miRNA*
corte secuenciaciéon masiva
Dicer-1
B lecturas
horquilla RNA S— secuenciacion

RNAs pequeiios

—>»> ) —»>
T
degradacién o secuenciaciéon masiva

corte independiente
de Dicer-1

Figura D-1. El algoritmo miRDeep esta basado en la biogénesis de los miRNAs.

(A) Los pre-miRNAs son procesados por Dicer-1 y como resultado se genera el miRNA maduro,
su miRNA* y un fragmento de RNA que corresponde al lazo de la horquilla precursora. miRDeep
mapea las lecturas de secuenciacién masiva en el genoma para identificar estos tres componentes
de la horquilla precursora y la frecuencia de las lecturas de cada uno de ellos para identificar
nuevos miRNAs. (B) En las células eucariotas existen otras horquillas de RNA que no son
precursores de miRNAs pero que pueden generar RNAs de pequefio tamafo. Como las lecturas
correspondientes a estas horquillas no mapean en el genoma de manera consistente al procesado
por Dicer-1, estos RNAs no son identificados como miRNAs por miRDeep. Imagen tomada de
Friedlander et al. 2008.

El hecho de que el unico miRNA de los predichos que se validé tenga el mayor
score de prediccion sugiere que el resto de candidatos no corresponden a miRNAs
reales y que por lo tanto no existen nuevos miRNAs en el miRNoma de Drosophila.
Sin embargo, en la ultima version de la base de datos de miRNAs, miRBase (v. 21.0)
encontramos 725 miRNAs para Drosophila melanogaster frente a los 153 miRNAs
que habia en la version disponible en el momento del andlisis (miRBase v. 13.0).
Gran parte de los nuevos miRNAs incluidos en la tltima versién corresponden a
los miRNA de la hebra opuesta al miRNA maduro (miRNA¥*). Estos miRNAs
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estrella se han incluido en las bases de datos porque varios estudios apuntan a que,
al contrario a lo que se pensaba, también son funcionales y pueden actuar como
miRNAs maduros. miRDeep utiliza las lecturas del miRNA* para identificar los
miRNAs maduros de manera que en nuestro andlisis no pudimos identificar
miRNAs estrella funcionales. Ademas, el hecho de que miRDeep base su algoritmo
de prediccion en la actividad de la nucleasa Dicer-1 impide identificar miRNAs con
rutas de biogénesis alternativas. Por otro lado, la mayoria de los nuevos miRNAs
incluidos en la ultima version de miRBase corresponden a predicciones
bioinformaticas de manera que no podemos asumir que estos miRNAs sean
funcionales.

En los northern blots realizados para validar los potenciales nuevos miRNAs
solo detectamos la banda del tamafio esperado para el miRNA miR-3R_25. Para el
resto de candidatos observamos bandas de tamafio superior, por lo tanto,
podriamos estar detectando otros RNAs no codificantes de mayor tamafio que los
miRNAs como tRNAs, snRNAs o snoRNAs y las lecturas de 21 nucledtidos que
detectamos mediante secuenciacién masiva podrian corresponder a fragmentos de
degradacion de estos RNAs.

1.1. miR-3R_25 no proviene de la region gendmica precursora predicha por
miRDeep

El andlisis de las lecturas de secuenciacién masiva correspondientes al nuevo
miRNA, miR-3R_25, revel6 un cambio de tres nucledtidos en la zona central del
miRNA respecto a la secuencia del genoma en la mayoria de sus lecturas de
secuenciacion. En un primer momento pensamos que podria deberse a un error de
secuenciacion. Si asi fuera deberia ocurrir al azar y aparecer en mayor medida en
los miRNAs que mas se expresan. Sin embargo, el analisis en profundidad de las
lecturas de todos los miRNAs determiné que no todos los miRNAs presentan
cambios, de hecho mas del 60 % de miRNAs no presentan ninguna lectura con
cambios, incluidos los miRNAs con mayor nivel de expresién: miR-1, miR-14, miR-
8, miR-276a y bantam. Ademas solo un 2 % de los miRNAs tienen cambios de tres
nucleétidos y en todos los casos, excepto para miR-3R_25, las lecturas con cambios
suponen una fracciéon minoritaria. Por lo tanto el cambio en la secuencia de miR-
3R_25 detectado en la secuenciacién masiva no se debe a errores de lectura.

Los miRNAs pueden sufrir modificaciones postranscripcionales que afectan a su
secuencia. Aunque no se han estudiado en profundidad, se han descrito eventos de
editado del precursor primario, uridilacion, adenilacién o ubiquitinacién, entre
otras (revisado en Siomi y Siomi 2010). Estas modificaciones regulan la funcién de
los miRNAs afectando a su biogénesis, estabilidad o al reconocimiento de sus
transcritos diana. En el caso de la modificacion de miR-3R_25, no la detectamos en
su horquilla precursora por lo tanto no se produce ni en su transcrito primario ni
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en el pre-miRNA. Ademads, la sobreexpresion de la horquilla precursora sin la
modificacién no se tradujo en un aumento del miRNA maduro con el cambio de

tres nucledtidos por lo que descartamos que este cambio en la secuencia se deba a
una modificacién postranscripcional.

El andlisis de la expresion de miR-3R_25 en embriones mutantes apunta a que
este miRNA no proviene de la region gendémica predicha ya que detectamos la
presencia de miR-3R_25 maduro en embriones homocigotos para una delecion de
su region precursora. Debido a la alta homologia entre miR-3R_25 y miR-1, la
sonda utilizada es capaz de detectar a ambos miRNAs lo que puede enmascarar
estos resultados. Sin embargo, la sobreexpresién de los precursores de miR-3R_25
tanto con modificacién como sin ella no resulté en un aumento del miRNA
maduro por lo que concluimos que miR-3R_25 no proviene de la regién predicha
por miRDeep.

En el genoma de Drosophila ademas de la regién predicha como precursora de
miR-3R_25 existe otra regiéon con homologia, que corresponde con miR-1. Las
secuencias de los miRNAs maduros de miR-3R_25 y miR-1 coinciden en los 16
primeros nucledtidos incluyendo la region semilla. Los miRNAs que tienen la
misma region semilla se agrupan en familias de miRNAs por lo tanto miR-3R_25
perteneceria a la familia de miR-1. Dado que no hemos podido confirmar que miR-
3R_25 se genere a partir del precursor predicho por miRDeep cabe la posibilidad de
que este miRNA sea una variante de miR-1. En concreto seria una modificacién de
cuatro nucleétidos en el extremo 3" de miR-1 maduro. Generalmente, la mayoria de
modificaciones postranscripcionales en miRNAs se producen en este extremo. Las
modificaciones en 3’ no alteran el reconocimiento de sus transcritos diana sino que
suelen afectar a la estabilidad de los miRNAs. Sin embargo, hasta la fecha no se han
descrito modificaciones de tantos nucledtidos en miRNAs maduros sino que
generalmente se trata de cambios de un nucleétido o de adiciéon de nucledtidos en
el extremo 3’.

2. La desregulacion de miRNAs especificos en DM1 es debida a la expresion de
RNAs con repeticiones CUG

En paralelo a la realizacién de este trabajo se describié la desregulacion de
miRNAs especificos en pacientes de DM1. El analisis de miRNAs concretos en
musculo esquelético y cardiaco de pacientes determind cambios tanto en la
expresion como en la localizacién subcelular de algunos miRNAs. En el presente
trabajo realizamos un analisis global de expresion de miRNAs en un modelo en
Drosophila de DM1 mediante secuenciaciéon masiva. Observamos que la expresion
de RNAs con repeticiones CUG en musculo de Drosophila provoca la
desregulacion de 20 miRNAs. 19 de estos miRNAs tenian una expresion inferior en
moscas DM1 mientras que uno estaba aumentado. Por lo tanto, la toxicidad de
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RNAs con repeticiones CUG suele producir una reduccién en los niveles de
expresion de miRNAs especificos. Un andlisis de expresién de miRNAs en corazén
de ratones modelo para DM1 determiné que el 80 % de los miRNAs desregulados
tienen su expresion reducida (Kalsotra et al. 2014). La mayoria de estos miRNAs
son dianas transcripcionales de Mef2. Los niveles de proteina de Mef2 son
inferiores en tejidos DM1 que en controles por lo que la reduccién en la expresion
de miRNAs especificos podria estar mediada por la alteracion en los niveles de
Mef2. Es probable que en Drosophila se esté dando el mismo mecanismo, lo que
explicaria que la mayoria de alteraciones que detectamos en moscas DM1 sean
reducciones en los niveles de miRNAs maduros.

En pacientes también observamos una reduccion en los niveles de expresion de
los miRNAs conservados en humanos: miR-I, miRNA que ya habia sido
relacionado con DM1 en otros estudios (Perbellini et al. 2011, Rau et al. 2011) y
miR-7y miR-10 cuya alteracion en pacientes de DM1 no habia sido descrita hasta la
fecha. La conservacién de la desregulacion de miR-1, miR-7 y miR-10 entre el
modelo en Drosophila y pacientes de DM1 confirma, por un lado, que la reduccién
en los niveles de miRNAs que describimos en Drosophila es especifico y no es una
consecuencia de la reduccién de la contribucion del transcriptoma muscular al total
de RNAs debida a la atrofia muscular en las moscas DM1. Por otro lado, la
desregulacion de estos tres miRNAs ocurre en presencia de RNAs con repeticiones
CUG y por lo tanto es independiente de DMPK. Aunque es posible que DMPK o el
efecto de la mutacion en su contexto gendmico participe en la alteracion de otros
miRNAs en pacientes, nuestros resultados apuntan, por primera vez, a que la
desregulacién de miRNAs en DM1 esta provocada directamente por la expansién
del trinucleétido CTG.

El modelo de Drosophila utilizado en este trabajo consiste en la expresion de 480
repeticiones CT'G en musculo. Estas repeticiones CTG estan interrumpidas cada 20
unidades por la secuencia CTCGA (i(CTG)480). La estructura de doble cadena que
forman las i(CTG)480 es similar a la horquilla formada por las repeticiones puras y
sus energias de ensamblaje son parecidas (Fig. D-2). La existencia de expansiones
complejas con interrupciones en el locus de DMPK se ha descrito para varios
pacientes de DM1 (Braida et al. 2010, Musova et al. 2009, Santoro et al. 2015,
Santoro et al. 2013). Estos estudios han determinado que estas interrupciones
atenuan la sintomatologia de estos pacientes. Aunque la interrupcién CTCGA del
transgén i(CTG)480 no coincide con ninguna de las variantes descrita en los
pacientes de DM1, es posible que su presencia en el transgén pueda modificar
algunos fenotipos en las moscas DM1. Por ejemplo, podria afectar a la traduccion
RAN, en el caso que se produzca en Drosophila. En este caso las repeticiones CTG
interrumpidas generarian homopolimeros peptidicos poliS, poliQ y poliA de 20
aminoacidos unidos por separaciones de uno a dos aminodcidos diferentes
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mientras que las repeticiones puras producen polipéptidos poliS, poliQ y poliA
individuales. Aunque tenemos que contemplar el posible efecto atenuante de las
interrupciones en nuestro transgén i(CTG)480, la conservacion de la desregulacion
de miR-1, miR-7 y miR-10 entre nuestro modelo en Drosophila y pacientes de DM 1
representa una evidencia importante de que la desregulacion de al menos estos tres
miRNAs es independiente de la interrupcion CTCGA en el transgén i(CTG)480.
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Figura D-2. Las repeticiones CUG interrumpidas forman horquillas similares a las
repeticiones puras.

(A) Horquilla predicha para las 480 repeticiones CUG puras. (B) Horquilla predicha para las 480
repeticiones con interrupciones de la secuencia CUCGA cada 20 unidades. Ambas horquillas
tienen una estructura y una energfa de ensamblaje similares.

3. La desregulacion de miRNAs mediada por RNAs con repeticiones CUG esta
conservada en pacientes DM1

El analisis de expresion de los tres miRNAs conservados tanto en biopsias
musculares como en cultivos celulares de pacientes de DM1 determind que la
expresion de los tres miRNAs estd reducida en DM1. Por lo tanto la alteracion de
miRNAs mediada por la toxicidad de RNAs con repeticiones CUG esta conservada
entre Drosophila y humanos. Ademas, parece que los mecanismos responsables de
la desregulacion de miRNAs especificos también estan conservados. En Drosophila,
la alteracion de miR-7 se produce a nivel de su transcrito primario ya que
observamos una disminucién de pri-miR-7 en moscas DM1 mientras que los
niveles de pri-miR-1 y pri-miR-10 no varian respecto a los controles. En humanos,
miR-7 tiene tres transcritos primarios precursores diferentes y al menos dos de ellos
tienen una expresion reducida en biopsias musculares de pacientes de DM1. El
mecanismo que provoca la disminucién en los niveles de miR-1 en moscas de DM1
también parece estar conservado en humanos. Se ha descrito que miR-1 esta
infraexpresado en corazén de pacientes de DM1 como consecuencia de la falta de
funciéon de MBNL1 (Rau et al. 2011). En condiciones no patolégicas, MBNL1
reconoce y se une a un motivo UGC en las horquillas precursoras de miR-1 y
bloquea la unién de LIN28 (Fig. D-3, A). Sin embargo, en las células cardiacas de
pacientes de DM1, MBNLI esta secuestrado en el nucleo en los foci ribonucleares
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que forman las repeticiones CUG. En este escenario, LIN28 tiene acceso a los pre-
miRNAs de miR-1. LIN28 promueve la uridilacién de los precursores de miRNAs
por el enzima TUT4. Los pre-miRNAs uridilados son resistentes al corte de Dicer
de manera que en células DM1 se acumulan las horquillas precursoras de miR-1
con la consecuente reducciéon del miRNA maduro y aumento de sus transcritos
diana (Fig. D-3, B). En Drosophila, la reduccion de miR-1 mediada por la toxicidad
de RNAs con repeticiones CUG parece ser dependiente de Muscleblind ya que la
sobreexpresion de la isoforma C de Muscleblind en musculo de moscas DM1
rescata los niveles de miR-1. Ademas el silenciamiento de muscleblind en un fondo
silvestre produce una reduccién de miR-1 maduro lo que apunta a su participacion
en la biogénesis de miR-1 en Drosophila.
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pre-miR-1 pre-miR-1 DO GO
——— MBNLI ___—C@ 3 <
~ @ O MBNL1 ©
corte  MBNL1 3 <
lDicer lTUT4 % MBNL1 o
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-pre-miR- 2 (9]
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CACNA1C 1 CACNA1C —p arritmias
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IGF y IGFR1 IGF y IGFR1 ?
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Figura D-3. MBNLI participa en la biogénesis de miR-1.

(A) MBNL1 y LIN28 compiten por la unién al pre-miR-1. En presencia de MBNLLI el pre-miRNA
de miR-1 es procesado a miRNA maduro que reprime a sus dinas. (B) En DM1, MBNLI1 esta
secuestrado en los foci ribonucleares y LIN28 se une al pre-miRNA y favorece su uridilacién por
TUTA4. El pre-miR-1 uridilado no puede ser procesado por Dicer y como consecuencia disminuye
el miRNA maduro de miR-1 y aumentan los niveles de sus transcritos dianas CACNA1C y GJA1.
Figura tomada de Rau et. al 2011.

A pesar de que nuestros resultados son congruentes con el modelo descrito para
la alteracion de miR-1 en DM1 por Rau y colaboradores, otros estudios describen
situaciones diferentes para miR-1 en DM1. Perbellini y colaboradores analizaron la
expresion de miR-1 en biopsias de biceps de pacientes de DM1 y observaron que
tanto su miRNA maduro como ocho de sus transcritos dianas estaban aumentados
(Perbellini et al. 2011). Esta diferencia con nuestros resultados puede deberse al
tipo de musculo analizado o que en su estudio utilizaron biopsias de otras
enfermedades neuromusculares como controles. En otro estudio no detectaron
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cambios en los niveles de miR-1 en biopsias de vastus lateralis mientras que si que
detectaron un aumento del miRNA maduro de un miembro de su familia, miR-206
(Gambardella et al. 2010). Por lo tanto, es probable que la desregulacion de miR-1
sea particularmente sensible al contexto celular el cual puede incluir factores como
el nimero de repeticiones en las expansiones del trinucleétido CTG o la edad de los
pacientes.

4. Las alteraciones de miRNAs en DM1 tienen diferentes origenes

Algunos de los miRNAs encontrados alterados en DM1 hasta la fecha estan
codificados en intrones de otros transcritos. Dado que la espliceopatia es una
caracteristica molecular de la DMI, las alteraciones en el splicing y en miRNAs
podrian tener un origen comun. En nuestro andlisis de expresién global de
miRNAs en Drosophila encontramos dos miRtrones desregulados por la toxicidad
mediada por RNAs con repeticiones CUG, miR-1003 y miR-1006. El intrén
precursor de miR-1006 se encuentra completamente escindido tanto en moscas
DMI1 como en controles lo que sugiere que la reduccién de miR-1006 maduro
observada en moscas DM1 no se debe a defectos en el splicing de su transcrito
hospedador sino que ocurre en alguna etapa aguas abajo en la ruta de biogénesis de
los miRtrones. Para miR-1003, observamos que su intrén hospedador es escindido
en mayor grado en las moscas que expresan las 480 repeticiones CTG que en los
controles. Sin embargo, el miRNA maduro de miR-1003 esta reducido en moscas
DM1. El aumento en la escisiéon de su intréon hospedador podria deberse a un
mecanismo para compensar la falta de miRNA maduro y por lo tanto la
desregulacion de miR-1003 debe ocurrir en una etapa posterior de la biogénesis.

Varios miRNAs desregulados en las moscas DM1 forman parte de clusters
génicos. El andlisis de los transcritos primarios de los clusters miR-310~313 y miR-
959~964 determiné que los pri-miRNAs de ambos clusters tienen niveles reducidos
en moscas que expresan RNAs con repeticiones CUG respecto a los controles. De
manera que la desregulacion de los miRNAs de estos clusters debe producirse a
nivel de transcrito primario. Ademas, el pri-miRNA de miR-7 esta reducido tanto
en moscas DM1 como en musculo esquelético de pacientes. Sin embargo, los
transcritos primarios de miR-1 y miR-10 tienen el mismo nivel de expresion en
moscas DM1 y controles. Por lo tanto, estos resultados demuestran que la
desregulacion de la transcripcion y/o la estabilidad de los transcritos primarios es la
causa de algunas de las alteraciones en la expresion de miRNAs maduros, apoyando
la idea de que la desregulacion de miRNAs en DM1 tiene diferentes origenes.

El silenciamiento de muscleblind redujo levemente los niveles de miR-7 lo que
contrasta con la fuerte reduccion observada para miR-1. Ademas, la sobreexpresion
de Muscleblind C no rescaté los niveles de miR-7 en moscas que expresan las
repeticiones CTG. Los andlisis en el modelo celular de transdiferenciacion
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determinaron que miR-7 esta reducido tanto antes como después de la induccién
del programa de miogénesis. Sin embargo, la reduccién en los niveles de miR-1 y
miR-10 solo se produce después de la diferenciacion. Este resultado es congruente
con la observaciéon de que Muscleblind participa en la biogénesis de miR-1 ya que
los niveles de las proteinas Muscleblind aumentan durante la diferenciacion
muscular y la falta de funcién de MBNL1 que provoca la espliceopatia se hace
patente en mioblastos pero no en fibroblastos de DMI1. Ademas, hemos
demostrado que la alteracion de miR-7 se produce a nivel de transcrito primario
mientras que los pri-miRNAs de miR-1 y miR-10 no estan alterados en DM1. En
conjunto estas observaciones demuestran que la desregulacion de miRNAs
mediada por la toxicidad de RN As con repeticiones CUG se produce por diferentes
mecanismos y por lo tanto serdn necesarios nuevos estudios para determinar los
factores implicados en la desregulacion de cada miRNA especifico.

5. Las alteraciones en los transcritos diana de los miRNAs podrian contribuir a
la sintomatologia de la DM1

Analizando las dianas de miR-1, miR-7 y miR-10 en datos de expresién de
mRNAs a partir de muestras de biopsias de musculo esquelético de pacientes
observamos que 42 dianas estaban desreguladas en DMI, 41 tenian niveles de
expresion aumentados respecto a los controles, mientras que solo una tenia niveles
de expresion menores en musculo de DM1. El aumento de estos transcritos diana
es congruente con la reduccion de los niveles de los miRNAs maduros en DM1.
Mediante PCR a tiempo real confirmamos esta tendencia en la expresion de al
menos siete dianas cuya alteracion en DMI1 no estaba descrita previamente.
Aunque el mecanismo mayoritario de represion de los miRNAs en mamiferos es la
degradacién de sus transcritos diana (Guo et al. 2010), también pueden actuar
inhibiendo su traduccién. Por lo tanto, la desregulacion de miRNAs en DM1
podria tener un mayor impacto en la expresion génica alterando dianas adicionales
a nivel de proteina.

Las dianas alteradas en DM1 no se agrupan en grupos funcionales sino que
estan implicadas en diferentes procesos celulares. Por ejemplo, una de las dianas de
miR-1 es la superoxido dismutasa (SOD1). En musculo esquelético de pacientes, los
niveles del transcrito de SOD1 estan aumentados 2.5 veces respecto a musculo de
individuos sanos. Analisis bioquimicos demostraron que la actividad enzimatica de
SOD1 esta aumentada en sangre de pacientes y que este aumento correlaciona con
la diabetes y con los niveles de creatinina quinasa muscular, un marcador de dafio
muscular (Kumar et al. 2014, Comim et al. 2015). En pacientes de Sindrome de
Down, el gen de SODI estd triplicado y se ha relacionado el aumento de su
actividad enzimdtica con el retraso mental y el envejecimiento prematuro de los
pacientes (Patterson 2009). Los pacientes de DM1 también sufren envejecimiento
prematuro y aunque las causas concretas se desconocen, podria deberse, al menos
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en parte, al aumento de la actividad de SOD1 mediada por la disminucién de miR-1
maduro en DM1.

Otra diana de los miRNAs desregulados que hemos detectado aumentada en
musculo de pacientes es el transcrito de la vinculina (VCL). VCL es una diana de
miR-7 y codifica para una proteina del citoesqueleto. En dos rastreos genéticos
independientes se identificaron varios genes implicados en adhesion celular y en la
dinamica del citoesqueleto como modificadores de la toxicidad mediada por RNAs
con repeticiones CUG en Drosophila. Entre ellos varios que codifican proteinas de
unién a actina como el gen coro, signed y Mical; proteinas implicadas en la
regulacion del citoesqueleto como fear of intimacy y capulet; asi como proteinas
estructurales del citoesqueleto como B-Tubulina, zormin y Arp6 (Garcia-Lopez et
al. 2008, Llamusi et al. 2013). Ademas, estudios de expresion global en ratones
DMI1 describieron cambios en los niveles de expresion y alteraciones en el splicing
alternativo de varios componentes del citoesqueleto (Du et al. 2010). Defectos en
componentes del citoesqueleto se han relacionado con la degeneracién muscular en
otras enfermedades degenerativas como la Distrofia muscular de Duchenne
(Rahimov y Kunkel 2013), por lo tanto, estas alteraciones en componentes del
citoesqueleto podrian participar en el mecanismo que lleva a los problemas
musculares en DMI1.

Los niveles del transcrito del regulador de la autofagia ATG4 estan aumentados
en el musculo esquelético de pacientes de DM1. ATG4 es una diana de miR-7 y su
aumento correlaciona con la disminucién de miR-7 maduro en DMI1. En
Drosophila, la sobreexpresion de miR-7 continua en el desarrollo empeora el
fenotipo de atrofia muscular y la vida media de las moscas DM1. Sin embargo, la
sobreexpresion de miR-7 en moscas adultas no modifica el fenotipo de atrofia
muscular. La autofagia es un mecanismo necesario en el proceso de morfogénesis
de Drosophila y la sobreexpresién de miR-7 en tejido muscular podria estar
inhibiéndola lo que explicaria el empeoramiento del fenotipo de atrofia muscular.

La autofagia esta considerada como un mecanismo de supervivencia celular ya
que actda eliminando proteinas toxicas y organulos danados en las células. Sin
embargo, el aumento de la activacién de la autofagia puede resultar patologica
produciendo la alteracién de la homeostasis de las proteinas, atrofia muscular y
muerte celular (Zhao et al. 2007, Mammucari et al. 2007). Diferentes estudios
sugieren una activacién patogénica de la autofagia en DM1. En cultivos primarios
de mioblastos de DMI1 se detectdé una correlacién entre el tamafio de las
expansiones CTG en DMPK y la activacién de la autofagia (Loro et al. 2010).
Ademas, en ensayos en células madre neuronales derivadas de células madre
embrionarias de un paciente de DMI1 se observd una disminucién en la
proliferacién y un aumento de la autofagia asociado a la ruta de sefializacién de
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mTOR (Denis et al. 2013). La sobreexpresion de MBNLI en estas células rescata la
autofagia lo que demuestra una relacion directa entre la falta de funcién de MBNL1
y la activaciéon de la autofagia en DMI. La activacién de la autofagia se ha
confirmado tanto en musculo de moscas DM1 como en musculo esquelético de
pacientes con DM1 (Bargiela et al. 2015). Ademads, ensayos de rescate en Drosophila
demostraron que la autofagia es uno de los mecanismos responsables de la atrofia
muscular y que puede ser inhibida por la expresion de Muscleblind C en moscas
DML. Por lo tanto la autofagia es una buena diana terapéutica y serdn necesarios
ensayos adicionales para aclarar el mecanismo de activaciéon de la autofagia en
DM1 y la implicacién de miR-7 en este proceso.
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pri-miRNA CTSBA
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NET1 A
(CUG)n ‘ pre-miRNA ? ‘
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Figura D-4. Desregulacion de miRNAs mediada por la expresion de RNAs con repeticiones
CUG en DM1.

La expresion de RNAs con repeticiones CUG altera la expresion de miRNAs especificos a
diferentes niveles. En el caso de miR-7 la desregulacion se produce a nivel de precursor primario
mientras que para miR-1 se produce a nivel de su horquilla precursora. Se desconoce el origen de
la alteracion para miR-10 aunque se sabe que no se produce a nivel de pri-miRNA. En los tres
casos, las repeticiones CUG provocan una disminucién de los niveles de los miRNAs maduros y
como consecuencia el aumento de sus transcritos diana.

Por lo que respecta a miR-10a, es el miRNA cuyas dianas estdn menos
representadas dentro de los transcritos alterados en musculo de DM1. De las 21
dianas de los tres miRNAs desregulados cuyos niveles encontramos aumentados en
los datos de expresion global de biopsias de pacientes, solo siete son dianas de miR-
10a. Entre ellas encontramos el gen Klotho (KL) que se ha relacionado con el
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envejecimiento, GATA6 que esta implicado en diferenciacion celular y las
proteinas BTRC y UBE2I que participan en los mecanismos de ubiquitinacion de
proteinas. En musculo de pacientes, los niveles del transcrito de UBE2I son 5 veces
superiores a los encontrados en controles por lo que la ubiquitinacién podria estar
activada en DM1. Ademas, en ratones DM1 se ha observado un aumento de la
actividad del sistema ubiquitina/proteosoma en musculo esquelético (Vignaud et
al. 2010). La ubiquitinacién se ha relacionado con la activacion de la apoptosis y la
autofagia (revisado en Chen y Qiu 2013). Dado que los procesos de apoptosis y
autofagia se han relacionado con la atrofia muscular, el aumento de los niveles del
transcrito de UBE2I podria contribuir a la muerte celular que produce la atrofia
muscular en DM1. Por lo tanto el estudio de la ubiquitinacién en DM1 podria
aportar luz sobre los mecanismos moleculares desencadenantes de la atrofia
muscular en pacientes y aportar nuevas dianas terapéuticas para la DMI.

6. Potencial terapéutico de los miRNAs en DM1

La relevancia patoldgica de la desregulacion de los miRNAs no esta clara, de
manera que la disminucién en los niveles de miRNAs maduros mediada por la
toxicidad de RNAs con repeticiones CUG podria deberse a un mecanismo de
proteccion, ser una consecuencia patoldgica directa o una consecuencia secundaria.
En el caso de miR-1, las proteinas Muscleblind participan en su biogénesis y la
sobreexpresion de Muscleblind C rescata sus niveles de expresiéon en musculo de
moscas DM1. Por lo tanto, la desregulacion de miR-1 en DMI1 estd asociada a la
falta de funcién de Muscleblind y la reduccién de los niveles de su miRNA maduro
no responde a un mecanismo de proteccion. Por otro lado, si la reduccién de los
niveles de miR-10 se debiese a un mecanismo de proteccion de las células
musculares, su sobreexpresion en moscas DM1 no deberia rescatar la vida media de
estas moscas sino todo lo contrario. Por lo tanto, la desregulacion de miR-10 forma
parte de la ruta de patogénesis molecular de la DM1. En el caso de miR-7, los
resultados obtenidos no permiten concluir su relevancia patoldgica. Sin embargo, la
relacién que existe entre la disminucién de miR-7 y el aumento de la autofagia y el
hecho de que la autofagia sea uno de los mecanismos responsables de la atrofia
muscular en pacientes sugieren un papel importante en el mecanismo molecular de
patogénesis DM1 para miR-7.

Para estudiar la relevancia fisioldgica de algunos de los miRNAs alterados en
moscas DM1 analizamos el efecto de su sobreexpresion sobre los fenotipos de
atrofia muscular y viabilidad provocados por la expresion de repeticiones CTG en
musculo. Ninguno de los miRNAs ensayados rescaté el fenotipo de atrofia
muscular. Sin embargo, la expresion del gen hospedador del miRtrén miR-1003,
CG6695, en moscas DM1 aument6 el tamafo de los musculos indirectos del vuelo
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al doble que en los controles, a pesar de que la expresién tnicamente del precursor
de miR-1003 no cambid el fenotipo de atrofia muscular. El gen CG6695 es ortdlogo
al factor de splicing CLASPR humano y codifica una proteina rica en serinas y
argininas con dominios de unién a RNA. El rescate de la atrofia muscular que
observamos en moscas DM1 que expresan CG6695 sugiere una interacciéon de la
proteina CG6695 con la toxicidad mediada por el RNA con repeticiones CUG en
musculo posiblemente, rescatando alguna alteracién en el splicing de transcritos
implicados en la atrofia muscular. Estos resultados sugieren la posible implicacién
de CG6695 en la ruta de patogénesis molecular de la DM1.

La expresion en moscas DM1 de miR-1 y miR-7 no rescat6 el fenotipo de
viabilidad sino que redujo su vida media. Para miR-7, puede deberse a un efecto
aditivo toxico ya que la expresion de miR-7 por si sola también redujo la vida media
de las moscas. Sin embargo, el caso de miR-1 es mas intrigante ya que la expresion
de este miRNA no es toxica per se. Dado que se ha descrito que MBNLI se une a la
horquilla precursora de miR-1, es probable que el efecto de la sobreexpresion de
miR-1 en moscas que expresan RNAs con repeticiones CUG se deba a un secuestro
adicional de Muscleblind por un exceso de pre-miR-1.

La restauracion de los niveles de miR-10 por sobreexpresiéon en moscas DM1
rescata el fenotipo de viabilidad aumentando la vida media de las moscas,
demostrando que la reducciéon de los niveles de miR-10 maduro contribuye a la
toxicidad mediada por las repeticiones CTG en DMI1. Por lo tanto, miR-10
constituye una nueva diana terapéutica a explorar con profundidad.

Hasta la fecha no existe una terapia efectiva para la DM1 sino que los
tratamientos que se aplican a los pacientes son paliativos y ayudan a frenar el
desarrollo de sintomas pero no evitan su aparicién. En la actualidad se estd
trabajando en el desarrollo de firmacos cuya diana sea el secuestro de MBNL1 por
las repeticiones CUG en los RNAs tdéxicos o basadas en la degradacion de estos
RNA téxicos, encontrandose algunos de estos estudios en las primeras etapas de
fase clinica de desarrollo. Sin embargo, dado que la ruta de patogénesis molecular
de la DM1 es muy compleja e implica a muchos procesos celulares es necesario
desarrollar terapias contra otras dianas terapéuticas.

Los miRNAs, como reguladores de la expresion genética, controlan muchos
procesos celulares de manera indirecta. Lo cual es una ventaja a la hora de
desarrollar una terapia, ya que restableciendo los niveles normales de un miRNA
desregulado en DM1 se rescataria la expresion normal de sus dianas moleculares.
Los miRNAs pueden ser modulados in vivo mediante la administraciéon de
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oligonucledtidos sintéticos tanto para reducir su actividad (anti-miRs) como para
aumentarla (pro-miRs o miRNAs miméticos) de manera que estos moduladores
afectan directamente a la expresion génica de las dianas de miRNAs especificos.
Actualmente se estan desarrollando modificaciones quimicas de estos
oligonucledtidos sintéticos para aumentar su estabilidad dentro de la célula, su
permeabilidad y su distribucion sistémica. El uso de estas quimicas en modelos

animales de la enfermedad permitira determinar su potencial como posibles
tratamientos para pacientes de DM1.
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Conclusiones

Las conclusiones que pueden extraerse de los resultados presentados en este
trabajo son las siguientes:

1. Mediante secuenciaciéon masiva de RNAs de pequeiio tamafo hemos
caracterizado el miRNoma adulto de Drosophila detectando 104 de los 153
miRNAs conocidos hasta la fecha del analisis.

2. La expansiones de las repeticiones CTG, independientemente de DMPK,
son capaces de alterar el miRNoma. En musculo de Drosophila, producen la
desregulacion de 20 miRNAs. En la mayoria de los casos, estos miRNAs
tienen una expresion reducida respecto a las moscas control.

3. Tres de los miRNAs desregulados en moscas DM1 estan conservados en
humanos: miR-1, miR-7 y miR-10. La expresion de estos tres miRNAs estd
reducida en musculo esquelético de pacientes. Por lo tanto, las alteraciones
en la expresion de miRNAs producidas por la toxicidad de las repeticiones
CTG en Drosophila esta conservada en humanos.

4. La desregulacion de miRNAs en DMI1 tiene origenes diferentes. La
activacion del programa de diferenciacién miogénica induce la reduccion de
miR-1 y miR-10 en células DM1, mientras que la reduccién de miR-7 en
DMI es independiente de la diferenciacion muscular. Ademas, la alteracién
de miR-7 se produce a nivel de sus transcritos primarios mientras que la de
miR-1y miR-10 se origina aguas abajo en la ruta de biogénesis.

5. Las proteinas Muscleblind regulan la expresién de miR-1 en Drosophila. E1
silenciamiento de muscleblind en el musculo provoca la reduccion de miR-1
maduro. Ademas, la sobreexpresion de MbIC en moscas DM1 rescata la
desregulacion de miR-1 mientras que no afecta a los niveles de miR-7.

6. La expresion de transcritos diana de miR-1, miR-7 y miR-10 esta aumentada
en musculo esquelético de pacientes DMI1. Estas dianas participan en
diferentes procesos metabdlicos por lo que la desregulacién de miRNAs
contribuye a la complejidad de la patologia molecular de la DM1.

7. La sobreexpresion de miR-10 en musculo prolonga la vida media de moscas
DMLI por lo que miR-10 es una potencial diana terapéutica.
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Material y Métodos

Material

Material bioldgico
1.1.1. Cepas de Escherichia coli
Cepa XL1-Blue (STRATAGENE)

Genotipo y fondo genético’: recAl endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relAl lac
[E’ proAB lacl"ZAM15 Tnl0 (Tet')].

Método de transformacidn y eficiencia: Transformacién por choque térmico.
Eficiencia de transformacion: > 1 x 10® ufc/ug de DNA (plasmido pUC18).
Caracteristicas: Las células XL1-Blue no tienen actividad endonucleasa (endA1l)
lo que mejora la calidad de la extraccién del DNA plasmidico, también son
deficientes en recombinasas (recAI), lo que estabiliza el inserto. La mutaciéon
hsdR previene el corte del DNA clonado por el sistema endonucleasa EcoK. El
gen laclqZAM]15, incluido en el episoma F’, permite la deteccién colonias
recombinantes por el fendémeno de a-complementacién con los plasmidos de
la serie pUC (sistema de deteccién blanco-azul). Ademas presenta un gen de
resistencia a tetraciclina lo que permite cultivarla en un medio selectivo y evitar
contaminaciones con otras cepas bacterianas.

Cepa SURE 2 (Stop Unwanted Rearrangement Events type 2) (STRATAGENE)

Genotipo v fondo genético': el4(McrA) A(mcrCB-hsdSMR-mrr)171 endAl
gyrA96 thi-1 supE44 relAl lac recB rec] sbcC umuC::Tn5 (Kan’) uvrC [F’ proAB
lacl'”ZAM15 Tnl0 (Tet’) Amy Camr].

Método de transformacidn y eficiencia: Transformacién por choque térmico.
Eficiencia de transformacion: > 1 x 10° ufc/ug de DNA (plasmido pUC18).
Caracteristicas: Las células SURE estan disefiadas para la clonacion eficiente de
fragmentos de DNA con estructuras no convencionales y/o estructuras
repetitivas. Carecen de componentes de rutas que catalizan las
reorganizaciones y deleciones de estructuras de DNA no estindares (tanto
secundarias como terciarias), incluyendo repeticiones invertidas y Z-DNA.
Ademads presenta las caracteristicas tipicas de la cepa XL1-Blue: son deficientes
en endonucleasa (endAl) y recombinasas (recAI). Permiten el sistema de
deteccion blanco-azul y son resistentes a tetraciclina.

lista de genes corresponde con sus alelos mutantes excepto en el caso de los genes del episoma F.

En este caso corresponde al alelo silvestre excepto que se indique lo contrario.

Ambas cepas se utilizaron para la amplificacion y seleccion de plasmidos con los

insertos de interés. Utilizamos la cepa XL1-Blue en todos los casos excepto en
aquellos en los que los insertos podian formar estructuras secundarias como las
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construcciones de RNA de interferencia o los pre-miRNAs. En estos casos los
plasmidos se propagaron en la cepa SURE 2.

1.1.2. Lineas celulares
Fibroblastos humanos

Tanto la linea de fibroblastos de un paciente de DM1 como la linea de un
individuo sano fueron cedidas por el Dr. Adolfo Lopez de Munain (Hospital de
Donostia). Los fibroblastos fueron aislados de biopsias de piel de un individuo sano
y un paciente con 333 repeticiones CTG en el momento del diagndstico (2010).
Ambas lineas de fibroblastos fueron transformadas con lentivirus con una
construccion del gen MyoD de ratén bajo el control del sistema inducible Tet-on.
Las muestras fueron obtenidas bajo el consentimiento informado de los pacientes
de acuerdo con las directrices del comité ético de investigacion clinica del Hospital
de Donostia.

1.1.3. Cepas de Drosophila melanogaster

Las cepas de Drosophila utilizadas en este trabajo se detallan en las siguientes
tablas. Todas las cepas fueron generadas en nuestro laboratorio, cedidas por los
autores o obtenidas de los centros Bloomington  Stock  Center
(http://flystocks.bio.indiana.edu) 'y  Vienna  Drosophila ~ RNAi  Center
(http://stockcenter.vdrc.at). Todos los cruces se realizaron a 25 °C a no ser que se
especifique lo contrario.

Tabla MM-1. Cepas de referencia

Or-R Departamento de Genética (Universitat de Valéncia)

ytwtis Departamento de Genética (Universitat de Valéncia)
y'; Gr22b" Gr22d' cn' CG33964%*2 bw'  Bloomington Stock Center (Indiana University); (Rubin et

sp’; LysC" MstProx' GstD5' Rh6' al. 2000, Brizuela et al. 1994)

Tabla MM-2. Cepas equilibradoras

w8 If/CyO ftz-Gal4; MKRS/TM6B Bloomington Stock Center (Indiana University)

w!!18; TM3/TM6B Bloomington Stock Center (Indiana University)
w!li8; TM3-GFP/TM6B Dr. Maximo Ibo Galindo, Instituto de Biomedicina de
Valencia (CSIC)
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Tabla MM-3. Cepas mutantes

w8 mblE/CyO (Begemann et al. 1997)

y' wis; CG66955711917 Bloomington Stock Center (Indiana University)
w'%; Df(3R)Exel6186/TM6B Bloomington Stock Center (Indiana University)
w''%; Df(3R)ED6076/TM6C Bloomington Stock Center (Indiana University)

Tabla MM-4. Cepas UAS

wllis UAS-GFP Bloomington Stock Center (Indiana University)

wlll8 UAS-DsRed Bloomington Stock Center (Indiana University)

w8 UAS-dicer2 Vienna Drosophila RNAi Center

y' wis; UAS-i(CTG)aso Generada en nuestro laboratorio; (Garcia-Lopez et al. 2008)
y' w'S; UAS-IR-mbl Generada en este trabajo

y' wis; UAS-MbIC Generada en nuestro laboratorio; (Garcia-Casado et al. 2002)
y' wis; UAS-dicerl (Dietzl et al. 2007)

y' w''s; UAS-IR-dicerl (Karr et al. 2009)

wllis UAS-miR-1; UAS-GFP (Sokol y Ambros 2005)

wlli8; UAS-DsRed-miR-7 (Stark et al. 2003)

wiis UAS-miR-10 (Gehrke et al. 2010)

w!8; UAS-DsRed-miR-1003 Generada en este trabajo

y' w'S; UAS-DsRed-miR-3R_25(S) Generada en este trabajo
y' w'S; UAS-DsRed-miR-3R_25(G) Generada en este trabajo

Tabla MM-5. Cepas Gal4

Act5C-Gal4/TM6B Bloomington Stock Center (Indiana University)
sev-Gal4 Dr. Marek Mlodzik (Mount Sinai School of Medicine)
Mhc-Gal4/Cyo Dr. G Davis (University of California)

Tabla MM-6. Cepas recombinantes

sev-Gal4 UAS-i(CTG)4s0/TM3 Generada en nuestro laboratorio; (Garcia-Lopez et al. 2008)
Mhc-Gald UAS-i(CTG)4s0/TM6B Generada en nuestro laboratorio; (Garcia-Lopez et al. 2011)
Act5C-Gal4 UAS-IR-mbl/TM6B Generada en este trabajo

hs-Gal4 UAS-i(CTG)4s0/TM6B Generada en nuestro laboratorio; (Bargiela et al. 2015)
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1.1.4. Biopsias musculares

Las biopsias musculares utilizadas para la validacidn de alteraciones de miRNAs
en pacientes con DM1 fueron cedidas por el Dr. Adolfo Lépez de Munain (Hospital
de Donostia) y fueron procesadas y analizadas en el laboratorio de enfermedades
neurodegenerativas del instituto Biodonostia. Analizamos 10 biopsias, de 5
pacientes y 5 controles sanos. Las caracteristicas de los sujetos de estudio se
describen en la tabla MM-7. Por otro lado, las biopsias musculares utilizadas en la
validacion de las dianas de miRNAs y el estudio del origen de las alteraciones de los
miRNAs provienen del Dr. Juan Vilchez Padilla del Hospital La Fe (Valencia). En
todos los casos las muestras se obtuvieron bajo el consentimiento informado de los
pacientes siguiendo las directrices los comités éticos de investigacion clinica
respectivos.

Tabla MM-7. Biopsias musculares del Hospital de Donostia

B09-66 I 33 Deltoides izdo. 1000
3 B10-29 Q 59 Biceps izdo. 333
b B10-31 Q 35 Biceps izdo. 1333
g B10-51 g 56 - 400
EXP-43 Q 50 Vasto externo 500
EXP-29 Q 76 Vasto externo
3 EXP-30 a 87 Vasto externo
§ EXP-31 a8 49 Vasto externo
§ EXP-33 a 56 Deltoides izdo.
B10-36 3 22 -

Tabla MM-8. Biopsias musculares del Hospital La Fe (Valencia)

P08-78 Q 69 150
" P08-71 3 28 300
% P08-160 a 27 1100
3 P08-70 3 29 1500
~ P09-90 3 30 750
P09-57 a 53 800
C08-25 g 31
. C08-129 3 31
§ C08-60 3 24
‘g C08-105 - -
° C08-117 3 58
C08-145 3 48
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1.2. Oligonucleétidos
1.2.1. Cebadores para PCR

En las siguientes tablas se recogen las parejas de cebadores utilizadas para la
amplificacion de DNA por PCR asi como la polimerasa empleada (Pol), la
temperatura de hibridacién (T) y la concentraciéon de magnesio empleadas en cada
caso ([Mg™']).

Tabla MM-10. Cebadores para PCR

3R_25d GTTCGAGCACCCTTCATAGC Pwo 60°C 2mM
3R_25r CTGCCAAGATGGCAAAAAG

2L_2d GCCCACCATCTCTATCCCTA Pwo 55°C 2mM
2L _2r GAAAATCTATCCCGGGCAGT

3L_17d ATAAGCGACGAAGCGTGAAG Pwo 55°C 2mM
3L_17r TGCATTTAACGCAGGAACAG

3R_47d ATGAAAATGCCTGGTGGTGT Pwo 60°C 2mM
3R_47r TCAGCCTTGTCTTCTCTTGTCTC

3L_27d CCGCCAGAGTTTTGGAATC Pwo 55°C 3mM
3L_27r TTTGGATCGTATCATATCGGAAC

3L_1d GAAAGCCAGGTGCATTGATT Pwo 55°C 2mM
3L_Ir TCTCGATTCACGTGCAACAC

3R25-hpd CACCATCCACCTCAGACAG GO 65°C 2mM
3R25-hpr CAAGTTCCACCCCTGGTTC

miR-1003d TCGAAAAGACCGAGCGTGAA Net 60°C 2mM
miR-1003r TTCCGATGCCACAGATTCGG

CG6695d CGTGCATCAATGCCAGTAGC Net 60°C 2mM
CG6695r TGATAGCTTCTACTGCGGCG

miR-1006d TTCTCCTTGGCACAATCGCT Net 60°C 2mM
miR-1006r CTTTGTGGGAGTCGACGGAA

VhaSFDd ACTTGGGCATGGTCTCATGG Net 60°C 2mM
VhaSFDr CAGGACGATCAACTGGGCTT

miR-1004d CTCCGATGAGATGGCGAACA Net 60°C 2mM
miR-1004r GACTCTGGTACAAGCACCGT

CG43707d GGCGATTGCATAGTCCAAGG Net 60°C 2mM

CG43707r GCCTTTGCCTGGATTTGAGC
Net: Netzyme, Pwo: Pwo polimerase y GO: GO-taq enzyme (seccién 1.4).
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Tabla MM-11. Cebadores para PCR anidada

IR-mbl-anid1d TCAGCGGAAAAGGTGAATTATACC

IR-mbl-anid2r GCGGACTTGAAGAAGTCGGGGATCCCGTACTTTTACGCCGATGG
IR-mbl-anid3r CAACATCGAGGACGGCAGCGTGCAGTACTTTTACGCCGATGG
IR-mbl-anid4d GTGAATTATACCAGAGCCTGC

IR-mbl gaagatcttcTACCAGAGCCTGAA

GFPfrgd cgggatccccgACTTCTTCAAGTCCGCC

GFPfrgr CGGGATCCCGAGctgcacGCTGCCGTCCT

GFPfrg2r ctgcacGCTGCCGTCCTCGATGTTG

Parjadecebadores T [Mgd
IR-mbl-anid1d - IR-mbl-anid2r 65 °C 2mM
IR-mbl-anid1d - IR-mbl-anid3r 65 °C 2mM
IR-mbl-anid4d - GFPfrg2r 65°C 2mM
IR-mbl 65 °C 3 mM
GFPfrgd - GFPfrgr 55°C 2mM

En mayusculas se indica la secuencia del gen diana y en minusculas adaptadores para enzimas de restriccion.

1.2.2. Cebadores para PCR cuantitativa en tiempo real (QPCR)

En la tabla MM-10 se recogen los cebadores utilizados para la cuantificacién por
PCR en tiempo real asi como la concentracion final a la que se utilizaron en cada
reaccion de PCR. Para el disefio de estos cebadores se utilizé el programa Primer
Express® Software v. 3.0.

Tabla MM-12. Cebadores para qPCR de genes de Drosophila

qmbld TTGAATCAAAATTATAGCCCAAGCT 300 nM
qmblr CGATTTTGCTCGTTAGCGTTT 300 nM
qTub84Bd CACTACACCATCGGCAAGGA 900 nM
qTub84Br GCAGACCGGTGCACTGATC 300 nM
cluster_310_f CACACGACCCGCCCTGCAAA 250 nM
cluster_310_r TTGCACATTCACCGGCCTGAAA 250 nM
cluster_959_f GCTCATGGGCTCCGGAACGTG 250 nM
cluster_959_r ACGTGGCAAAGTGGGGGTCCT 250 nM
CG31646_f GCCGGCTGGCCCATCCTTTG 250 nM
CG31646_r CGGCGCCTCTTATCGCTCCG 250 nM
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cluster_2a_f
cluster_2a_r
tub84B_f
tub84B_r
pri-miR1_f
pri-miR1_r
pri-miR7_f
pri-miR7_r
pri-miR10-f
pri-miR10_r

TGGCTGTGATATGCCGCGCAA
TGGCGCATTCATGCTGGGCT
CACTACACCATCGGCAAGGA
GCAGACCGGTGCACTGATC
GGCAGCGAACACCGCACAAC
ACTTTGTGCGCGGCAAATCCT
CGTCCCGGTCCCGAGTGTTA
ATGCACTCCCAGGAGGACCAAT

AGGGTAGACGTGGAGCAAACTGA

CCGCGATTGCCTAGCGGACTT

Material y Métodos

250 nM
250 nM
250 nM
250 nM
250 nM
250 nM
250 nM
250 nM
250 nM
250 nM

Tabla MM-13. Cebadores para qPCR de genes humanos

pri-miR7-1_f
pri-miR7-1_r
pri-miR7-2_f
pri-miR7-2_r
pri-miR7-3_f
pri-miR7-3_r
SOD1_f
SOD1_r
WDR6_f
WDR6_r
GTF2B_f
GTF2B_r
SMARCA4_f
SMARCA4_r
NET1_f
NETI1_r
CTSB_f
CTSB_r
ATG4_f
ATG4_r
GGT7_f
GGT7_r

TGGTGAAAACTGCTGCCAAAACCA
CCACACAGAACTAGGCCAACATCCA

CGCCTCGCCTGAAGGAGCAT
TGCAAGGCGTTCGAGGACCA
CAGCGGGCTCCGTTTCGTCT
TGCCAGGCACCTCAGACCAC
TGGCCGATGTGTCTATTGAA
GACTTCCAGCGTTTCCTGTC
GCTTTCTGGGATCTCACCAC
AAGGTGTGCAGGCTGTTGAT
GGCATCAGCTGAAAAGAGGA
AGTTTGTCCACTGGGGTGTC
CGTGAGTGACGATGACAGTG
TGCTAAGGCCTATGCCATCT
GGATGGAGATGTGAGAATGG
CTTGTGGAACACGTCATTGG
AGAATGGCACACCCTACTGG
AATTCCAGCCACCACTTCTG
CAAGCCAGAAGTGACAACCA
TTATGGTGCCAGATGGAAGA
AACCGGAACCTGAGTGACAG
TGGCTTCCAGGAACTCAATC

2 uM
2 uM
2 uM
2 uM
2 uM
2 uM
2 uM
2 uM
2 uM
2 uM
2 uM
2 uM
2 uM
2 uM
2 uM
2 uM
2 uM
2 uM
2 uM
2 uM
2 uM
2 uM
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1.2.1. Cebadores para secuenciacion

Todas las construcciones y amplicones obtenidos durante este trabajo se
comprobaron mediante secuenciaciéon estandar. Para la secuenciacion de DNA
clonado se utilizaron los cebadores descritos en la tabla MM-8. Los amplicones de
PCR se secuenciaron utilizando el cebador directo empleado para su amplificacion.
En los casos en los que la reaccion de secuenciacion fue improductiva, se clonaron
en vectores de clonacién (seccién 1.3.1) y se secuenciaron utilizando los cebadores
especificos del vector (tabla MM-8). Las reacciones de secuenciacion se realizaron
en la empresa Sistemas Gendmicos, Paterna (Valencia).

Tabla MM-9. Cebadores para secuenciacion de DNA clonado

T7 TAATACGACTCACTATAGGG pBlueScript, pPGEM-T easy
T3 AATTAACCCTCACTAAAGGG pBlueScript, pPGEM-T easy
M13d TGTAAAACGACGGCCAGT pTOPO
M13r CAGGAAACAGCTATGACC pTOPO
pUASTd CACCACAGAAGTAAGGTTCC pUAST
pUASTr CTGCAACTACTGAAATCTGCC pUAST

1.2.2. Sondas

Para la deteccion de miRNAs mediante northern blot (seccion 2.1.8) utilizamos
sondas miRCURY LNA de EXIQON. Estas sondas incluyen nucleétidos
modificados, LNAs (Locked-Nucleid Acid), en posiciones determinadas. La
presencia de estos LNAs aumenta la especificad de la sonda e impide la formacion
de estructuras secundarias. Como control de carga detectamos en las mismas
membranas el RNA pequeiio nuclear U6 (U6 snRNA). Como sonda para la
deteccién de U6 snRNA se empled un oligonucledtido de DNA sin nucleétidos
modificados. Todas las sondas presentaban una Digoxigenina en su extremo 5.

Tabla MM-14. Sondas para northern blot

miR-1 CTCCATACTTCTTTACATTCCA 52°C
miR-7 ACAACAAAATCACTAGTCTTCCA 52°C
miR-1003 CTGTGAATATGTAAATGTGAGA 45°C
3R_25 TTCCACTTCTTTACATTCCA 52°C
2L 7 AGAAGCAGGAGGGCAGCTCCA 52°C
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3L_11 GGCGGTGAGCAGCTCGAGGA 52°C
2L 2 ACATGCTCCACCGCTTGTGC 52°C
2L_19 TCAGCTCATTGGAGCATTCAC 52°C
3L_17 CTGTCTGTCTCGCAGTCAAGC 52°C
3R_47 CTTACATAACGACAACATTAAC 52°C
3L_27 GTTCCATTCAAACACTGTTG 52°C
3L_1 CAGCCCGGCTCGAGTGGCT 52°C
3R_25 TTCCACTTCTTTACATTCCA 52°C
2L 7 AGAAGCAGGAGGGCAGCTCCA 52°C
3L_1 GGCGGTGAGCAGCTCGAGGA 52°C
U6 snRNA GGGCCATGCTAATCTTCTCTGTA 52°C

1.2.3. Otros oligonucledtidos

Para determinar la especificidad de la sonda del miRNA 3R_25, utilizamos dos
oligonucledtidos con las dos secuencias mayoritarias detectadas de este miRNA en
la secuenciacion masiva (tabla MM-15).

Tabla MM-15. Oligonucledtidos 3R_25

miR-3R_25 genémico TGGAATGTAGGAAAGTGGAA
miR-3R_25 SOLiD TGGAATGTAAAGAAGTGGAA

En negrita se resaltan las diferencias entre ambas secuencias.

1.3. Vectores y construcciones
1.3.1.  Vectores de clonacion

Utilizamos tres vectores de clonacién diferentes para clonaciéon de amplicones
de PCR o la subclonacién de fragmentos de restriccion. Los tres vectores presentan
el sitio de clonacién multiple insertado dentro de la regién codificante del a-
péptido del enzima [-galactosidasa lo que permite la detecciéon colonias
recombinantes por el fendmeno de a-complementacion (blanco-azul) al
transformarlos en las cepas XL1-Blue y SURE2 (seccion 1.1.1).

pBlueScript II SK+ (Stratagene)

Es un vector derivado del pUCI09. El sitio de clonacién mdltiple estd flanqueado
por los promotores de las RNA polimerasas T3 y T7 lo que permite la transcripcién
in vitro del inserto. Este vector se empled para la clonaciéon de fragmentos de
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restriccion y de amplicones de PCR fosforilados tanto con extremos romos como
protuberantes.

pTOPO (Invitrogen) y pGEM-T easy (Promega)

Ambos vectores estan linearizados y presentan una desoxitimidina protuberante
en los extremos 3’ lo que aumenta la eficiencia de la clonacién de productos de PCR
sintetizados por algunas Taq polimerasas que incorporan una desoxiadenina
terminal. Para la clonaciéon en pTOPO se utiliza la Topoisomera I mientras que en
pGEM-T easy una ligasa. Estos vectores se emplearon para clonar fragmentos de
PCR para su posterior secuenciacién o subclonacion en vectores destino.

1.3.2. Vectores de trasformacion de la linea germinal de Drosophila

pUAST (Brand y Perrimon, 1993)

Vector derivado del pCaSpeR3 que incluye los extremos del elemento P de
Drosophila. Contiene cinco sitios de unidn para la proteina GAL4 (secuencia UAS)
y un inicio de la transcripcién aguas arriba del sitio de clonacion maultiple. Para la
seleccion de moscas transgénicas incluye el gen miniwhite. Se ha utilizado en la
clonacién de construcciones para la transformaciéon en la linea germinal de
Drosophila.

1.3.3.  Construcciones y otros vectores

Tabla MM-16. Construcciones y otros vectores

pUAST-IR-mbl Generada en este trabajo
pBlueScript-IR-mbl Generada en este trabajo
peGFP-N3 Clontech

pDsred2 Clontech

pre-miR-3R_25(S) Sintesis quimica (GenScript)
pre-miR-3R_25(G) Sintesis quimica (GenScript)
pre-miR-1003 Sintesis quimica (GenScript)
pUAST-DsRed Generada en este trabajo

pUAST-DsRed-miR-3R_25(S) Generada en este trabajo
pUAST-DsRed-miR-3R_25(G) Generada en este trabajo
pUAST-DsRed-miR-1003 Generada en este trabajo

1.3.3.1.1. Construcciones generadas por sintesis quimica

La regiéon gendmica del miRNA 3R_25 y su version modificada fueron
generadas por sintesis quimica por la empresa GenScript, EEUU. Del mismo modo
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se generd la secuencia precursora del miRtréon miR-1003 A estas regiones se le
fusionaron secuencias de enzimas de restriccion para su clonacién en pUAST.

>pre-miR-3R_25 (G)

GCGGCCGCagcccgaagaagcacccttaaaaggaaaaaccaaaaaaatatagtagtaagtagcagtagttcga
gcacccttcatagcaaccaacatcttccactccgcacctegetttceccaccatccacttcagacagtteceget
gctggaatgtaggaaagtggaacgaaccaggggtggaacttgggcgaggggtgagacgtggggtgcagectge
aaatgtcgcgctttttgccatcttggcagggtcttgtagggcacttacgtatgtecccgetttcagagagggtt
tgttaagccctggggt

>pre-miR-3R_25(S)

GCGGCCGCagcccgaagaagcacccttaaaaggaaaaaccaaaaaaatatagtagtaagtagcagtagttcga
gcacccttcatagcaaccaacatcttccactccgcacctegetttceccaccatccacttcagacagttecceget
gctggaatgtaaagaagtggaacgaaccaggggtggaacttgggcgaggggtgagacgtggggtgcagectge
aaatgtcgcgctttttgccatcttggcagggtcttgtagggcacttacgtatgtecccgetttcagagagggtt
tgttaagccctggggt

>pre-miR-1003

GCGGCCGCataaagccgataagcgtgcggaaatcgaaaagaccgagcgtgaacgactgcaacagcaggaacgc
gaggatgagatgcgcgaactggccctcaagctgecgcagaaggtgggtatctggatgtggttggetectggeggt
cctctcacatttacatattcacaggcgceccgtgagectgegtcacaaatatggaacgeccctcgagtggaaagete
tcggacagcgatgccgaatctgtggcatcggaaageccagectggcaaagtecgtcgacgegtegecagtegecagea
gatcggagagtcgtaggcggtcgccaccgeccggaaacacagcacagcagacggagcagcagceccgaacggaaag
gaggagacgcacaaggacyg

Secuencia de reconocimiento de NotI (azul) y Xhol (naranja). La region subrayada corresponde al pre-
miRNA predicho. En rojo se resaltan las diferencias entre ambas secuencias.

1.4. Enzimas

Todas las enzimas se usaron siguiendo las instrucciones del proveedor a no ser
que se especifique lo contrario. Todas las enzimas de restriccion utilizadas durante
este trabajo provenian de la casa comercial Roche.

Tabla MM-17. Enzimas

Polimerasa Netzyme NEED (NE002)

Pwo polimerasa Roche (11 644 955 001)
GO-taq polimerasa Promega (M3171)
SuperScript II, Transcriptasa reversa Invitrogen (18064-022)
TermoScript, Transcriptasa reversa Invitrogen (12236-022)
Fosfatasa alcalina Roche (10 713 023 001)
Polinucledtido kinasa Roche (10 174 645 001)
T4 DNA ligasa Roche (481 220)
DNAsal Invitrogen (18068-015)
RNAsa A Roche (10 109 142 001)
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1.5. Anticuerpos

Tabla MM-18. Anticuerpos primarios

anti-Dicer-1
anti-o-Tub
anti-DIG-PA
anti- conejo-HRP
anti-raton-HRP

Conejo wb: 1/500
Ratoén wb: 1/5000
Oveja nb:1/10000
Cabra wb: 1/200
Cabra wb: 1/5000

Abcam (AB4735)
Sigma (T9026)

Roche (11093274910)

Sigma (A0545)
Sigma (A9309)

wb: Western blot, nb: Northern blot, PA: fosfatasa alcalina, HRP: peroxidasa de rabano.

1.6. Kits comerciales

Tabla MM-19. Kits

High Pure Plasmid Isolation Kit

Nucleo Bond Xtra Maxi Plus
AxyPrep DNA Gel Extraction
GFX PCR DNA Purification
Topo TA Cloning Kit
mirVana miRNA isolation
MEGAclear

ECL Western blotting substrate

CDP-star
MEGAscript T7
VECTASTAIN ABC kit

In situ cell death detection TMR

Extraccion de DNA plasmidico
Extraccion de DNA plasmidico
Purificacion de DNA (banda agarosa)
Purificacion de DNA (productos PCR)
Clonacién con vector pTOPO

Extraccion de RNA de pequefio tamafo

Purificacién de RNA
Deteccion de peroxidasa
Deteccidn de fosfatasa alcalina
Transcripcién in vitro

Ensayo ABC

Tincion TUNEL

Roche (1754785)
Cultek (740416)
Axigen (AP-GX)

GE (28-9034-70)
Invitrogen (4500)
Ambion (AM1560)
Ambion (AM1908)
Pierce (32106)

Roche (12041677001)
Ambion (AM1334)
Vector (PK-6100)
Roche (12156792001)

1.7. Programas informaticos

Tabla MM-20. Programas informaticos
ClustalX v. 2.0 Alineamiento de secuencias (Larkin et al. 2007)

(Nicholas et al. 1997)
(Abramoff et al. 2004)

GeneDoc Visualizacion y edicion de alineamientos

Image] v.1.43u Andlisis de imagen

Graphpad prism 5 Representacion grafica y analisis estadistico =~ GraphPad Software
Primer Express Software v 3.0 Disefo de cebadores para gPCR Applied Biosystems
SDS software v 2.3 Anilisis de PCR a tiempo real Applied Biosystems
dChip analysis software Andlisis de datos de expresién (Liy Wong 2001)
Cluster v 3.0 Anilisis de agrupamiento (Eisen et al. 1998)
Java TreeView Visualizacién de analisis de agrupamiento (Saldanha 2004)
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1.8. Recursos en red

En las siguientes tablas se detallan las bases de datos consultadas y las
aplicaciones en red utilizadas durante este trabajo.

Tabla MM-21. Bases de datos

Genomica y genética de

FlyBase diferentes especies de flybase.org (Tweedie et al. 2009)
Drosophila
miRBase Secuencias de miRNAs www.mirbase.org (Kozomara y

Griffiths-Jones 2011)

Secuencias nucleotidicas y

B
GenBank de proteinas

www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank  (Benson et al. 2011)

Genética, gendmica y
Ensembl biologia molecular de www.ensembl.org (Flicek et al. 2011)
diferentes organismos

PubMed Consulta bibliografica www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed (Lu2011)

Tabla MM-22. Aplicaciones en red

Disefio y evaluacion de (Arziman et al.

E-RNAi fragmentos de siRNAs www.dkfz.de/signaling/e-rnai3 2005)
UCSC Genome Visualizacion de genomas enome.ucsc.edu (Kent et al.
Browser sualiza & & R 2002)
Anilisis de estructura rna.tbi.univie.ac.at/cgi-
RNAfold secundaria de RNAs bin/RNAfold (Hofacker 2009)
TarcetScan Andlisis de dianas de www.tareetscan.or (Lewis et al.
g miRNAs rargercan.org 2005)

2. Meétodos
2.1. Métodos moleculares

2.1.1. Extraccion y purificacion de acidos nucleicos
2.1.1.1. Extraccion de DNA genémico
2.1.1.1.1. Extraccion de DNA gendmico de moscas adultas

Se homogenizaron 30 individuos en 200 uL de tampo6n de extraccion (Tris-HCl
100 mM pH 7.5, EDTA 100 mM, NaCl 100 mM, SDS 0.5 %). Los homogenados se
incubaron durante 30 min a 65 °C. Se afiadieron 800 uL de tampdn AcK/LiCl (1
parte de KAc 5 M y 2.5 partes de LiCl 6 M) y tras incubar 10 min en hielo se
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centrifugd a 12000 g a 4°C durante 15 min. Se recogio el sobrenadante y se afadié
el mismo volumen de isopropanol. Se centrifugé a 12000 g 15 min para recoger el
DNA precipitado. Se elimin6 el precipitado y se lavé con etanol al 70 %
centrifugando a 7500 g durante 5 min. El precipitado se dejo secar a temperatura
ambiente y se resuspendié en 400 uL de TE (Tris-HCl 10 mM, pH 8, EDTA 1 mM)
con RNasa A (2 ug/ml). El DNA genémico se purific6 mediante extraccién
tenol/cloroformo. Se afadié el mismo volumen de una mezcla de fenol, cloroformo
y alcohol isoamilico (25:24:1) y se agité vigorosamente durante 15 s en un vortex.
Se centrifugd a 12000 g durante 5 min y el sobrenadante se purificé esta vez con
cloroformo y alcohol isoamilico (24:1). El sobrenadante resultante se precipit6
afadiendo 2 volumenes de etanol y AcNa a una concentracion final de 0.3 M. Tras
centrifugar para recoger el DNA precipitado y lavar con etanol al 70%, el DNA se
resuspendi6 en 150 uL de agua miliQ y se comprobé su integridad en un gel de
agarosa al 0.8 %.

2.1.1.1.2. Extraccion de DNA genomico de embriones de Drosophila

La extraccion de DNA gendmico de embriones para su genotipado se realizé
con el reactivo DNAreleasy (Nippon Genetics). Se afiadi6é 50 uL del reactivo a una
alicuota de los embriones a genotipar y se incub6 en un termociclador durante 5
min a 75 °C y 2 min a 96 °C. El lisado resultante se us6 directamente en las PCRs
para genotipar.

2.1.1.2. Extraccion de DNA plasmidico

La extraccion de DNA plasmidico a pequeia escala se llevd a cabo utilizando el
kit Pure Plasmid Isolation (Roche), con el que se obtiene una concentracién media
de 200 ng/pl. Para las extracciones de DNA plasmidico a gran escala se utilizo el kit
Nucleobond Xtra Maxi plus (Macherey-Nagel), obteniéndose entre 0.5-2 pg/ul. En
los dos casos se siguieron las instrucciones del proveedor.

2.1.1.3. Purificacion de amplicones de PCR y de fragmentos de restriccion

Para purificacién de fragmentos de DNA provenientes de reacciones
enzimaticas tanto en solucién como incluidos en agarosa se empled el kit GEX PCR
DNA and Gel purification (GE healthcare). En el caso de los fragmentos de DNA
menores de 300 pb se purificaron mediante electroelucion de gel de agarosa
(2.1.1.4.).

2.1.1.4. Purificacion de DNA en agarosa por electroelucion

La purificacion por electroelucion de agarosa se empleo para los fragmentos de
DNA menores de 300 pb. El DNA se separd por electroforesis en un gel de agarosa
al 2 %. La banda del tamafio de interés se cort6 y se introdujo en una membrana de
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dialisis de poro inferior a 25 A con 300 uL de TBE 0.5X. La membrana se colocé en
una cubeta de electroforesis que contenia TBE 1X (Tris 89 mM, acido bérico 89
mM, EDTA 2 mM) con la banda de agarosa en el extremo que corresponde al polo
positivo. Tras someter a un campo eléctrico de 100 V durante 30 min se colocd la
membrana de dialisis con el fragmento de agarosa en el polo negativo y se volvié a
someter a un campo eléctrico de 100 V durante 10 s. La solucién de TBE 0.5X que
contenfa el DNA se recogié y se purifico con fenol/cloroformo (ver seccién
2.1.1.1.1).

2.1.1.5. Extraccion de RNA total de moscas

Para la extraccion de RNA se parti6 de un total de hasta 50 moscas adultas por
extraccion o de unos 100 pL de embriones. El material se homogenizé en 1 mL de
TriReagent (Sigma). Los homogenados se incubaron 5 min a temperatura ambiente
y se les aftadié 200 pL de cloroformo. La mezcla se agit6 vigorosamente durante 15
s y se dej6 5 min a temperatura ambiente. A continuaciéon los tubos se
centrifugaron durante 15 min a 12000 g y 4°C. La fase acuosa se transfiri6 a un tubo
nuevo donde se anadieron 1 mL de isopropanol y 20 pL de glicégeno (150 pg/mL)
(GlycoBlue, Ambion). Tras 10 min a temperatura ambiente se centrifugd de nuevo
durante 10 min. El sobrenadante se eliminé y el RNA precipitado se lavé con 500
uL de etanol al 75% centrifugando a 7500 g. Se sec6 el RNA a temperatura ambiente
y se resuspendié en 50 pL agua libre de RNasas a 65 °C. Todos los RNAs se
almacenaron a -80 °C. El RNA se cuantificé midiendo su absorbancia a 260 nm en
un espectrofotometro (Eppendor BioPhotometer). Para comprobar la calidad del
RNA unos 250 ng de RNA se analizaron en un bioanalizador (Experion
bioanalyzer, BioRad).

2.1.1.6. Extraccion de RNA de pequeiio tamaio de moscas

Para la extraccién y purificacién de RNAs pequefios (entre 15y 30 nt) pusimos
a punto un proceso en que utilizamos kits comerciales de extracciéon de RNA y
purificacion de RNAs pequeios en gel de poliacrilamida (Figura MM-1).
Extrajimos el RNA total de 50 moscas adultas mediante el kit miRVana miRNA
isolation kit (Ambion) para enriquecer la fraccion de RNAs pequenos. El RNA total
se separd por electroforesis en un gel de acrilamida al 15 % desnaturalizante
(seccién 2.8). Se selecciond una regién correspondiente a los 2/3 superiores entre
los marcadores azul de bromofenol (~10 nt) y el xilenocianol (~30 nt). La banda
escindida se fragmentd y se incubd en 10 mL NaCl 1 M durante toda la noche a 4
°C en agitacion para eluir los RNAs pequenos del gel. Se recogi6 el sobrenadante y
se afladieron 2 mL de NaCl 1 M. Tras incubar a temperatura ambiente en agitacion
se juntaron ambos sobrenadantes y se anadieron 18 mL de etanol y 1.5 uL de
acrilamida lineal (5 mg/mL). La mezcla se pasé6 por una columna del kit
MEGAclear (Ambion) que retiene los RNAs pequefios. Lavamos con 4 mL de
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etanol al 80% y tras eliminar el etanol residual por centrifugacion afladimos 50 uL
de solucién de elucion del kit MEGAclear a 95 °C. Incubamos durante 2 min y
recogimos los RNAs eluidos por centrifugacion a 10000 g durante 1 min. La elucién
se repitié con 50 uL mds de solucién de elucién y almacenamos los RNAs de
pequeno tamaio a -80 °C. Los RNAs obtenidos fueron analizados en un
bioanalizador Agilent 2100 (Agilent Biotechnologies) para determinar la cantidad y
calidad de los mismos. Este andlisis lo realiz6 Sistemas Genémicos, Paterna
(Valencia).
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Figura MM-1. Extraccion y purificacion de RNAs pequeiios.

Se extrajo el RNA de pequefio tamafio de 50 machos de cada genotipo enriqueciendo en la
fracciéon de RNAs pequenos mediante el kit miRVana (AMBION). El RNA se separ6 mediante
electroforesis en un gel de poliacrilamida desnaturalizante y se seleccion¢ la fraccién de 15 a 30
nucleétidos. E1 RNA se eluy6 de la acrilamida con NaCl 1M durante toda la noche a 4°C y fue
purificado mediante el kit MEGAclear (AMBION). Finalmente, el RNA purificado se analizé en
el bioanalizador 2100 de Agilent.

2.1.1.7. Extraccion de RNA de biopsias musculares

Para el andlisis de expresion de los microRNAs en musculo humano por qPCR
realizamos extracciones de RNA total enriqueciendo la fraccién de RNA pequeiios.
Trasterimos las biopsias musculares a 700 pL de QIAzol (Qiagen) y
homogenizamos el tejido con una bola de acero en un Tissuelyser II (Qiagen)
durante 30 s a 30 Hz. El homogenado se transfirié a un nuevo tubo y se le anadié
140 pL de cloroformo. La mezcla se agitd vigorosamente durante 15 s y se dejo
incubar 2 min a temperatura ambiente. Tras centrifugar a 12000 g durante 15 min y
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a 4 °C, se transfirieron 350 puL de la fase acuosa a un nuevo tubo para su
purificacion. El RNA se purificé en el sistema automatico QIAcube (Qiagen) con el
kit miRNeasy mini kit (Qiagen) que enriquece la fracciéon de RNAs pequeifios.

2.1.2. Extraccion de proteinas de moscas

Para la extraccién de proteinas totales se homogenizaron 30 moscas en 200 uL
de tampon de extraccion (Tris-HCI 50 mM, pH 8). El homogenado se centrifugé a
12000 g durante 5 min a 4°C para eliminar el material no homogenizado y los
restos celulares. Se recogié el sobrenadante y se almacend a - 20 °C. La cantidad de
proteinas totales se cuantificé mediante el método de Bradford (Bradford 1976).

2.1.3. Amplificacion de DNA por PCR

Las tabla MM-10 recoge los diferentes cebadores utilizados para amplificar
DNA por PCR estandar. En esta tabla también se detallan las polimerasas
empleadas en cada caso. Las reacciones de PCR se realizaron siguiendo las
recomendaciones del fabricante. Las condiciones de cada pareja de cebadores se
detallan en la tabla MM-9.

2.1.3.1. PCR anidada

Para generar las construcciones IRy, (inverted repeat spaced) que silenciaran la
expresion de muscleblind realizamos PCRs anidadas y solapantes. Los fragmentos
especificos de muscleblind se amplificaron a partir del cDNA de la isoforma mblA
clonada en el vector pBlueScriptll (clon AF001625; (Begemann et al. 1997)). Se
amplificaron mediante PCR las secuencias especificas de muscleblind y una
secuencia exogena (del gen GFP) que utilizaremos como espaciador, para facilitar
que se forme la horquilla de RNA de doble cadena que generara la interferencia.
Mediante PCRs anidadas solapantes (Figura MM-2) fusionamos dos fragmentos
invertidos de mbl y el espaciador para obtener la construccién que nos va a permitir
interferir la expresion de muscleblind. Todas las PCRs se realizaron con la
polimerasa Pwo (Roche) siguiendo las instrucciones del proveedor y optimizando
la temperatura de hibridacidn y la concentracién de magnesio para cada pareja de
cebadores (Tabla MM-10). Para facilitar la clonacion de los productos de la PCR
anidada por extremos romos, fosforilamos el cebador IR-mbl con el enzima
polinucledtido quinasa (PNK, Roche) siguiendo las indicaciones del proveedor.

Figura MM-2. Esquema de la generacion de la construccion IRs,-muscleblind por fusion de
fragmentos de DNA mediante PCRs anidadas y solapantes.

Mediante PCRs solapantes sucesivas, usando cebadores anidados, generamos una construccion
que constara de 2 fragmentos del gen mbl dispuestos de manera invertida y separados por un
fragmento del gen GFP. 1: IR-mbl-anid1d, 2: IR-mbl-anid3r, 3: IR-mbl-anid3r, 4: IR-mbl-anid4d
y 5: GFPfrg2r (tabla MM-10).
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2.1.3.2. PCR cuantitativa a tiempo real (QPCR)
2.1.3.2.1. qPCR de mRNAs

El andlisis de expresion de muscleblind se realiz6 mediante PCR cuantitativa a
tiempo real. La sintesis de cDNA se realizd con la retrotranscriptasa SuperScriptIl
(Invitrogen) a partir de 1 ug de RNA total previamente digeridos con DNasa I
(Invitrogen) (seccidn 2.1.4). Se analizaron 10 ng de cDNA por reacciéon usando el
SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems). Para cada muestra se
realizaron 3 réplicas, se incluyé un control negativo y como control endégeno se
utilizé el gen de la Tubulina 84B. Tanto los cebadores para muscleblind como para
la Tubulina84B (tabla MM-12) fueron disefiados para amplificar fragmentos de 79
pb. El hecho de analizar amplicones de tamafo similar es importante para que la
eficiencia de las dos reacciones sea similar. La reaccién se llevéd a cabo en el
termociclador ABI 7000 sequence detection system (Applied Biosystems). Las
condiciones de la reaccion fueron: 50°C durante 2 min, 95°C durante 10 min y 40
ciclos de 15 s desnaturalizacién a 95°C seguidos de 1 min de hibridacién y
amplificacion a 60°C. Al final de cada reaccion, se llevé a cabo un protocolo de
disociacion para asegurar la presencia de un tnico amplicén. La expresion relativa
de muscleblind se calculé mediante el método del 2**“* (Livak y Schmittgen 2001,
Pfaffl et al. 2002). La expresion de las dianas de miRNAs en biopsias musculares, asi
como de los pri-miRNAs se analizaron siguiendo el mismo procedimiento y
utilizando los cebadores de la tabla MM-13. En este caso se utiliz6 el gen GAPDH
como control endégeno.

2.1.3.2.2. qPCR de miRNAs

Para la validacion en pacientes de los miRNAs conservados se realizaron
ensayos Taqman especificos para cada gen. La sintesis de cDNA se realizé con el kit
Tagman microRNAs RT (Applied Biosystems) siguiendo las instrucciones del
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fabricante (seccion 2.1.4.4). Para las PCRs cuantitativas a tiempo real se realizaron
ensayos Tagman miRNA (Applied Biosystems) empleando cebadores y sondas
especificas para cada miRNA. Las reacciones se realizaron en un volumen total de
10 uL en placas de 384 pocillos utilizando un termociclador 7900 HT Fast de
Applied Biosystems con el software SDS version 2.2.2. Cada miRNA se ensay6 por
triplicado a partir 12 ng de cDNA por reacciéon. Para cada miRNA se incluy6 un
control negativo con agua libre de RNasas y se analizaron los RNA pequefios
nucleolares RNU44 y RNU48 como controles endégenos. La expresion relativa de
cada miRNA se calculé mediante el método del 2" considerando el gen RNU48
como control enddégeno. Las diferencias entre pacientes y controles se analizaron
estadisticamente mediante el test t de Student.

2.1.4. Retrotranscripcion (RT)
2.1.4.1. Tratamiento con DNasa I

El RNA empleado para la retrotranscripciéon de mRNAs y de precursores de
miRNAs fue digerido con DNasa I para evitar contaminacién con DNA genémico.
En el caso de la retrotranscripcion de mRNAs 1 ug de RNA total fue digerido con
DNase I (Invitrogen) durante 15 min a temperatura ambiente. El enzima fue
inactivado con 1 pL de EDTA 25 mM incubando a 65°C durante 10 min. Para la
retrotranscripcion de precursores de miRNAs la digestion se escal6 para digerir 100
pug de RNA total. En ambos casos se afiadieron 40 unidades de inhibidor de RNasas,
RNAseOUT (Invitrogen), en las reacciones de digestion para evitar la degradacion
del RNA.

2.1.4.2. RT de mRNAs

Como molde para la sintesis de ¢cDNA partimos del volumen total de la
digestion con DNasa (10 pL, 1 ug de RNA total). Afiadimos 1 pL dNTPs 10 mM
(Roche) y 1 pL Hexameros (Roche) al RNA y desnaturalizamos a 65°C durante 5
min. Los tubos se colocaron inmediatamente en hielo y se afiadieron 7 uL del Mix
(4 uL tampon 5X, 2 uL DTT 0.1 M, 1 pL RNAseOUT (Invitrogen)) a cada uno. Por
ultimo, se anadieron 2 U de retrotranscriptasa SuperScript II (Invitrogen). Para
llevar a cabo la reaccién de retrotranscripcion la mezcla se atemper6 a 25°C durante
3 min, se incub6 1 h a 42°C y se inactivo el enzima a 70°C durante 15 min. Como
controles se llevaron a cabo las mismas reacciones bien sin retrotranscriptasa en la
mezcla de reaccion o sin RNA.

2.1.4.3. RT de precursores de miRNAs

El volumen de digestion con DNssa del que partiamos era grande por ello
precipitamos el RNA con acetato de amonio 5 M y etanol al 100% y resuspendimos
en 20 uL de agua libre de RNasas. Para la retrotranscripcion de precursores de
miRNAs utilizamos la retrotranscriptasa termoestable TermoScript (Invitrogen) ya
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que la reacciéon con SuperScript era improductiva, debido posiblemente a la
formacion de estructuras secundarias en el RNA durante la reaccion. Afiadimos 1
uL dNTPs 10 mM (Roche) y 1 pL del primer reverso 3R-25 hpr 10 uM a 50 pg de
RNA vy desnaturalizamos a 65°C durante 5 min. Los tubos se colocaron
inmediatamente en hielo y se afadieron 6 pL del Mix (4 uL tampé6n 5X, 1 uL DTT
0.1 M, 1 uL RNAseOUT (Invitrogen)) a cada uno. Por tltimo, se afladieron 2 U del
enzima TermoScript (Invitrogen). Para llevar a cabo la reaccién de
retrotranscripcion la mezcla se incub6 durante 1 h a 65°C y se inactivo el enzima a
85°C durante 5 min. Como controles se llevaron a cabo las mismas reacciones sin
retrotranscriptasa en la mezcla.

2.1.4.4. RT de miRNAs maduros

Para la sintesis de cDNA de miRNAs maduros utilizamos el kit Tagman miRNA
Reverse Transcription (Applied Biosystems). A partir de 40 ng de RNA total se
realizd una retrotranscripcion para cada miRNA con un cebador especifico tipo
stem-loop RT primer para cada gen en un volumen de 7.5 pL. Afiadimos a 4 pL de
RNA 3.5 pL del mix de reaccién (0.075 pL dNTPs 100 mM, 0.75 pL tampon RT
10X, 0.1 pL inhibidor de RNasas, 0.5 pL MultiScribe, 0.95 uL agua libre de RNasas,
1.5 pL stem-loop RT primer especifico). En un termociclador, incubamos durante
30 min a 16 °C, 30 min a 42 °C y 5 min a 85 °C para inactivar el enzima.

2.1.5. Transcripcion in vitro

La transcripcion in vitro se realiz6 a partir de la construccidon pBlueScript-IRq,-
mbl. Linearizamos el vector digiriendo con el enzima de restriccion Pstl. La
transcripcion se realizé a partir del promotor T7 del vector utilizando el kit
MEGAscript (Ambion). La mezcla de reaccion consistié en: 1 pg del DNA molde
linearizado, 2 uL de ATP, 2 uL de CTP, 2 uL de GTP, 2 uL de UTP, 2 uL de tampén
10X, 2 uL de T7 RNA polimerasa en un volumen total de 20 pL. Siguiendo las
indicaciones del fabricante, incubamos la reaccién a 37 °C durante 4 h. El RNA se
cuantificé en un espectrofotometro (Eppendorf BioPhotometer) y se almaceno a -
80°C.

2.1.6. Digestion con RNasa A

Para comprobar si la construcciéon IR ,-mbl generaba una horquilla de doble
cadena, realizamos digestiones con RNAsa A. Este enzima, en condiciones de baja
concentraciéon de sal (0 a 100 mM) digiere RNA de doble cadena y de simple
cadena, pero a una concentracién igual o mayor de 0.3 M NaCl corta
especificamente fragmentos de simple cadena (Ausubel et al. 2002). Diluimos 2 ug
de RNA en tampon (Tris-HCI 50 mM pH 7.5, MgCl, 10 mM, NaCl 300 mM) y lo
dividimos en dos tubos, a uno le afnadimos 1 uL de RNasa A (1 pg/uL) y el otro lo
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utilizamos de control negativo. Incubamos la reaccién durante 1 h a temperatura
ambiente y la cargamos en un gel de agarosa al 2%.

2.1.7. Clonaciéon
2.1.7.1. Clonacion de la construccion IRg-muscleblind en pUAST vy
pBlueScript

Mediante PCRs anidadas y solapantes generamos la construccion IRg,-
muscleblind con los extremos fosforilados (figura MM-2). Para la clonacién en el
vector pBlueScriptIl insertamos la construccion en el sitio EcoRV mediante ligacion
de extremos romos, con el enzima T4 ligasa (Roche) a 16 °C toda la noche. Debido
a la naturaleza de las construcciones IR, el DNA forma estructuras secundarias y
es inestable en las células competentes XL-1 Blue por lo que transformamos en
células de la cepa SURE siguiendo las recomendaciones del fabricante (Stratagene).
Para la subclonacién en pUAST, digerimos con el enzima Bgl/II ambos vectores,
purificamos el DNA y realizamos una reaccion de ligacion de extremos cohesivos a
4 °C durante toda la noche. En todos los casos se utilizaron células de la cepa SURE
para propagar los vectores con las construcciones IR,.

2.1.7.2. Obtencion de los transgenes UAS-DsRed-miRNA

La region codificante del gen DsRed2 se subclond del vector pDsRed2 a pUAST
utilizando los sitios de restriccion EcoRI y Notl. Las regiones precursoras de
miRNAs fueron generadas por sintesis quimica y clonadas en pUC57 por la
empresa GeneScript (EEUU). Estas regiones se insertaron en la region 3’'UTR del
gen DsRed2 en los sitios NotI y Xhol (Fig. MM-3) y aguas arriba del terminador de
la trascripcion del SV40 (STOP). Para la transformacién y propagacién de los
transgenes UAS-DsRed-miRNA se utilizaron células de la cepa SURE.

Figura MM-3. Transgén UAS-DsRed-miRNA
Esquema de la construccién generada para
expresar miRNAs en Drosophila. La region
precursora del miRNA de interés se insertd en
la regién 3’UTR del gen reportero DsRed2.

UASIUAS|UAS

EcoRI Notl Xtiol

2.1.8. Deteccion de RNAs pequeiios por northern blot

Electroforesis

Para la deteccion de RN As pequefios mediante northern blot se analizaron entre
10 y 40 ug de RNA por muestra. A cada muestra de RNA total se le afiadié tampén
de carga tipo II para geles desnaturalizantes 2X (Ambion) en cantidades iguales, a
un volumen final de 20 uL. E1 RNA se desnaturalizé durante 5 min a 70 °C y se dejo
enfriar en hielo. Tras lo cual se cargé en un gel de poliacrilamida al 15 %
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desnaturalizante (TBE 1X, Urea 7M, 15 % acrilamida:bisacrilamida (19:1)) que
previamente habia sido sometido a una corriente de 300 V (~25 mA/gel) durante 1
h. La electroforesis de llevé a cabo en TBE 1X a 180 V durante 1 hora.

Electrotransferencia

La inmovilizacién de los RNAs en membranas de nylon (Roche) se realizé por
electrotransferencia en TBE 0.5 X a un corriente de 80 V durante 1 h y a 4 °C. Tras
la transferencia la membrana se lavé con TBE 0.5 X y los RNAs se entrecruzaron a
la membrana con luz UV a 1200 m]J.

Hibridacion

Las membranas se prehibridaron en 10 mL de tampdn de hibridacién (Na,HPO,
0.36 M NaH,P0,0.14 M, EDTA 1 mM, SDS 7 %, pH 7.2) durante 1 hora a la
temperatura indicada en la tabla MM-12. La hibridacion de las sondas se realiz6
durante toda la noche a la concentracién y temperaturas indicadas en la tabla MM-
12. Tras la hibridacién las membranas se lavaron 2 veces en SSC 0.5 X con 0.1 % de
SDS durante 30 min a la temperatura de hibridaciéon.

Deteccion

Para la deteccidn, las membranas se incubaron en tampén de bloqueo (1 % de
Blocking reagent (Roche), acido maleico 0.1 M, NaCl 0.15 M, pH 7.5) durante 30
min a temperatura ambiente y durante una hora con el anticuerpo anti-DIG-AP fab
fragment (Roche) a concentraciéon 1:10000 en tampoén de bloqueo. Tras la
incubacion del anticuerpo se lavaron las membranas 3 veces durante 15 min con
tampon de lavado (acido maleico 0.1 M, NaCl 0.15 M, Tween 20 al 0.3 %, pH 7.5) y
3 veces durante 5 min con tampo6n de deteccion (Tris-HCI 0.1 M, NaCl 0.1 M, pH
9.5). Se anadio el reactivo CDP-star ready to use (Roche) y se la seial se detectd con
el capturador de imagenes ImageQuant LAS 4000 (GE Healthcare).

Desnudado de membranas

En aquellos casos en los cuales debiamos detectar un segundo RNA,
desnudamos las membranas para eliminar la sonda de la primera deteccion. Para lo
cual, introdujimos las membranas en SDS al 1% a 100 °C durante 10 min. Tras esta
incubacién lavamos las membranas en tampoén de lavado y procedimos a la
hibridacién con la segunda sonda.

2.1.9. Deteccion de proteinas por Western blot

Electroforesis
Para la separacion de proteinas por electroforesis usamos el sistema discontinuo

de Laemmli (1970). Desnaturalizamos 40 ug de proteina total en tampoén de carga
2X (Tris-HCI 50 mM pH 6.8, SDS 2 %, azul de bromofenol 0.1 %, f-
mercaptoetanol 5 %, glicerol 10 %) hirviendo las muestras durante 5 min. En el
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caso de las extracciones procedentes de cultivos celulares utilizamos 20 puL de la
extraccion. Separamos las proteinas mediante electroforesis en geles SDS-PAGE
discontinuos en el sistema Mini-protean Electrophoresis System (Bio-Rad)
siguiendo las indicaciones de Bio-Rad. Las concentraciones de acrilamida que se
emplearon en los geles fue distinta (del 8 al 15 %) dependiendo del tamaro de la
proteina a detectar. Las electroforesis se realizaron a amperaje constante (10-12
mA/gel), durante 2 h y en tampon de electroforesis (Tris 25 mM, glicina 250 mM,
SDS 0.1 %)

Electrotransferencia

La inmovilizacion de las proteinas en membranas PVDF (Roche) se realizé por
electrotransferencia en el sistema Mini-Trans blot (Bio-Rad). La transferencia se
realiz6 a un amperaje constante de 300 mA durante 1 hora y a 4°C en tampoén de
electroforesis (Tris 48 mM, glicina 39 mM, SDS 0.0375 %).

Inmunodetecciéon

Tras la electrotransferencia, las membranas se equilibraron en PBST (fosfato
sédico 10 mM, NaCl 0.9 %, Tween 20 1 %) y se bloquearon durante 1 h en solucién
de bloqueo. Como solucién de bloqueo se utilizd, generalmente, leche desnatada al
5 % en PBST excepto en la inmunodeteccién de las proteinas Muscleblind. En este
caso usamos BSA al 3 % en PBST como solucién de bloqueo. Las membranas se
incubaron con el anticuerpo primario durante 1 hora a temperatura ambiente o
bien durante toda la noche a 4 °C. Las concentraciones de uso de cada anticuerpo
se detallan en la tabla MM-17. Tras la incubacién con el anticuerpo primario
lavamos las membranas 3 veces con PBST durante 5 min. Para detectar por
quimioluminiscencia utilizamos anticuerpos secundarios conjugados a la
peroxidasa del rabano (HRP). Incubamos el anticuerpo secundario (tabla MM-18)
durante una hora a temperatura ambiente y lavamos 3 veces con PBST durante 5
min. Todas las incubaciones se realizaron en agitacion suave. Para la deteccién
quimioluminiscente en peliculas Lumi-Film Chemiluminescent Detection Film
(Roche) se uso el sustrato ECL Western blotting substrate (Pierce) siguiendo las
instrucciones del fabricante.

2.2. Métodos celulares

2.2.1. Condiciones de cultivo de fibroblastos y transdiferenciacion

Los fibroblastos humanos se cultivaron en medio DMEM con 4.5 g/L de
gluscosa (Gibco) suplementado con suero bovino fetal al 10 % (Gibco) y
estreptomicina y 1 % de penicilina/estreptomicina (Invitrogen) (medio completo).
Las células se crecieron en botellas de 25 cm” y 75 cm® a 37 °C en una estufa con 5
% de CO..
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Para inducir el programa de diferenciacién miogénica, se cambio el medio
completo por medio de diferenciacién (DMEM suplementado con suero de caballo
al 2 %, 1 % penicilina/estreptomicina, transferrina (100pg/ml), insulin a (10 pg/mL;
Sigma-Aldrich) y doxiciclina (2 pg/ml; Sigma-Aldrich)). La induccién del
programa miogénico se produce por la expresion del gen MyoD de ratén bajo el
sistema Tet-on, inducible por doxiciclina. Las células se recogieron a dia 0 y dia 10
de diferenciacion.

2.2.2. Recuento de células

Para calcular el namero de células en cultivo hicimos una dilucion del cultivo
1:20 en medio completo. Introdujimos 10 pL de la dilucién en una camara de
Neubauer (0.1 mm de profundidad y 0.0025 mm?* de superficie) y contamos el
numero de células presentes en las 4 cuadriculas de los extremos en cada una de las
2 cimaras. La media del recuento de las 2 camaras ( N) se multiplicé por el factor
de dilucioén y el factor de la camara para obtener el nimero de células por mililitro
del cultivo (n/mL = N x 5 x 10%).

2.2.3. Congelacion y descongelacion de células

Las células se almacenaron congeladas en un tanque de N; liquido (Servicio de
cultivos celulares, SCSIE, Universitat de Valencia). Para la congelacion,
aproximadamente 10° células se recogieron por centrifugacion a 100 g durante 5
min. Resuspendimos las células en 10 mL de medio de congelacién (medio
completoy 10 % de DMSO). Tras lo cual se alicuotaron en crioviales de 1 mL y se
introdujeron en un criocontenedor (Nalgene) con isopropanol. Tras almacenar el
criocontenedor en un arcén de -80 °C durante toda la noche transferimos las
células al tanque de N; liquido. El isopropanol proporciona una tasa de congelacién
constante de -1 °C/min. Al dia siguiente, una alicuota se descongelé para
comprobar la viabilidad del cultivo.

Para descongelar los cultivos, sacamos un vial del tanque de N, liquido y lo
descongelamos parcialmente a temperatura ambiente. Pasamos las células a un
frasco de 25 cm® y afiadimos 5 mL de medio completo. A las 2 horas sustituimos el
medio por medio completo para eliminar los restos de DMSO vy las células
inviables.

2.3. Métodos histologicos

2.3.1. Preparacion de secciones semifinas de torax

El 4rea muscular de los musculos indirectos del vuelo se cuantifico a partir de
imagenes de secciones semifinas de torax. Para preparar estas secciones,
anestesiamos las moscas con CO, y se les eliminaron las patas, alas, cabeza y parte
del abdomen con el fin de facilitar la penetracién del fijador. Colocamos los tdrax
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en un tubo con 200 pL de la solucién 1 (% paraformaldehido 4 %, Y4 glutaraldehido
8 %, % Na,HPO4 0.2 M y % NaH,PO, 0.2 M) en hielo. A continuacidn, se
afadieron 200 pL de la solucién 2 (mezcla 1:1 solucién 1 y tetraéxido de osmio) e
incubamos 30 min en hielo. A continuacién, sustituimos la mezcla por 200 uL de la
solucion 2 e incubamos en hielo durante 1-2 h. Tras la fijacion, deshidratamos las
muestras mediante pases de 5 min en etanol al 30 %, 50 % y 70 % en hielo, y al 90 %
y 100 % (2X) a temperatura ambiente. A continuacion, se llevaron a cabo dos pases
de 10 min en 6xido de propileno. Por tltimo, las muestras se dejaron toda la noche
en una mezcla 1:1 de éxido de propileno y resina epoxi. Al dia siguiente, el liquido
se sustituyo por resina epoxi pura, y ésta se dejo penetrar en las muestras durante al
menos 4 h. Pasado este tiempo, las moscas fueron colocadas y orientadas en moldes
con resina y 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 toxicos por lo que se manipularon en campana de extracciéon de
flujo en todo momento. Una vez polimerizada la resina, los bloques fueron tallados
para dar a las muestras la orientaciéon adecuada. Las muestras fueron cortadas con
una cuchilla de diamante en secciones tranversales de 1.5 um en un
ultramicrotomo REICHERT & JUNG modelo ULTRACUT E. Las secciones se
colocaron en portas gelatinizados con una gota de medio de montaje DPX vy se
cubrieron con un cubreobjetos para su posterior observacién al microscopio
optico. Las imagenes de musculo se tomaron a un aumento de 10 X en campo
claro.

2.3.2. Analisis de 1a morfologia de ojos de Drosophila

La morfologia de los ojos fue analizada por microscopia electrénica de barrido.
Para lo cual, se fijaron moscas en solucién de fijacion (800 puL de paraformaldehido
4 %, 625 pL de glutaraldehido 8 % y 575 pL de PBS) durante 2 h a temperatura
ambiente y en agitacion. A las muestras se les anadié unas gotas de TritonX-100
para reducir la tension 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 modelo XL-30) para
analizar el grado de rugosidad de los ojos. Todas las imagenes se tomaron con un
voltaje de 5V y a 200 aumentos.

2.4. Seleccion de embriones por citometria de flujo

Para las extracciones de RNA de embriones para Northern blot, necesitibamos
un ndmero elevado de embriones. Por lo que la seleccion manual de los embriones
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mutantes resultaba inviable. Por ello, utilizamos un citémetro de flujo adaptado
para embriones de Drosophila. En concreto utilizamos el modelo embryo sorter
COPAS select (Union biometrica) en la empresa Valentia Biopharma del parque
cientifico de la Universitat de Valéncia. Este citometro permite seleccionar
embriones por su tamaifio y por la fluorescencia que emiten.

Para poder seleccionar los embriones homocigotos para las deleciones en el
embryo sorter, sustituimos el cromosoma equilibrador por uno que contiene la
secuencia codificante de la proteina verde fluorescente (GFP) bajo un promotor
ubicuo (tabla MM-2).

EXT A EXT ) C ‘

Red

Green

Figura MM-7. Seleccion de embriones por citometria de flujo.
Las graficas representan los embriones que han pasado por el
detector. En A y C se detecta el tamafio y en B y D la fluorescencia
de embriones normales (A y B) y cepa con el cromosoma
equilibrador (C y D). La linea gris representa la poblacién
seleccionada.

Dejamos las moscas depositando huevos a 25 °C durante 20 horas en un sistema
de puesta. Se retiraron las placas y se incubaron 2 h a 25 °C para que se expresara la
GFP en todos los embriones que portaban el cromosoma equilibrador.
Transcurrido este tiempo, recogimos los embriones y los descorionizamos durante
3 min con lejia al 50 % y los separamos en el embryo sorter. La correcta separacion
se controld observando los embriones en una lupa de fluorescencia (Leica). Estos
embriones se genotiparon para comprobar que eran portadores de la delecion.

Para determinar los parametros de seleccién (tamafo y fluorescencia) se
separaron en el embryo sorter embriones de una cepa silvestre (Fig. MM-4 A y B) y
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se seleccionaron los valores de tamano (A) y fluorescencia (B) como valores que
debian cumplir aquellos embriones no portadores de cromosoma equilibrador para
separar los embriones mutantes (C y D).

2.5. Analisis de la vida media de Drosophila

La vida de media de las moscas se analizé6 mediante curvas de supervivencia.
Entre 100 y 150 moscas adultas recién emergidas de la pupa se recogieron por
genotipo y se mantuvieron en comida estdndar a 25 °C. Se cuantificé en numero de
moscas muertas diariamente y la comida se cambié cada 3 dias. Las curvas de
supervivencia se obtuvieron con el programa GraphPad usando el método de
Kaplan-Meier (Kaplan y Meier 1958) y las diferencias entre las curvas se analizaron
con el test de Mantel-Cox (a=0.05).

2.6. Analisis de imagenes
2.6.1. Cuantificacion de la expresion de miRNAs por densitometria

Para la cuantificacion de miRNAs mediante Northern blot analizamos la
intensidad de las bandas mediante el programa Image/ (tabla MM-20). Utilizamos
el capturador de imagenes ImageQuant LAS 4000 (GE Healthcare) para obtener
una imagen digital de los Northern blots. El software de ImageQuant detecta la
saturacion de la sefal, de modo que aquellas imagenes en las que la sefal estaba
saturada fueron desechadas para el analisis. Guardamos las imdagenes como
archivos Tagged Image File Format (TIFF) y las abrimos con el programa Image].
Para seleccionar las carreras realizamos un rectangulo lo mas ajustado posible a la
primera calle y la seleccionamos con los comandos: Analyze/Gels/Select First Lane.
Desplazamos el rectangulo a la segunda calle y la seleccionamos con los comandos:
Analyze/Gels/Select Next Lane y repetimos el proceso para todas las carreras (Fig.
MM-5A). Para generar los perfiles de cada calle (Fig. MM-5B) utilizamos el
comando: Analyze/Gels/Plot Lanes. El area de cada pico en estos perfiles es
proporcional a la intensidad de las bandas. Para obtener el valor del area se
seleccionaron los picos, uno a uno, con la varita magica. Estos valores de area
fueron utilizados como valores de expresion de cada miRNA. Para normalizar los
datos los valores de expresion de los miRNAs se dividieron por la expresion del gen
de referencia U6 snRNA detectada en las mismas membranas.

2.6.2. Cuantificacion del area muscular de los musculos indirectos del vuelo
(IFMs)

La imagenes se tomaron con un microscopio 6ptico Leica DM2500 con el
objetivo 10X. Se examinaron al menos 5 imagenes por mosca y 10 moscas por
genotipo. El andlisis de las imagenes se realizd con el programa Image].
Seleccionamos un area de 450 x 720 pixeles correspondiente a la region en la que se
encuentran los IFMs (Fig. MM-6 A y B). Binarizamos las imagenes mediante el
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comando: Process/Binary/Make binary y eliminamos aquellas estructuras que no
correspondian a IFMs (Fig. MM-7 A’ y B’). Para obtener el porcentaje de drea
analizamos la imagenes (Analyze/Measurement) seleccionando la opcién “area
fraction”. Este porcentaje de area es una estima de la masa muscular de los IFMs de
cada mosca. Las diferencias entre genotipos se analizaron con un test t-Student de 2
colas.

== =N

C /
[
Carrera Area
1 3929
2 7557
3 11359 —
4 6106

AN

Figura MM-5. Analisis densitométrico de la seiial de Northern
blots.

Utilizamos el programa Image] para cuantificar la intensidad de la
sefal por densitometria. Seleccionamos las carreras a cuantificar en
cada imagen TIFF (A) y obtenemos los perfiles densitométricos (B).
El drea de estos picos es proporcional a la intensidad de la sefial y
por lo tanto a la expresion de un miRNA en cada carrera (C).

2.7. Métodos bioinformaticos
2.7.1. Alineamiento de secuencias

Para la busqueda de secuencias ortélogas de muscleblind, realizamos un Blast
(blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) contra la base de datos de nucledtidos de
GenBank. En concreto, realizamos un tblastx en el que se realiza una bisqueda por
identidad en una base de datos de nucledtidos traduciendo a sus seis ORFs posibles.
Las secuencias resultantes del Blast se seleccionaron por especies taxonémicas y se
alinearon utilizando el programa ClustalX utilizando una matriz de sustitucion de
bloques (BLOSUMSG62) y alineamientos multiples. Los alineamientos fueron
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editados con el programa Genedoc para mostrar la conservacion de los nucleétidos
y obtener las secuencias consenso.

En el caso de RNAs no codificantes, se realizo un alineamiento de secuencias
nucleotidicas. En todos los casos se realizaron alineamientos multiples con el
programa ClustalX empleando la matriz IUB.

< t
B : B % area = 38.73

Figura MM-6. Analisis de imagen y cuantificacion del area
muscular de los IFMs.

En A y B se muestran dos ejemplos de imagenes de secciones
transversales de torax. A’y B’ son el resultado de la binarizacion
y la eliminacién de las regiones que no corresponden a los
IFMs. Se muestra el valor del drea de A’y B’

2.7.2. Busqueda de dianas de miRNAs

Para analizar si las dianas de miRNAs alterados estdn afectadas en DMI,
analizamos datos de expresion generados previamente en nuestro laboratorio a
partir de micromatrices de exones (Human Exon 1.0 ST Array, Affymetrix) de 20
biopsias de pacientes y 15 controles. Seleccionamos los genes que presentaban
diferencias de expresion de mas de 10 veces filtrando los datos con el programa
dChip. Por otro lado, utilizamos la aplicacién web TargetScan para predecir las
posibles dianas de los miRNAs de interés y filtramos los datos de expresion
utilizando las predicciones de TargetScan con el programa dChip. Para de terminar
si las dianas de los miRNAs seleccionados estaban aumentadas respecto al total de
sucesos de expresion alterados utilizamos el test exacto de Fisher.
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1. Cddigo IUPAC para acidos nucleicos y aminoacidos

Tabla A-1. Codigo de acidos nucleicos

M Z < 0 9w v AKREAHAODO >

Adenina

Citosina

Guanina

Timina

Uracilo

G A (puRina)

T C (pirimidina/pYrimidine)

G T (cetona/Ketone)

A C (grupo aMino)

G C (interaccion fuerte/Strong interaction)
A T (interaccion débil/ Weak interaction)
G T C (noA) (Bviene trasla A)

G AT (no C) (D viene tras la C)

A CT (no G) (H viene tras la G)

G CA (no T, no U) (V viene tras la U)

A G CT (cualquiera/aNy)

madscara

hueco (gap) de longitud indeterminada
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Tabla A-2. Codigo de aminoacidos
Acido aspértico o Asparagina
Cisteina
Acido aspartico
Acido glutdémico
Fenilalanina
Glicina
Histidina
Isoleucina
Lisina
Leucina
Metionina
Asparagina
Pirrolisina
Prolina
Glutamina
Arginina
Serina
Treonina
Selenocisteina
Valina
Triptéfano
Tirosina
Acido glutdémico o Glutamina

cualquiera

*x M N~ T < cH» O OZEEHER~ZI OmMEIO® >

parada de traduccién

- hueco (gap) de longitud indeterminada
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2. Elsistema binario UAS/GAL4

El sistema UAS/GAL4 de expresion de transgenes en Drosophila permite la
expresion ectdpica de genes bajo un patrén de expresion determinado (Brand y
Perrimon 1993). La proteina GAL4 es un factor de transcripcion de Saccharomyces
cerevisiae que activa la expresion de genes u otras secuencias de DNA que estén
bajo el control de secuencias UAS (Upstream Activation Sequences). En Drosophila
se ha empleado el reconocimiento de las secuencias UAS por la proteina GAL4 para
generar este sistema binario de expresion. Por un lado, se genera una linea de
moscas transgénicas que contiene 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). Por otro lado, se genera otra linea de moscas que contenga en
su genoma una construcciéon donde la region codificante del gen de interés (gen X)
quede bajo el control de las secuencias reguladoras de la transcripciéon UAS (Figura
A-1). Al cruzar estas dos lineas de moscas se obtienen descendientes que contienen
ambas construcciones (GAL4 y UAS). En estas moscas la proteina GAL4 se
expresara segun el patron determinado por el enhancer Z. La proteina Gal4 se unird
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 naturaleza 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

@
[ 3 J
‘enhancerZ | Gal4 | UAS'  genX
Expresion especifica de tejido de Gal4 Activacion transcripcional del gen X

Figura A-1. Sistema de expresion UAS/GALA4.

La linea Gal4 expresa la proteina Gal4 bajo el patrén de expresion de una region reguladora
determinada (enhancer Z). Cuando se cruzan una linea Gal4 con una linea UAS, el gen X se
expresard en aquellas células en las que haya proteina GAL4. De manera que lo que se obtiene
con este sistema es que el gen X se exprese en el patron determinado por el enhancer Z.
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Myotonic dystrophy type 1 (DM1) is caused by the expansion of CTG repeats in the 3’ untranslated region of
the DMPK gene. Several missplicing events and transcriptional alterations have been described in DM1
patients. A large number of these defects have been reproduced in animal models expressing CTG repeats
alone. Recent studies have also reported miRNA dysregulation in DM1 patients. In this work, a Drosophila
model was used to investigate miRNA transcriptome alterations in the muscle, specifically triggered by
CTG expansions. Twenty miRNAs were differentially expressed in CTG-expressing flies. Of these, 19 were
down-regulated, whereas 1 was up-regulated. This trend was confirmed for those miRNAs conserved
between Drosophila and humans (miR-1, miR-7 and miR-10) in muscle biopsies from DM1 patients.
Consistently, at least seven target transcripts of these miRNAs were up-regulated in DM1 skeletal muscles.
The mechanisms involved in dysregulation of miR-7 included a reduction of its primary precursor both in
CTG-expressing flies and in DM1 patients. Additionally, a regulatory role for Muscleblind (Mbl) was also sug-
gested for miR-1 and miR-7, as these miRNAs were down-regulated in flies where Mbl had been silenced.
Finally, the physiological relevance of miRNA dysregulation was demonstrated for miR-10, since over-
expression of this miRNA in Drosophila extended the lifespan of CTG-expressing flies. Taken together, our
results contribute to our understanding of the origin and the role of miRNA alterations in DM1.
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INTRODUCTION

Myotonic dystrophy type 1 (DM1) is a chronic, slowly pro-
gressing multisystemic disease, with symptoms that include
loss of muscle strength, myotonia and excessive fatigue
(OMIM #160900). DM1 is caused by a dynamic expansion
of CTG repeats in the 3’ untranslated region of the dystrophia
myotonica-protein kinase (DMPK) gene (for a recent review,
see 1). Characteristic molecular features of the disease have
been associated with a toxic RNA gain of function of the
CUG expansions. Expanded CUG repeats have been demon-
strated to be toxic per se in several cell types and animal
models (2—4), disrupting transcription and alternative splicing
of at least 175 genes and 156 defined pre-mRNAs in mice, re-
spectively (5). Expanded CUG repeats sequester nuclear pro-
teins and accumulate into distinctive foci within muscle and
neuronal nuclei (6-8). The alternative splicing factor
Muscleblind-like 1 (MBNLI) is recruited into these foci,
causing loss-of-function of the protein, which has been
linked to critical DM1 features (5,9). An antagonistic splicing
factor of MBNLI activity, CUGBP Elav-like family member 1
(CELF1), is hyper-phosphorylated and subsequently stabilized
in DM1 (10). Despite its ability to bind to CUG triplets,
CELF1 is not sequestered into CUG-RNA foci (11,12).
Instead, CELF1-mediated alterations in DM1 models require
the presence of DMPK (11,13). Together, MBNL1 and
CELF1 regulate critical alternative splicing transitions
during heart and skeletal muscle development, which are dys-
regulated in DM1 (14-16).

In addition to alternative splicing, several other mechanisms
have been recently found, which add complexity to the mo-
lecular pathology of DMI1. These include repeat-associated
non-ATG translation (RAN) (17), bidirectional transcription
(18), aberrant DNA methylation (19,20) or microRNA
(miRNA) dysregulation, among others (21,22). miRNAs are
short non-coding RNAs present in all eukaryotes, which regu-
late gene expression by decreasing their target mRNA levels,
or by blocking their translation (23,24). miRNA biogenesis is
well understood. In the canonical biogenesis, miRNAs are pro-
duced from long primary transcripts (pri-miRNA) that are first
processed by Drosha in the nucleus to generate one or more
hairpin structures known as pre-miRNA. Then, Dicer orches-
trates another cut to generate the mature miRNA in the cyto-
plasm (Supplementary Material, Fig. S1). Computational
methods have predicted that miRNAs account for ~1% of
all eukaryotic genes, and that one-third of the transcriptome
may be regulated by miRNAs (25). In animals, miRNAs par-
ticipate in virtually all cell functions, including the regulation
of differentiation, proliferation and apoptosis. A subset of
miRNAs known as myomiRs are highly enriched in heart
and skeletal muscles, where they can regulate muscle function
in development and disease (26—28). Eisenberg et al. (29)
described an miRNA expression profile from 10 human
muscle disorders and identified 185 miRNAs that were dysre-
gulated in almost all cases, further demonstrating the import-
ance of miRNAs in muscle function. In DM1, some studies
using muscle biopsies have described that miR-206,
miR-210, miR-1 and miR-335 are over-expressed in skeletal
muscle, whereas miR-29b, miR-29¢ and miR-33 are down-
regulated. However, independent studies have found either

no changes in miR-1 levels or a reduction of this miRNA, as
well as an altered cellular distribution of muscle-specific
miR-1, miR-133b and miR-206 (21,22,30).

Given that the origin of miRNA alterations in DM1 remains
uncertain, in this work we have used a Drosophila model
expressing CTG repeats in the absence of an ATG start
codon, in order to study the contribution of CTG expansions
to miRNA defects. We have found that the expression of 20
miRNAs is affected by expression of CTG repeats in DM1
flies. Dysregulation of conserved miRNAs miR-1, miR-7 and
miR-10a also occurred in DM1 patients, where a number of
target transcripts were consistently up-regulated. For some
of these miRNAs, reduced levels originated from down-
regulation of their pri-miRNA precursors and/or Muscleblind
loss-of-function. Importantly, over-expression of miR-10 in
Drosophila extended the lifespan of model flies. All together,
these results contribute to our understanding of the nature and
pathological implications of miRNA dysregulation in DM1.

RESULTS

Expression of expanded CTG repeats in Drosophila causes
reduction of defined miRNAs

An increasing number of miRNAs have been found altered in
DML patients, where CTG repeats are present in the context of
full-length DMPK transcripts. In order to identify miRNA
alterations directly caused by CTG expansions, we targeted
the expression of 480 interrupted CTG repeats,
UAS-(iCTG)480, to the Drosophila muscles with the Myosin
heavy chain (Mhc)-Gal4 driver line. We obtained the
miRNA transcriptome (miRNome) profile of two independent
i(CTG)480 transgenic lines (Mhc-Gal4>UAS-i(CTG)480 1.1
and Mhe-Gal4> UAS-i(CTG)480 2.2), using SOLiD™ 3 se-
quencing of small-RNA libraries. Small-RNA libraries from
Mhc-gal4/+ flies were used as controls. Statistical analysis
revealed 20 miRNAs differentially expressed in DMI1 flies
versus control individuals (Fig. 1A and Supplementary Mater-
ial, Table S1). Nineteen of these were down-regulated in the
presence of CTG expansions, whereas one was up-regulated.

Among the 20 miRNAs altered in DM1 flies, we chose to
validate the effect of CTG repeats on miR-1, miR-7 (given
their conservation in humans) and on miR-1003 (given its
miRtronic nature) by northern blot of small RNAs, using
LNA probes and normalizing against the endogenous small
nuclear RNA (snRNA) U6. Consistent with our SOLiD™ 3
sequencing data, northern blot analysis revealed expression
values for miR-1, miR-7 and miR-1003 that were reduced by
30% (P =0.0047), 50% (P=0.0052) and 30% (P=
0.0384), respectively, compared with control flies (Fig. 1B
and C). Therefore, these results demonstrate that expanded
CTG-repeat expression affects the Drosophila miRNome
mainly by causing a reduction in the level of specific miRNAs.

CTG-induced down-regulation of miR-1, miR-7 and
miR-10 is conserved between Drosophila and DM1 patients

Among the 20 miRNAs that we found altered in
CTG-expressing flies, miR-1, miR-7 and miR-10 were con-
served between Drosophila and humans (Supplementary
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Figure 1. Expression of expanded CTG repeats in the Drosophila muscles reduced the levels of specific miRNAs. (A) Heat map graphical representation and
clustering analysis of miRNA expression from two independent UAS-i(CTG)480 lines (Mhc-Gal4>UAS-i(CTG)480 1.1 and Mhc-Gal4>UAS-i(CTG)480 2.2)
and control flies (Mhc-Gal4/+). Two biological replicates of each genotype (n = 50 per replicate) and two technical replicates were analyzed (Supplementary
Material, Table S1). Data are presented as a dendrogram, with the closest branches of the tree showing samples with less dissimilar expression patterns. Green
and red indicate statistically significant down- and up-regulated miRNAs compared with controls, respectively (ANOVA, a = 0.05). These miRNAs represented
~13% of the Drosophila miRNome at the time the SOLiD data were processed (miRBase release 13.0; containing 152 miRNAs). Conserved miRNAs between
Drosophila and humans appear in bold font. (B) Graphic representation of the miR-1, miR-7 and miR-1003 expression data from SOLiD™ 3 sequencing showing
a similar reduction in miRNA levels from Mhc-Gal4>i(CTG)480 flies compared with Mhc-Gal4/+ individuals. Expression levels are given as number of reads
per million. (C) Validation of the results shown in (B) by northern blot of small RNAs and densitometry analysis of the bands showing a reduction for miR-1,
miR-7 and miR-1003, respectively. Endogenous U6 was used for normalization in northern blot experiments, and miRNA expression levels are shown relative to
control flies. Four biological replicates (n = 50 per replicate) and two technical replicates per biological sample were analyzed. All graph bars represent average

fold changes and their standard errors. *P < 0.05, **P < 0.01.

Material, Fig. S2). In order to validate the relevance of our
findings in DM1, we used qRT—PCR to study the levels of
human miR-1, miR-7, and miR-10 (miR-10a and miR-10b) in
skeletal muscle biopsies (biceps, vastus and deltoid) from
five DM1 patients (aged 47 +5) compared with biopsies
from three healthy individuals (aged 58 + 11) and normalized
against endogenous snoRNA U48. Statistical analysis revealed
a significant reduction in the levels of miR-1 (72%; P =
0.0022), miR-7 (80%; P =0.0004) and miR-10a (60%;
0.0271) in DM1 patients compared with control individuals
(Fig. 2A). miR-10b, which is less similar to Drosophila
miR-10 than human miR-10a, showed a non-significant in-
crease. Therefore, these results demonstrate the conservation
of miRNA dysregulation triggered by expanded CTG repeats
between our i(CTG)480 Drosophila model and humans. Inter-
estingly, miR-1 levels had been previously studied in DMI
patients by independent groups, which found either no
changes in miR-1 levels (22), a 2.1-fold reduction (21), or a
1.9-fold up-regulation (30); whereas miR-7 and miR-10 had
not been tested, nor associated with the disease before.

To investigate whether miR-1, miR-7 and miR-10a dysregu-
lation had an effect on their mRNA targets, we used gene
microarray data from muscle biopsies of DM1 patients previ-
ously generated in our laboratory, where a number of mis-

expressed genes had been identified (unpublished data). Of
all Targetscan (25) predictions that were represented among
these genes, we found 21 miR-1 targets, 14 miR-7 targets
and 7 miR-10 targets. All of them but one were significantly
up-regulated (>10-fold) in DM1 muscle biopsies (Supple-
mentary Material, Table S2 and Fig. 2B; upper graphs).
However, the target transcripts of three randomly selected
control miRNAs (let7a, miR-340 and miR-454) showed
changes in their expression levels that indistinctly included
up- and down-regulation, ruling out an miRNA-mediated
effect, and further supporting the specificity of our results
(Fig. 2B; lower graphs). Among the total of up-regulated
targets of miR-1, miR-7 and miR-10, a subset of 13 were
chosen for their validation by QRT—PCR from muscle biopsies
of six DM1 patients. An apparent up-regulation of mRNA
levels was observed in each case, although only seven of
these changes were statistically significant (Fig. 2C—E; Sup-
plementary Material, Table S3). Confirmed genes encoded
proteins that participated in a mixed range of cellular pro-
cesses, including antioxidant enzyme SODI, transcriptional
regulator SMARCA4 and nucleotide exchange factor NET1
(miR-1; Fig. 2C); amyloid precursor protein secretase CTSB,
autophagy regulator ATG4 or cytoskeletal protein VCL
(miR-7; Fig. 2D); and the member of the SUMOylation
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Figure 2. miRNA alterations are conserved between Drosophila and DM1 patients. (A) miRNA log fold change values of miR-1, miR-7, miR-10a and miR-10b
based on qRT—PCR expression data from adult skeletal muscle biopsies of five DM1 patients and three healthy individuals (control). Graph bars represent
average fold changes of miRNA expression in logarithmic scale, calculated by the 27**% method, and their confidence intervals. sno-RNA RNU48 was
used as the endogenous control. (B) Scattered plot representation of the microarray signal values of the altered transcripts predicted to be regulated by
miR-1, miR-7 and miR-10a (Targetscan; upper row). Altered transcript targets of a subset of three randomly chosen miRNAs (let7a, miR-340 and miR-454)
are also shown (lower row). Consistent with a decrease in miR-1, miR-7 and miR-10a, an up-regulation of their predicted targets was observed, whereas
both up- and down-regulations were detected for let7a, miR-340 and miR-454 (Fisher’s exact test, a = 0.05). (C—E) qRT—PCR validation analysis from
adult skeletal muscle biopsies of six DMI patients and six healthy (control) biopsies. The expression levels of 13 selected miR-1 (C), miR-7 (D) and
miR-10a (E) targets are shown relative to the control individuals. An up-regulation trend was observed in all cases, although only the indicated seven were stat-
istically significant. In this case, GADPH was used as the endogenous control. Graph bars represent average fold changes of gene expression, calculated by the

2-AAG method, and their standard errors. *P < 0.05, **P < 0.01 and ***P < 0.001.

machinery UBE21 (miR-10; Fig. 2E). Thus, our results
suggest a wide pathologic potential of miRNA dysregulation
in DM1.

Finally, to assess whether miR-1, miR-7 and miR-10 altera-
tions originated during muscle differentiation, we also studied
the levels of miR-1, miR-7, miR-10a and miR-10b in control
and DM1-derived human skin fibroblasts before and after
they had been induced to turn on the myogenic program by ex-
pression of the murine MyoD (31). Before myogenesis was
induced, the levels of miR-I or miR-10b did not differ
between control and DM1 fibroblasts (P = 0.6534 and P =
0.8049, respectively); whereas miR-10a was slightly increased
(P =0.0048), and miR-7 was notably reduced in DM1 fibro-
blasts compared with controls (P = 0.0009) (Fig. 3A; Supple-
mentary Material, Table S4). After the induction of
myogenesis, however, all four miRNAs were significantly
reduced in DMI1 cells (miR-1, P=0.0248; miR-7, P =
0.0312; miR-10a, P = 0.0002; and miR-10b, P = 0.0166).
Interestingly, for miR-7, this reduction was less marked in
muscle cells than in fibroblasts (Fig. 3B and Supplementary
Material, Table S4). These results suggest that different

miRNA alterations in DM1 muscle cells may originate from
different mechanisms.

Expanded CTG repeats alter the levels of defined
pri-miRNA precursors

SOLID™ 3 sequencing identified Drosophila miR-310,
miR-311 and miR-312 among the initial 19 miRNAs that
were reduced in CTG-expressing flies. Interestingly, these
miRNAs formed an miRNA cluster (i.e. a group of miRNAs
contained within the same gene) (32) denominated cluster
miR-310-313, which is transcribed as a polycistronic
primary precursor. miR-313, which completes the cluster,
showed a similar trend, although its reduction was not statis-
tically significant (Fig. 4A and Supplementary Material,
Table S5). miR-960, miR-962 and miR-964, which were also
altered in DM flies, were part of a second miRNA cluster
(cluster miR-959—-964) located in the antisense (—) strand of
the CG31646 gene. miR-959, miR-961 and miR-963, the rest
of the members of this cluster, also showed a mild reduction
in CTG-expressing flies (Fig. 4B and Supplementary Material,
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Figure 3. miR-1, miR-7 and miR-10 are down-regulated in DM1 cells. (A—D) qRT—PCR amplification of mature miR-1, miR-7, miR-10a and miR-10b miRNAs
from healthy and DM patient-derived fibroblasts (having 333 CTGs at the time of diagnosis, in 2010). miRNA levels were measured before and after cell in-
duction to activate myogenic transdifferentiation (MT). miR-7 was reduced in both DM1 fibroblasts and DM1 transdifferentiated myoblasts (B), whereas miR-1
(A), miR-10a (C) and miR-/0b (D) were down-regulated only after the myogenic program had been activated in DM1 cells. snoRNA U48 was used as the en-
dogenous gene, and all data were normalized relative to the control group. Two biological samples and three technical replicates per biological sample were used.
All graph bars represent average fold changes of miRNA expression, calculated by the 2722 method, and their standard errors. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P <
0.001. Additional statistical data are shown in Supplementary Material, Table S4.

Table S5). Therefore, these results suggested that the changes
in the expression levels of these miRNAs could originate
from a reduction in their pri-miRNAs. To confirm this hypoth-
esis, we measured the pri-miRNA levels of both clusters
by qRT-PCR from Mhc-Gal4>UAS-i(CTG)480 and
Mhc-gal4/+ (control) flies (Fig. 4D and E). Mhc-Gal4>-
UAS-i(CTG)480 flies showed a significant reduction in the
pri-miRNA  levels of miR-310-313 (P =0.0077) and
miR-959—-964 (P = 0.0368) clusters when compared with con-
trols, demonstrating a CTG-mediated effect on both transcrip-
tion units. We also measured the levels of sense (4) strand
mRNA from the CG31646 gene and found no significant
changes compared with controls (P = 0.5330), ruling out a
non-specific effect on miR-959—-964 caused by a reduction
of the expression of this gene (Fig. 4E). The pri-miRNA
levels of the cluster miR-2a-1-2b-2, which encodes
miRNAs that were not modified by CTG expression in our
SOLiD™ 3 analysis, were also studied. No significant differ-
ences in the pri-miRNA of this cluster were detected in
CTG-expressing flies when compared with controls (Fig. 4C
and F; P =0.2368), further confirming the specificity of the
effect of CTG repeats on pri-miRNA production of defined
miRNAs. Molecular mapping of the i(CTG)480 1.1 and 2.2
insertions used in this study showed no proximity to the
miR-310—-313 or miR-959—964 clusters, excluding the possi-
bility of a transcriptional repression caused by CTG-induced
alterations of the local chromatin structure (Supplementary
Material, Table S6).

Based on these findings, we next investigated whether the
pri-miRNA levels of conserved miRNAs miR-1, miR-7 and
miR-10 could also be affected by expression of expanded
CTG repeats. In Drosophila, QqRT—PCR analysis revealed
that the pri-miRNAs of miR-1 and miR-10 were comparable

with control flies (P =0.3435 and 0.7095, respectively).
However, the pri-miRNA of miR-7 was significantly reduced
(Fig. 4G; P = 0.0420). This effect was also observed in skel-
etal muscle biopsies from six DM1 patients, where the pri-
miRNA levels from human miR-7 genes pri-miR-7-1 and
pri-miR-7-2, but not pri-miR-7-3, were significantly reduced
compared with healthy controls (P = 0.0339, P =0.0209
and P =0.0917, respectively, Fig. 4H). Therefore, these
results demonstrate that, at least partly, miR-7 is reduced in
Drosophila and in DMI patients due to a down-regulation of
its pri-miRNA precursor.

Muscleblind is necessary for the regulation of miR-1
and miR-7 in Drosophila

In addition to the down-regulation of specific primary precur-
sors, changes in miRNA levels may also occur at a down-
stream level, including the regulation of their biogenesis or
their stability. Human MBNL1 has been described to partici-
pate in the biogenesis of miR-/ (21) by binding to a UGC
motif located within its pre-miRNA, favoring the generation
of mature miR-I. To confirm whether the Drosophila
homolog of MBNL1 (Mbl) was also involved in the differen-
tial expression of miR-1 in Drosophila, we used transgenic
flies carrying an RNAI construct targeted against all Mbl iso-
forms (UAS-IR-mbl). In a wild-type background, mbl silencing
using an Mhc-Gal4 driver line (Mhc-Gal4>UAS-IR-mbl)
caused a significant reduction of miR-1 levels as detected by
northern blot (P = 0.0102). On the contrary, over-expression
of MbIC isoform did not induce changes in miR-1 (Fig. SA
and B; Supplementary Material, Fig 3A). This indicates that
(i) other Mbl isoforms may also be important in regulating
the levels of miR-1, or (ii) that the amount of miRNA
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miR-310-313 (A), miR-959-964 (B) and miR-2a-1—2b-2 (C). Hierarchical clustering analysis revealed significantly reduced levels of miRNAs from clusters
miR-310-313 (A) and miR-959—964 (B) in CTG-expressing flies (Mhc-Gal4>UAS-i(CTG)480 1.1 and 2.2) compared with controls (Mhc-Gal4/+). No differ-
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pri-miRNAs from clusters miR-310—313, miR-959—964 and miR-2a-1—-2b-2 from adult flies confirmed a CTG-dependent reduction in the expression levels of
the pri-miRNAs of clusters miR-310—313 (D) and miR-959—964 (E), but not miR-2a-1—2b-2 (F), when compared with controls. The strand of the CG37646 gene
opposite to the strand that contains the cluster miR-959—964 was used as an additional control, for which no expression differences were observed (E). (G) The
pri-miRNAs of conserved miRNAs miR-1, miR-7 and miR-10 were also measured in Drosophila by qRT—PCR. Only the pri-miRNA of miR-7 was significantly
reduced in CTG-expressing flies. In (D—G), four biological replicates (n = 50 per replicate), and three technical replicates per biological sample, were used.
Biological samples included two female groups and two male groups, and normalization was carried out relative to the corresponding gender controls. fubu-
1lin84B was used as the endogenous gene. (H) In human skeletal muscle biopsies, RT—PCR revealed that the pri-miRNAs from two of the three genes encoding
human miR-7 were down-regulated in DM1 patients (7 = 6 individuals; three technical replicates per individual) compared with healthy individuals (» = 6 indi-
viduals; three technical replicates per individual). In this case, GADPH was used as the endogenous gene. All graph bars represent average fold changes of gene
expression, calculated by the 2-AAG method, and their standard errors. *P < 0.05, **P < 0.01.

contribution of Mbl to the generation of miR-/ and miR-7
seems to be different; and additional factors that are independ-

precursor available might be the limiting factor during biogen-
esis, with endogenous Mbl levels being sufficient to saturate

the process. Supporting the second hypothesis, mbIC over-
expression significantly rescued miR-1 levels in DM1 flies,
where endogenous Mbl function is compromised (Fig. 5A
and B; P = 0.0435). mbl silencing in a wild-type background
also reduced miR-7 levels, although this change was not
statistically significant (P = 0.1978). However, in this case,
mblC over-expression did not affect this miRNA even in the
presence of CTG repeats (Fig. 5C and D and Supplementary
Material, Fig. S3B; P =0.7751). Therefore, the relative

ent of Mbl would participate in the regulation of miR-7.
Interestingly, two of the miRNAs that we found down-
regulated in Drosophila, miR-1003 and miR-1006, were
miRtrons (i.e. miRNAs that arise from spliced-out introns).
Given that splicing alterations are a hallmark of DMI1, we
also analyzed the splicing of the introns that host miR-1003
and miR-1006 (intron 6 of the CG6695 gene, and intron 4 of
the VhaSFD gene, respectively). Analysis of miR-1004, an
miRtron not found altered in CTG-expressing flies, was also
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*P < 0.05, **P < 0.01.

included as a control. As expected, the splicing of intron 19 of
the CG43707 gene (miR-1004 precursor) was unaffected (Sup-
plementary Material, Fig. S4A and B). We did not detect
VhaSFD transcripts containing intron 4 (miR-1006 precursor),
either in control or in DMI1 flies (Supplementary Material,
Fig. S4A), suggesting that this intron is completely spliced
out in both cases. However, the levels of CG6695 transcripts
containing intron 6 (miR-1003 precursor) were reduced by
24% in CTG-expressing flies compared with controls (P =
0.0080; Supplementary Material, Fig. S4A and B), indicating
that intron 6 is spliced out at higher levels in DM1 flies than
in controls. Taken together, the reduced levels of mature
miR-1003 and miR-1006 in CTG-expressing flies cannot be
explained by reduced splicing of their host transcripts, and
would instead occur at a more downstream level.

Over-expression of miR-10, but not miR-1 or miR-7,
increases lifespan in CTG-expressing flies

To date, the pathogenicity of miRNA alterations in DM1
remains unclear. We studied the physiological relevance of
CTG-induced miRNA down-regulation by performing a
series of phenotypic rescue experiments using our DM1 Dros-
ophila model, where we over-expressed miR-1, miR-7 or
miR-10 under the control of the Mhc-Gal4 driver line. We pre-
viously described that flies expressing i(CTG)480 in the mus-
culature had a reduced lifespan compared with control
individuals (2). Here, Mhc-Gal4 UAS-i(CTG)480> UAS-GFP
flies showed a median survival (MS) of 15 days at 25°C,
whereas control flies (Mhc-Gal4> UAS-GFP) showed an MS
of 33 days at the same temperature (Fig. 6; P < 0.0001).

Flies co-expressing i(CTG)480 and miR-1 (Mhc-Gal4
UAS-i(CTG)480> UAS-miR-1) showed an intriguingly
reduced MS (10 days; P <0.0001) compared with

CTG-expressing flies (Fig. 6A and D). This effect was not
due to the toxicity of miR-1, as flies over-expressing miR-1
alone (Mhc-Gal4> UAS-miR-1) showed a lifespan comparable
with Mhc-Gal4> UAS-GFP controls (Fig. 6A).

The survival curves of flies co-expressing i(CTG)480 and
miR-7  (Mhc-Gal4 ~ UAS-i(CTG)480>UAS-miR-7)  also
showed a mild but significant reduction in lifespan (MS of
11.5 days) compared with their controls, which co-expressed
i(CTG)480 and dsRED (Mhc-Gal4 UAS-i(CTG)480>-
UAS-dsRED; MS of 13 days) (Fig. 6B and D; P = 0.0109).
In this case, this effect could be explained by the toxicity of
miR-7, as over-expression of miR-7 alone (Mhc-Gal4>-
UAS-miR-7) resulted in an MS of 27 days, significantly
lower than that of individuals expressing dsRED
(Mhc-Gal4>UAS-dsRED; MS of 29.5 days; P=0.0310)
(Fig. 6B).

Finally, co-expression of i(CTG)480 with miR-10 (Mhc-Gal4
UAS-i(CTG)480> UAS-miR-10) significantly increased life-
span compared with controls that co-expressed i(CTG)480
and GFP, resulting in an MS of 18 days (Fig. 6C and D;
P < 0.0001). In addition, over-expression of miR-10 alone
(Mhc-Gal4>UAS-miR-10) did not affect the lifespan of flies
(MS of 35 days; Fig. 6C).

Taken together, although further studies are required
to fully understand the implications of miR-1, miR-7 and
miR-10 dysregulation in CTG-mediated toxicity, our
results demonstrate that miR-10 down-regulation triggered
by CTG expansions has a negative, but partially reversible,
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physiological impact, supporting the pathologic role and thera-
peutic potential of this miRNA in DM1.

DISCUSSION

Dysregulation of specific miRNAs in DM1 patients had been
previously described (21,22,30). Here, we have studied the
contribution of CTG expansions to miRNA defects in DM1,
by analyzing changes in the muscle miRNome of a Drosophila
model of CTG toxicity (2). Using SOLiD™ 3 sequencing, we
have identified 20 miRNA alterations caused by expression of
CTG repeats. Of these, 19 were specifically down-regulated in
our Drosophila model, whereas only 1 was up-regulated.
Therefore, the alterations on miRNA regulation caused by
CTG expression seem to trigger a reduction, rather than an in-
crease, of miRNA expression levels. This effect was also
observed in DM1 patients for all altered miRNAs that were
conserved between Drosophila and humans: miR-1, an
miRNA previously associated with DM1 (21,30); and miR-7
and miR-10a, for which no previous link had been described.

Importantly, the conservation of miR-1, miR-7 and miR-10
defects between our fly model and DM1 patients confirms
that: (i) the miRNA down-regulation found in Drosophila is
specific, and not the consequence of a reduced contribution
of the muscle transcriptome to the total transcriptome; and
(i) the dysregulation of these three miRNAs occurs in the
presence of CUG-repeat transcripts devoid of additional
DMPK sequences. Although it is possible that other coding

or non-coding regions within the DMPK gene contribute to
miRNA defects in DMI, this is the first demonstration that
CTG expansions are directly linked to alterations in miRNA
regulation. Of note, the fly model used in this work contains
480 CTG repeats interrupted every 20 units by the CTCGA se-
quence: i(CTG)480. The i(CUG)480 RNA is predicted to form
a double-stranded structure that closely resembles the hairpin
formed by 480 pure repeats, both of them having similar
folding energies (Supplementary Material, Table S7). The ex-
istence of complex repeat interruptions at the DM1 locus has
been reported to attenuate the severity of symptoms in patients
(31-33). Although the CTCGA interruption in the i(CTG)480
transgene does not resemble any of these variant repeat alleles,
it is possible that its presence might also modify CTG-induced
phenotypes in our flies. For example, the CUCGA interruption
would determine the length of any putative repeat-associated
non-ATG (RAN) translation products, should these be gener-
ated in Drosophila, as i(CAG)480 transcripts would produce
polyS, polyA and polyQ peptides in consecutive tracts of
20 amino acids linked by 1-2 amino acids. Note that RAN
translation from pure CAG repeats produces individual
polyS, polyA and polyQ peptides [Supplementary Material,
Table S7 and (17,34)]. Bearing all this in mind, the conserva-
tion of miR-1, miR-7 and miR-10 defects between our fly
model and DM1 patients represents important evidence that
dysregulation of at least these three miRNAs occurs independ-
ently of the CUCGA repeat interruption in the UAS-i(CTG)480
transgene.
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By studying the expression levels of the predicted target
genes of miR-1, miR-7 and miR-10 in skeletal muscles from
DMI patients, we identified a total of 42 targets that were dys-
regulated, 41 of them being up-regulated and only 1 down-
regulated. The up-regulation of these targets is consistent
with a reduced degradation by their respective miRNA regula-
tors. qRT—PCR analysis confirmed this general trend, and
validated at least seven of these alterations in DM1 patients,
which had not been previously described to be triggered by
miRNA dysregulation. Affected genes did not fall into
related functional categories, but instead involved multiple
cellular processes. Moreover, miR-1, miR-7 and miR-10 down-
regulation could have an even higher impact on gene expres-
sion, if we take into consideration that these miRNAs might
also affect the translation of additional gene targets, without
affecting the levels of their messenger transcripts. Therefore,
our results highlight the wide number of cellular mechanisms
potentially affected by CTG-mediated disruption of miRNA
regulation.

A number of miRNAs found altered in DMI to date
are encoded in introns, thus suggesting a link between
pre-mRNA splicing and miRNA processing. Given that
splicing alterations are a hallmark of DMI, both defects
could have a common origin. In our study, two Drosophila
miRNAs affected by CTG expression, miR-1003 and
miR-1006, are miRtrons. The precursor intron of miR-1006
was completely spliced out both in control and in DM flies,
suggesting that miR-1006-reduced levels in CTG-expressing
flies do not originate from defects in the splicing regulation
of its host transcript, but would instead occur at a more down-
stream level. For miR-1003, we found that its precursor intron
is spliced out at higher levels in DM1 flies than in control indi-
viduals. However, mature miR-1003 levels are reduced in
DML flies. Increased levels of spliced-out miR-1003 precursor
could arise from a response mechanism triggered by the cells
to compensate for the reduced levels of mature miR-1003,
whereas the mature miRNA reduction itself would occur at
a downstream level. In this study, we have also found
altered miRNAs that belong to the same cluster (i.e. single-
transcription units containing several miRNAs regulated by
an upstream promoter) (35). In Drosophila, the pri-miRNA
levels of clusters miR-310-313 and miR-959—-964 were
reduced in CTG-expressing flies compared with controls. Add-
itionally, the levels of pri-miRNA for miR-7, but not for miR-1
or miR-10, were down-regulated in CTG-expressing flies and
in skeletal muscle of DM1 patients. Therefore, our results
demonstrate that pri-miRNA transcription/stability is involved
in at least part of the miRNA defects described in this work,
supporting the idea of different origins for miRNA dysregula-
tion in DMI.

In our DM1 model flies, the CTG-mediated reduction of
miR-1 seemed to be dependent on Mbl, as over-expression
of MbIC in CTG-expressing flies rescued miR-1 levels. More-
over, mbl silencing in a wild-type background caused a strong
reduction of miR-1. These results are consistent with previous
reports that described a direct implication of MBNLI in the
biogenesis of human miR-1 (21). In that study, the authors
reported that MBNL1 binds to a UGC motif located within
the loop of the pre-miRNA, facilitating the Dicer processing
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that generates the mature miR-1. According to this model,
MBNLI sequestration by CUG repeats would lead to a reduc-
tion of miR-1 levels in DM1, which the authors validated in
cardiac muscle from DM1 patients (2.1-fold reduction) (21),
and is consistent with our results in flies and DM1 muscle bi-
opsies. However, other reports have described a different situ-
ation for miR-1. When Perbellini et al. (30) measured miR-1
from biceps muscles of DM1 patients, a 1.9-fold up-regulation
of this miRNA, together with an increase in eight of its
predicted targets, was found. This difference may be explained
by the different types of muscles analyzed and/or their
use of controls with suspected neuromuscular disorders. Intri-
guingly, another recent study reported no changes in miR-1
levels in the vastus lateralis muscle of DM1 patients (22). It
is, therefore, possible that miR-1 dysregulation is particularly
sensitive to cellular contexts, which could include factors
such as the number of CTG repeats or the age of the patients.

In our experiments, mbl silencing also reduced miR-7 levels.
However, this reduction was weaker than that observed for
miR-1. Moreover, over-expression of MbIC did not rescue
the effect of CTG expansions on miR-7 levels. In our transdif-
ferentiation cell model, miR-7 levels were reduced both before
and after myogenesis, whereas miR-1 and miR-10 were only
significantly affected after differentiation. In addition, pri-
miRNA down-regulation occurred for miR-7, but not for
miR-1 or miR-10. These observations further suggest that
miR-7 alterations in DM1 occur via a different mechanism, al-
though further studies will be required to clarify the specific
factors involved in each case.

The different behavior of miR-1, miR-7 and miR-10 in the
presence of CTG expansions might translate into different
consequences to the homeostasis of the cells. The pathological
relevance of miRNA dysregulation in DMI is unclear, as
alterations previously described in miRNA levels could cor-
respond either to a response mechanism or to a pathogenic
consequence. Here we have shown that partial restoration of
miR-10 levels by over-expression of this miRNA in the Dros-
ophila muscles partially rescued the reduced lifespan pheno-
type of DMI1 flies. This demonstrates that miR-10
down-regulation contributes to CTG-mediated toxicity. On
the other hand, not all miRNA alterations triggered by CTG
expression seemed to have a phenotypic impact, as over-
expression of miR-1 or miR-7 did not rescue the CTG-induced
phenotype, and even reduced the survival of flies. For miR-7,
this effect could originate from additive toxicity, as miR-7
over-expression alone affected the lifespan of flies.
However, the case of miR-I is more intriguing, since this
miRNA was not toxic per se. Given that human MBNLI has
been described to bind to miR-1 directly, it would be possible
that the CTG-specific detrimental effect observed for miR-1
over-expression resulted from a sequestration of Drosophila
Mbl by excess of miR-1.

In summary, this study sheds light onto our understanding
of the molecular mechanisms behind gene expression dysregu-
lation in DM1 and CTG toxicity, providing a direct link
between miRNA dysregulation and RNA toxicity in DM,
identifying a number of mechanisms and predicted target
genes that are affected by CTG expansions and supporting
the pathogenic potential of at least part of them.
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MATERIALS AND METHODS
Drosophila stocks

yw and UAS-GFP strains were obtained from the Bloomington
Drosophila Stock Center (Indiana University). UAS-i(CTG)480
and Mhc-Gal4 flies were described in Garcia-Lopez et al. (2).
Briefly, UAS-i(CTG)480 flies expressed 480 synthetic CTG
repeats interrupted every 20 units by the CTCGA sequence
(Supplementary Material, Table S7). UAS-MbIC flies were
described in Garcia-Casado et al. (36). UAS-IR-mbl flies will
be described elsewhere (37). UAS-miR-1 flies were a gift
from Dr Sokol (Dartmouth Medical School, USA) (38).
UAS-miR-7 flies were a gift from Prof. Cohen (Institute of
Molecular and Cell Biology, Singapore, Singapore) (39).
UAS-miR-10 flies were a gift from Dr Gehrke (Stanford
University School of Medicine, USA) (40). Flies used for
SOLiD™ 3 sequencing were fed with commercial instant
Drosophila food (Carolina Biological Supply Company) in
order to avoid variations in home-made food. All crosses
were carried out at 25°C.

Small RNA library generation and next-generation
sequencing

Two biological replicates per genotype were used (control:
Mhc-Gal4/+; DM1: Mhe-Gal4> UAS-i(CTG)480), each of
which containing 50 Drosophila males of the same age
(2-day-old flies; state of muscle degeneration ~45%). Two
different DM1 lines were used (UAS-i(CTG)480 1.1 and
UAS-i(CTG)480 2.2) to rule out any transgene-specific effect
(Supplementary Material, Table S1). Total RNA was extracted
from each group and the small RNA fraction was enriched
using the miRVana kit (Ambion). Small RNA was run in
15% acrylamide:bisacrylamide 19:1 gels and the 15-30 nt
fraction was sliced out and eluted with 1 M NaCl overnight
at 4°C. Purification was carried out using the MEGAclear
Kit (Ambion). The quality of purified small RNAs (50 ng)
was analyzed by capillary electrophoresis (Agilent 2100 Bioa-
nalyzer). Libraries for SOLIiD™ 3 sequencing were prepared
following the manufacturer’s protocol (Small RNA Expression
Kit, Applied Biosystems), and two technical replicates were
conducted for UAS-i(CTG)480 1.1 and UAS-i(CTG)480 2.2
as a control of reproducibility (Supplementary Material,
Table S1). Briefly, small RNA samples (15 ng) were hybri-
dized and ligated overnight with the adapter mix, reverse-
transcribed and PCR-amplified (15 cycles). The primers used
in this PCR included a unique six-nucleotide barcode for
each sample. A single emulsion PCR reaction was used to
couple the barcoded libraries to P1l-coated beads as per the
standard Applied Biosystems protocol. After emulsion PCR,
template beads were enriched in a glycerol gradient and
deposited onto the surface of glass slides for SOLiD sequen-
cing. Sequencing was performed using 35 bp chemistry on a
version 3.0 SOLiD machine (SOLiD™ 3). Approximately
200 million of 35 nt reads were produced for all barcoded
samples.

Bioinformatic analysis

From the SOLiD™ 3 sequencing data, low-quality reads were
first removed from the data set (at least QV > 10 in the first 10
bases). Filtered reads were then mapped against the Drosoph-
ila melanogaster genome (version r5.23), using the software
Small_ RNA_Tool v0.5.0 (http://solidsoftwaretools.com/gf/)
and allowing up to two mismatches in the first 18 nt and up
to three mismatches in the entire read. A custom pipeline
was then used to select reads that mapped uniquely to a
point of the Drosophila genome, which represented the
usable sequence data. mirBase (version 13.0) and custom
scripts were applied in order to identify known miRNAs. Con-
taminations by protein-coding genes or other ncRNAs
(rRNAs, tRNAS, snoRNAs, etc.) were discarded from the
final data set. miRNA counts were normalized per million of
reads that mapped uniquely, in order to yield the relative tran-
script abundance in the original sample. Normalized miRNA
counts were used to analyze significant changes in expression
profiles between Mhc-Gal4>i(CTG)480 and Mhc-Gal4/+
flies, using the dCHIP Analysis Software. Non-agglomerative
hierarchical clustering was carried out using UPGMA
(unweighted pair group method with arithmetic mean) analysis
as previously reported (41). Statistically significant down- and
up-regulated miRNAs were obtained using an ANOVA test
with false discovery rate (FDR) correction (a = 0.05).

Northern blot

For each biological replicate, total RNA from 50 adult male
flies was extracted using Tri-Reagent (Sigma). The quality
of the RNA was analyzed by capillary electrophoresis. Ten
micrograms of total RNA was fractionated on a denaturing
15% polyacrylamide gel (7 M urea), electrotransferred to a
Hybond-N* membrane (Roche) and fixed by ultraviolet cross-
linking (1200 mJ). Membranes were probed with DIG-labeled
LNA probes (EXIQON) complementary to the mature
miRNAs or with 5'-DIG-labeled DNA probes (snoRNA U6,
loading control) (Supplementary Material, Table S8) at 52°C
overnight in hybridization buffer (36 mm Na,HPO,, 14 mm
NaH,PO,4, 1 mm EDTA and 7% SDS, pH 7.2). Anti-DIG-AP
Fab fragment (Roche) was incubated at 1:10000 for 1h at
room temperature. CDP-Star chemiluminescent substrate for
AP (Roche) was used for detection. Images were taken in an
ImageQuant LAS4000 (GE Healthcare). Quantification of
band intensity was carried out using the Imagel software.
Pairs of samples were compared using a two-tailed #-test
(a = 0.05), applying Welch’s correction when necessary.

qRT-PCR from flies

For each biological replicate, total RNA from 50 adult flies
was extracted using Trizol (Sigma). One microgram of RNA
was digested with DNasel (Invitrogen) and retrotranscribed
with SuperScriptll (Invitrogen), using random hexanucleo-
tides. For each biological replicate, qRT—PCR reactions
from 10 ng of ¢cDNA were carried out per triplicate using
SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems; Supple-
mentary Material, Table S8). tubulin§4B was used as the
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endogenous control. Thermal cycling was performed in an
ABi 7000 sequence detection system (Applied Biosystems).
Relative expression to the endogenous gene and the control
group was obtained by the 274G method. Pairs of samples
were compared using a two-tailed #-test (a = 0.05), applying
Welch’s correction when necessary.

Drosophila lifespan analysis

A total of 100—150 newly hatched flies per genotype were col-
lected, placed in tubes containing standard nutritive medium
and kept at 25°C. The number of deceases was scored on a
daily basis, and flies were transferred into fresh medium
every 3—4 days. Survival curves were obtained using the
Kaplan—Meier method, and statistical curve comparisons
were carried out according to the log-rank (Mantel—Cox)
test (a = 0.05).

DM1 patients and skeletal muscle biopsies

All biopsy specimens were taken after informed consent was
obtained. Muscle biopsies used for qRT—PCR studies were
collected at the University Hospital Donostia (San Sebastian,
Spain) and at the University Hospital La Fe (Valencia,
Spain), using institutionally approved protocols by an ethical
board. A detailed description on muscle type, sex, age and
number of repeats is provided in Supplementary Material,
Table S9. For the determination of the CTG repeat size,
genomic DNA isolated from peripheral blood leukocytes
(42) and Southern blots probed with 3> P-labeled cDNA25 or
PCR amplification of CTG-repeat regions (DM101 and
DM102 primers) (43—45) were performed. Muscle biopsies
used for the analysis of HUMAN EXON 1.0 ST arrays and
subsequent qRT—PCR validation of mRNA targets will be
published elsewhere.

qRT-PCR from human samples

Human muscle biopsies were homogenized in a Tissuelyser 11
(Qiagen), using QIAzol (Qiagen). RNA was then purified with
a QIAcube (Qiagen), and the small RNA fraction was enriched
using the miRNeasy Mini Kit (Qiagen). For mature miRNA
analysis, 40 ng of RNA from five DM1 patients and three con-
trols were used as a template for cDNA synthesis with
TagMan microRNAs RT (Applied Biosystems), following
the manufacturer’s recommendations. Twelve nanograms of
the cDNA template was then amplified per triplicate by
qRT-PCR, using specific stem—loop RT-type primers and
TaqMan miRNA probes (Applied Biosystems; Supplementary
Material, Table S8). qRT—PCRs assays were carried out in a
7900 HT Fast Thermal Cycler (Applied Biosystems) using
the SDS software (version 2.2.2.). sno-RNA RNU48 was
used as the endogenous control. For the analysis of human
pri-miRNA and mRNA target levels, 1 ug of RNA from six
DML patients and six healthy controls was used as a template
for cDNA synthesis (RETROscript® Kit; Applied Biosys-
tems). An amount of 20ng of the cDNA template was
then amplified per triplicate by qRT—PCR using SYBR
Green PCR Master Mix (Applied Biosystems; Supplementary
Material, Table S8). In this case, GADPH was used as
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the endogenous control. In all cases, relative expression to the
endogenous gene and the control group was obtained by the
224G method. Pairs of samples were compared using a two-
tailed r-test (o= 0.05), applying Welch’s correction when
necessary.

Cell culture and qRT—-PCR from transdifferentiated cells

Human fibroblasts were isolated from skin biopsies of a DM1
patient with 333 CTG repeats at the time of diagnosis (2010)
and healthy individuals (Supplementary Material, Materials
and Methods), after informed consent was obtained, according
to the guidelines of the Committee on the Use of Human Sub-
jects in Research of the Donostia Hospital (San Sebastian,
Spain). Fibroblasts were cultivated in DMEM (Invitrogen),
10% FBS (Invitrogen) and antibiotics, in humidified incuba-
tors at 37°C in 5% CO,. Transdifferentiation into myoblast-
like cells was induced by turning on the myogenic program,
using retroviral-mediated expression of murine MyoD under
the control of the Tet-on inducible construct (42). Transduc-
tion experiments using lentiviral vectors were performed over-
night in the presence of polybrene (4 mg/ml; Sigma-Aldrich),
and transduction efficiency was confirmed by MyoD imunos-
taining 1 day after inducing differentiation. More than 80% of
the cells expressed MyoD, using a multiplicity of infection
(MOI) of 20 without vector-associated cytotoxicity (not
shown). The lentiviral vector titer was determined by qRT—
PCR. To induce differentiation, cells in confluence were trans-
ferred to DMEM supplemented with 2% horse serum, 1%
penicillin/streptomycin, transferrin (100 pg/ml) and insulin
(10 pg/ml; Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA), and doxycy-
clin (2 pg/ml; Sigma-Aldrich) was added in the differentiation
medium. Before (day 0) and after (day 10) transdifferentiation
was induced, cells were collected, and RNA extracted with the
miRNeasy Mini Kit (Qiagen). qRT—PCR was performed using
specific stem—loop RT-type primers and TagMan miRNA
probes as described above and in Supplementary Material,
Table S8. Relative expression to the endogenous gene and to
the control group was obtained by the 27*2¢ method. Pairs
of samples were compared using a two-tailed r-test (a =
0.05), applying Welch’s correction when necessary.

SUPPLEMENTARY MATERIAL
Supplementary Material is available at HMG online.
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