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RESUMEN 

La distrofia miotónica tipo 1 (DM1) es una enfermedad genética rara, 

neuromuscular crónica y debilitante, de herencia autosómica dominante, 
expresividad variable y penetrancia elevada. La causa genética radica en una 

mutación dinámica que consiste en una expansión anormal del triplete CTG en la 
región 3’ no traducida (3’UTR) del gen DM1 protein kinase (DMPK, Entrez 1760), 

localizado citogenéticamente en la región cromosómica 19q13.3. Mientras que en 
las personas no afectadas el número de tripletes oscila entre 5 y 37 copias, los 
pacientes con DM1 presentan un número de copias superior a 50, llegando incluso a 

miles. Es el tipo de distrofia muscular más común en adultos con una prevalencia a 
nivel mundial de 1 por cada 8000 nacimientos. El espectro clínico que presentan los 

pacientes con DM1 es muy amplio y, por lo tanto, es característicamente 
considerada como una enfermedad multisistémica que afecta en su mayor parte a 

la musculatura esquelética pero también a diferentes sistemas como el 
cardiovascular, nervioso, respiratorio, ocular, digestivo o endocrino. Principalmente, 

los síntomas son neuromusculares incluyen debilidad muscular (miopatía) y rigidez 
muscular, dificultad para relajar los músculos (miotonía) y pérdida muscular 

progresiva (atrofia). La pérdida de masa muscular es uno de los síntomas más 
debilitantes en DM1, ya que en último término conduce a inmovilidad, problemas 

respiratorios, disartria, disfagia y muerte súbita prematura en fases avanzadas de la 
enfermedad. Por lo tanto, la disfunción muscular es uno de los principales 

contribuyentes a la mortalidad y morbilidad en DM1, y supone una reducción 
significativa de la esperanza de vida de los pacientes. Sin embargo, los mecanismos 
moleculares por los que los transcritos DMPK mutantes desencadenan degeneración 

y atrofia muscular no se conocen en profundidad. Por consiguiente, no existe una 
terapia específica para el tratamiento de este aspecto de la enfermedad y por lo 

tanto el desarrollo de una terapia contra la disfunción muscular es un problema 
médico de primer orden.  

Los mecanismos fisiopatológicos que subyacen a la DM1 son muy complejos, por 

lo que se han investigado diferentes propuestas para dilucidar la conexión entre las 
expansiones CUG y las manifestaciones clínicas. De entre todos los mecanismos 

propuestos, el efecto tóxico de "ganancia de función" de las expansiones parece ser 



la hipótesis más consolidada. Los transcritos DMPK que expresan las expansiones de 
repeticiones CUG desempeña una función tóxica formando horquillas que se 

agregan en forma de foci ribonucleares insolubles. Estas horquillas son capaces de 
secuestrar a diferentes proteínas de unión a RNA dentro del núcleo de células 

musculares y neurales, generando con ello falta de función de las mismas. Además, 
la expresión de las expansiones CUG patogénicas repercute de forma directa o 

indirecta en la actividad de otras proteínas que se encuentran aguas abajo. Entre las 
proteínas de unión a RNA secuestradas por las expansiones CUG se encuentran 

factores reguladores del splicing alternativo, principalmente Muscleblind-like 1 
(MBNL1; y su parálogo MBNL2). La falta de función de las proteínas MBNL contribuye 

en la aparición de uno de los rasgos moleculares distintivos de la DM1, la 
espliceopatía. Distintas observaciones sugieren que la disponibilidad críticamente 
limitada de proteínas MBNL es un contribuyente determinante al fenotipo final de la 

DM1. Asimismo, la sobreexpresión de Mbnl1 o MBNL1 en ratones modelo HSALR es 
bien tolerada en músculo esquelético, y rescata miotonía y alteraciones en el splicing 

alternativo típicas de DM1. Por lo tanto, estos resultados demuestran que potenciar 
los niveles endógenos de proteínas MBNL son una buena estrategia terapéutica. De 

hecho, se han descrito diferentes pequeñas moléculas que aumentan los niveles de 
MBNL o se ha probado a potenciar los niveles de MBNL1/2 endógenos mediante la 

modulación de miRNAs que regulen la síntesis de estas proteínas utilizando para ello 
anti-miRs contra miR-23b y miR-218, obteniendo resultados sorprendentes en 

cuanto a mejoras tanto a nivel molecular in vitro en miotubos DM1 como a nivel 
funcional y fisiológico in vivo en ratones modelo HSALR.  Junto con la alteración de las 

proteínas MBNL, otro regulador del splicing alternativo clave en el desarrollo 
muscular que se encuentra alterado en DM1 es CUG-BP Elav-like family member 1  

(CELF1). Concretamente, los niveles de CELF1 se encuentran aumentados en las 
células DM1 como resultado de la hiperfosforilación de la proteína mediada por la 
proteína quinasa C (PKC). Estas fosforilaciones provocan la estabilización de la 

proteína en los núcleos celulares llevando a una ganancia de función. El desequilibrio 
del balance de niveles/actividad entre MBNL1/CELF1 en DM1 provoca el 

mantenimiento, en un gran número de transcritos, de un patrón de exones 
alternativos fetales en lugar de los propios de adulto. Estos efectos a nivel molecular 

comprometen la correcta diferenciación y función del músculo esquelético y se han 



relacionado estrechamente con algunos de los síntomas musculares intrínsecos de 
la DM1. Además, otros factores reguladores del splicing alternativo se han descrito 

alterados en las células DM1, como por ejemplo la proteína Staufen-1 (STAU1) está 
aumentada en DM1 o la proteína de unión a RNA hnRNPA1, cuya expresión 

disminuye durante el desarrollo postnatal, pero en DM1 permanece aumentada y 
antagoniza la actividad de MBNL1. No obstante, también se han descrito 

alteraciones la regulación transcripcional, inhibición de la traducción, traducción no 
canónica asociada a repeticiones producida independientemente del codón de 

iniciación ATG (traducción RAN) que genera péptidos poli (Q) tóxicos, presencia de 
transcritos DM1 antisentido derivados de la región reguladora adyacente de SIX5 

que se convierten en siRNAs (DM1-AS), alteraciones en el uso de sitios alternativos 
de poliadenilación de diferentes mRNAs o desregulación en la biogénesis y 
estabilidad de miRNAs.   

A pesar de que en los últimos años se ha avanzado en el estudio de la alteración 
de diferentes factores que contribuyen a la pérdida de masa muscular y debilidad en 

DM1, no se conocen con exactitud las causas últimas que conducen a la disfunción 
muscular de la enfermedad.  Principalmente, la investigación de los mecanismos 
moleculares que conducen a la atrofia en DM1 se había centrado en relacionar la 

alteración en la inclusión de exones alternativos regulados por MBNL1 y CELF1 con 
los procesos de degradación muscular. Sin embargo, los defectos de splicing 

alternativo no explican de forma satisfactoria la pérdida de masa muscular, por lo 
que, en los últimos años han sugerido nuevas evidencias que apuntan a que otras 

cascadas de señalización alteradas juegan un papel importante en la patogénesis de 
la DM1, en parte al contribuir a la regulación deficiente de MBNL1 y CELF1, pero 

también al alterar múltiples procesos celulares que juegan su propio papel en la 
atrofia muscular. 

Diferentes estudios a partir de biopsias de músculo esquelético de pacientes con 

DM1 han demostrado la alteración de estos miomiRs en DM1 y su relación con la 
patología muscular. Utilizando un modelo de DM1 en mosca que expresa 480 

repeticiones CTG en músculo se demostró que 20 miRNAs estaban alterados, y en 
biopsias de músculo de pacientes con DM1 validaron los niveles reducidos de miR-1, 

miR-7 y miR-10. La repercusión de la desregulación de estos miRNAs se confirmó al 



observar un aumento significativo de sus dianas. En el caso de miR-7 se ha descrito 
que miR-7 es un regulador negativo directo de ATG4A y ATG7, genes implicados en 

autofagia. Aunque hasta el momento no se conocía la repercusión en el fenotipo 
muscular y las causas de los bajos niveles de miR-7. Uno de los mecanismos 

implicados en la regulación de miR-7 y su biogénesis es Musashi RNA binding protein 
2 (MSI2). MSI2 junto con Hu antigen R (HuR) forman un heterodímero, de tal forma 

que HuR asiste en el reconocimiento y unión de MSI2 al bucle C-terminal conservado 
(CTL) de pri-miR-7-1. El complejo pri-miR-7-1-MSI2-HuR favorece la estabilización del 

miRNA inmaduro y, en consecuencia, se impide la biogénesis de miR-7 maduro.  

Por otra parte, los principales mecanismos de degradación proteica, la autofagia y 
el UPS (sistema ubiquitina proteasoma), se han descrito sobreactivados en DM1. En 

el caso del UPS en ratones que expresan 45kb de la forma humana mutante DMPK o 
ratones DMSXL, se ha observado que presentan un aumento significativo de la 

actividad del UPS y de la expresión de genes como Murf1 o Fbxo32 (Atrogin-1), genes 
relacionados con la mayoría de los procesos atróficos. Con respecto a la autofagia, 

en cultivos primarios de músculo esquelético de DM1, se demostró una correlación 
positiva entre el tamaño de la expansión y los niveles de activación de apoptosis y 
autofagia. En células madre neurales de pacientes DM1 se observó proliferación 

reducida y aumento en autofagia asociada a la ruta mTOR.La hiperactivación de la 
autofagia debido a la inhibición de mTOR/S6K1 en respuesta al estrés metabólico se 

ha descrito en mioblastos fetales DM1. También se han descrito defectos en la 
regulación de la autofagia en los ratones HSALR modelo de DM1 en los cuales el 

tratamiento con fármacos cuya diana era la ruta AMPK/MTORC mejoró 
significativamente la función muscular. En un modelo de DM1 en Drosophila, se 

demostró que la autofagia se encuentra patológicamente activada en DM1 y que 
ésta podría ser una de las causas de la atrofia muscular. De la misma forma, se 

encontraron pruebas de la hiperactivación de la autofagia en DM1 tanto en biopsias 
musculares de pacientes como en una línea celular de fibroblastos de pacientes 

transdiferenciados a mioblastos que expresaba 1600 repeticiones CTG. Además, la 
inhibición genética de la autofagia, o la sobreexpresión de una de las isoformas de 

Muscleblind (Mbl C) fue suficiente para rescatar el fenotipo atrófico. Además, en 
biopsias de pacientes y mioblastos DM1 se observó un aumento de la expresión de 
genes y marcadores relacionados con el proceso. Congruente con estas 



observaciones, en un modelo de ratón que expresa de forma inducible 960 
repeticiones CUG en el músculo esquelético presenta miopatía, así como, defectos 

histopatológicos relacionados con degeneración muscular. Este modelo murino 
muestra una regulación positiva de las proteínas involucradas en la vía autofágica. 

Por consiguiente, la inhibición del proceso autofágico es una estrategia terapéutica 
potencialmente válida para evitar disfunción muscular de la enfermedad. No 

obstante, se desconocen de forma clara las causas del aumento patológico de este 
proceso. Algunos estudios sugieren que la falta de biodisponibilidad de MBNL1 

contribuye, al menos en parte, a la autofagia excesiva. No obstante, se ha dedicado 
relativamente poca atención en la búsqueda de estrategias terapéuticas dirigidas a 

reestablecer unos niveles basales de esta vía catabólica.  

La presente tesis doctoral incluye el resumen de los resultados más relevantes 
obtenidos en los tres artículos en los que soy co-primera autora en el primero de 

ellos y primera autora en el resto. La contribución por mi parte en los tres artículos 
ha sido máxima, tanto en la generación de hipótesis, a nivel experimental, análisis 

de resultados y también apoyo a la escritura. Observando en su totalidad los 
objetivos de los tres artículos, debido a que se ha dedicado relativamente poca 
atención en la búsqueda de estrategias terapéuticas dirigidas a reestablecer unos 

niveles basales de autofagia y a entender las causas moleculares que conducen a la 
hiperactivación de esta vía catabólica en DM1, en este trabajo se exploran dos 

aproximaciones alternativas. Por una parte, la inhibición de la autofagia mediante el 
uso de un anti-autofágico bien caracterizado, la cloroquina (CQ) y, por otra parte, el 

restablecimiento de los niveles de miR-7 como posible regulador clave de la actividad 
autofágica en DM1, dentro del concepto de modulación terapéutica de la expresión 

génica (TGM). Además, proponemos el estudio de la posible implicación de la 
disminución de miR-7 sobre la hiperactivación de la autofagia en DM1 en un modelo 

celular, a través de la modulación de sus niveles por medio de la utilización de un 
mimético o un anti-miR. Esta estrategia también ayudará a obtener una prueba de 

concepto basada en el aumento de los niveles de miR-7 como terapia anti-atrófica 
en DM1. Finalmente, indagamos en las causas moleculares por las que miR-7 podría 

estar disminuido en DM1 con el objetivo de definir nuevas dianas terapéuticas 
contra la pérdida de masa muscular característica de la enfermedad, centrando la 
atención en MSI2.  



En el primer artículo (Ariadna Bargiela, Maria Sabater-Arcis, Jorge Espinosa-
Espinosa, Miren Zulaica, Adolfo Lopez de Munain, Ruben Artero. 2019. “Increased 

Muscleblind levels by chloroquine treatment improve myotonic dystrophy type 1 
phenotypes in in vitro and in vivo models”. Proc Natl Acad Sci U S A. 116(50):25203-

25213), en base a las observaciones previas que demostraban en un modelo de DM1 
en Drosophila y modelos celulares que la hiperactivación de la autofagia es 

responsable, al menos en parte, del fenotipo de degeneración muscular y atrofia en 
DM1 y la inhibición genética de este proceso restaura la masa muscular y la función 

en Drosophila se hipotetizó que fármacos inhibidores de la autofagia podrían 
rescatar la atrofia muscular in vivo. La cloroquina (CQ) es un potente inhibidor de la 

autofagia que actúa bloqueando la fusión de los autofagosoma con los lisosomas. En 
el presente artículo se ratificó la implicación de la alteración de la autofagia en la 
disfunción muscular en DM1 mediante el bloqueo de este proceso con el anti-

autofágico CQ.  El tratamiento con CQ mejoró diferentes fenotipos relacionados con 
la DM1 a nivel molecular, celular y fisiológico in vitro en miotubos DM1 e in vivo en 

un modelo de DM1 en Drosophila y en ratones HSALR. Concretamente, a nivel 
molecular y celular, en miotubos DM1 la CQ mejoró significativamente el índice de 

fusión a todas las concentraciones probadas, pero no tuvo un efecto sobre el 
diámetro de los miotubos, sugiriendo que la inhibición de la autofagia mejora, en 

parte, la capacidad de fusión de las células DM1. Además, mediante RNA-seq se 
demostró que el tratamiento con CQ en miotubos DM1 rescataba de la expresión de 

genes relacionados con la enfermedad al tratar los miotubos DM1 con CQ a 0,1 y 10 
μM de forma dependiente de dosis, y los procesos biológicos rescatados estaban 

implicados en la homeostasis del músculo. En cuanto a los rescates funcionales y 
fisiológicos en los dos modelos in vivo, en moscas modelo, CQ mejoró de forma 

significativa el área de los músculos indirectos del vuelo (IFMs). Para comprobar si el 
rescate de la atrofia muscular con la CQ se correlacionaba con una mejora funcional 
en las moscas DM1, se realizaron ensayos de escalada y vuelo, obteniendo una 

mejora significativa en la actividad locomotora. Asimismo, el tratamiento con CQ fue 
suficiente para rescatar la supervivencia media de las moscas DM1 y en el caso de la 

concentración más baja de CQ probada, 10 μM, las moscas extendieron la esperanza 
de vida máxima. En el caso de los ratones HSALR  a las dos concentraciones probadas 

disminuyó el número de núcleos centrales y a nivel funcional, rescató de forma 



notoria y significativa la debilidad muscular medida por una parte mediante la 
prueba de fuerza de agarre normalizada al peso y la miotonía. En conjunto, fenotipos 

que previamente se había demostrado que dependían de los niveles de Muscleblind. 
Concomitante, se descubrió que el bloqueo de la autofagia aumenta la 

biodisponibilidad de MBNL1/2, y ese aumento es funcional puesto que rescatan la 
inclusión de diferentes exones alternativos alterados en la enfermedad y regulados 

por MBNL1/2 en los tres modelos estudiados. También se cuantificó la colocalización 
entre la señal de MBNL1 o 2 y los lisosomas (tinción con Lysotracker), observando 

una reducción drástica después del tratamiento con CQ, lo que demostró que la CQ 
promueve la liberación de MBNL de la vía autofágica, evitando así su degradación y 

consecuentemente, aumentando su biodisponibilidad. Adicionalmente, se indujo 
aún más la autofagia en miotubos DM1 con metformina (mtf) obteniendo una 
disminución dramática en los niveles de MBNL1/2 y consecuente potenciación 

patológica en el análisis de exones alternativos regulados por MBNL1/2, así como 
disminución de la capacidad de fusión. Estos resultados refuerzan la idea de que los 

efectos terapéuticos observados tras el tratamiento con CQ están mediados, en 
parte, por los niveles de MBNL a través de la modulación de la autofagia. En 

conjunto, estos resultados validan el potencial de la CQ como fármaco para suprimir 
la disfunción muscular en DM1.  

En el segundo artículo (Maria Sabater-Arcis, Ariadna Bargiela, Denis Furling, Ruben 

Artero. 2020. “miR-7 Restores Phenotypes in Myotonic Dystrophy Muscle Cells by 
Repressing Hyperactivated Autophagy”. Mol Ther Nucleic Acids. 19:278-292), una 

vez validado en el primer artículo que la hiperactivación de la autofagia contribuye 
de forma relevante a la disfunción muscular en la DM1 y que su inhibición es 

suficiente para rescatar in vivo el fenotipo muscular, los esfuerzos se centraron en 
encontrar factores implicados en la desregulación de esta vía catabólica. Estudios 

previos demostraban que miR-7 estaba regulado negativamente en un modelo de 
DM1 en Drosophila y en biopsias musculares de pacientes. Asimismo, la expresión 

de ATG4A, una diana de este miRNA estaba aumentada significativamente en 
biopsias de pacientes con DM1 y, se había descrito que miR-7 reprime la autofagia 

mediante la regulación positiva de la señalización de mTOR y la inhibición directa de 
algunos genes de autofagia como ATG4A y ATG7. En este artículo, en primer lugar, 
para comprobar la relevancia de la disminución de miR-7 en los fenotipos musculares 



de DM1, se utilizó la información existente de la base de datos DMseq y se 
correlacionó los niveles de expresión de 15 dianas confirmadas de miR-7 con datos 

de fuerza de dorsiflexión del tobillo de estos pacientes. Del total de 15 dianas, se 
correlacionaron con los datos de fuerza y los resultados mostraron que 11 de ellas 

presentaban una correlación negativa estadísticamente significativa, demostrando 
que los bajos niveles de miR-7 en DM1 podrían repercutir en la fuerza muscular, la 

cual está íntimamente relacionada con la debilidad y atrofia muscular. En segundo 
lugar, corroboramos que miR-7 está disminuido en miotubos DM1. A continuación, 

a través de la modulación de miR-7 con un mimético o un antagonista en miotubos 
DM1 o sanos, respectivamente, demostramos que el restablecimiento de los niveles 

de miR-7 fue suficiente para reprimir marcadores de autofagia y atrofia muscular, así 
como para rescatar defectos de fusión de los miotubos. Por el contrario, el bloqueo 
de miR-7 en miotubos control fue suficiente para provocar la aparición de fenotipos 

tipo DM1. Además, los efectos observados fueron independientes de MBNL1, ya que 
la modulación de miR-7 tanto en miotubos sanos o DM1 no tuvo ningún efecto sobre 

los niveles de MBNL1 ni en ninguno de los splicings alternativos alterados en DM1 y 
regulados por estas proteínas. Estos resultados sugieren que miR-7 actúa por debajo 

o en paralelo con MBNL1 en la vía de patogénesis de la enfermedad. En el caso 
concreto del índice de fusión, la restauración de los niveles del miR-7 con el agomiR-

7 en miotubos DM1 fue suficiente para rescatar este fenotipo de forma dependiente 
de dosis. Además, la disminución de los niveles de miR-7 con el antagomiR-7 llevó a 

una drástica reducción en el índice de fusión de los miotubos sanos, de forma similar 
al fenotipo observado en DM1. En cuanto al diámetro, el aumento de miR-7 en 

miotubos DM1 no tuvo ningún efecto. Por el contrario, la reducción de miR-7 en 
células sanas disminuyó significativamente el diámetro de las células sanas, de forma 

dependiente de dosis. En conjunto, estos resultados sugieren que miR-7 es necesario 
para la fusión de los mioblastos y el aumento de su tamaño, pero el suplemento de 
miR-7 solo es suficiente para mejorar el fenotipo de fusión celular en DM1. También 

se moduló los niveles de miR-7 mediante la administración de un antagomiR o 
agomiR en mioblastos primarios aislados de los músculos esqueléticos de diafragma 

y gastrocnemio de ratones controles sanos (WT) y DM1 (HSALR) de 4,5 meses de 
edad, con el fin de probar la implicación de miR-7 en la capacidad de fusión de los 

mioblastos. No se observó una disminución del miRNA en los músculos analizados. 



El tratamiento con antagomiR-7 en mioblastos WT fue suficiente para reducir 
significativamente el índice de fusión. De forma análoga, el rescate del fenotipo fue 

significativo al reponer miR-7 con el agomiR en mioblastos HSALR del diafragma y el 
gastrocnemio. Adicionalmente, se trataron mioblastos HSALR con antagomiR-7, 

cuantificando una clara reducción en el índice de fusión. Estos resultados refuerzan 
la idea de que la falta de miR-7 en DM1 es responsable en parte de los defectos en 

la capacidad de fusión de los mioblastos y, por ende, está relacionada con la 
disfunción muscular de la enfermedad. 

Por último, en el tercer artículo (Maria Sabater-Arcis, Ariadna Bargiela, Nerea 

Moreno, Javier Poyatos-Garcia, Juan J Vilchez, Ruben Artero. 2021. “Musashi-2 
contributes to myotonic dystrophy muscle dysfunction by promoting excessive 

autophagy through miR-7 biogenesis repression". Mol Ther Nucleic Acids. 25:652-
667), describimos por primera la sobreexpresión de MSI2 en DM1. Se identificó que 

MSI2 está sobreexpresado a nivel de transcrito y proteína en diferentes líneas de 
mioblastos y biopsias de músculo esquelético derivadas de pacientes con DM1. 

Reforzando la hipótesis de que unos altos niveles de MSI2 en DM1 inhiben la 
biogénesis de miR-7 lo cual desemboca en una reducción en los niveles de miR-7 
maduro, se confirmó en las biopsias de músculo de pacientes con DM1 una 

correlación de Pearson (r) negativa y significativa entre MSI2 y miR-7. Para confirmar 
la sobreexpresión de MSI2 en DM1 y la relevancia de dicha alteración en el fenotipo 

muscular de la enfermedad, se recurrió a la base de datos DMseq. MSI2 estaba 
sobreexpresado significativamente (más del 35%) en pacientes con DM1 y sus 

niveles, se correlacionaron negativa y significativamente con la fuerza de la 
dorsiflexión del tobillo, un fenotipo relacionado directamente con la debilidad y 

atrofia muscular al igual que lo obtenido para las dianas de miR-7. MSI2, junto con 
HuR, regulan negativamente la biogénesis de miR-7, por lo que mediante diferentes 

estrategias de silenciamiento de genes (siRNAs y gapmers) o la molécula pequeña Ro 
08-2750 demostramos que la reducción de los niveles o actividad de MSI2 aumenta 

la expresión de miR-7, rescata la capacidad de fusión de los mioblastos, reprime la 
autofagia excesiva y regula negativamente los genes relacionados con la atrofia del 

sistema UPS. Asimismo, con las tres estrategias se analizó la expresión de dos dianas 
directas de MSI2. Por un lado, P21, cuya expresión está regulada negativamente por 
MSI2 y, por el otro lado TGFBR1, que por el contrario se ha demostrado que MSI2 



potencia su expresión. La expresión de ambas dianas se observó alterada en 
miotubos DM1, y la reducción de MSI2 moduló la expresión de ambos genes.  

Anteriormente, demostramos que la restauración de los niveles de miR-7 era 
suficiente para rescatar el índice de fusión, por lo que se estudió la contribución de 

MSI2 a este fenotipo, así como el efecto sobre el tamaño de los miotubos, después 
de reducir los niveles de MSI2 con las diferentes estrategias de silenciamiento de 

MSI2. La cuantificación de ambos parámetros mostró que la reducción de los 
niveles/actividad de MSI2 en miotubos DM1 rescató significativamente el índice de 

fusión. A diferencia de los estudios anteriores con el agomiR-7, el diámetro de los 
miotubos también se rescató de forma significativa pero solo al reducir los niveles 

de MSI2 con los dos ASOs, corroborando que la reducción de MSI2, vía aumento de 
miR-7, mejora fenotipos relacionados con disfunción muscular. Además, el 
silenciamiento de MSI2 con los gapmers fue suficiente para potenciar los niveles de 

MBNL1. Todas estas observaciones sugieren de forma clara que MSI2 regula a miR-
7 y que el silenciamiento de MSI2 mediante la utilización de siRNA o ASOs lleva a un 

aumento en los niveles de miR-7 que tiene un efecto positivo en los miotubos DM1, 
reestableciendo unos niveles basales del fujo autofágico y de diferentes marcadores 

implicados en el proceso atrófico en DM1. También se validaron los resultados, en 
una línea de mioblastos inmortalizados y dos líneas de mioblastos primarios DM1 

(DM1-14 y DM1-16) procedentes de dos de las biopsias tratadas con con Ro a 10 μM. 
En conjunto, los resultados en los diferentes modelos celulares de DM1 y las 

diferentes estrategias utilizadas para reducir los niveles de MSI2 validan que MSI2 
representa una diana terapéutica potencial para tratar la disfunción muscular en 

DM1 y evidencian, de forma robusta, la implicación de la vía MSI2-miR-7-autofagia 
en la disfunción muscular en DM1. 

En conclusión, los tres artículos publicados y recopilados en el presente trabajo 

demuestran en primer lugar que la hiperactivación de la autofagia contribuye al 
fenotipo de disfunción muscular en DM1, y su bloqueo con CQ supone un nuevo 

mecanismo mediante el cual aumentar la biodisponibilidad de las proteínas MBNL 1 
y 2. En segundo lugar, miR-7 juega un papel crucial en la regulación negativa de la 

vía autofágica, y otras vías relacionadas con la atrofia, como el UPS, en DM1. 
Además, miR-7 es necesario tanto para la fusión como para el crecimiento de los 
miotubos DM1. Sin embargo, el aumento de miR-7 es suficiente para rescatar 



significativamente solo el índice de fusión. Finalmente, la regulación al alza de MSI2 
en DM1 podría ser una de las causas que contribuyen a la regulación negativa de 

miR-7 en DM1 y, por ende, a la sobreactivación de la autofagia y a la atrofia muscular 
característica de la enfermedad. Además, la reducción de los niveles o la actividad 

de MSI2 es suficiente para aumentar significativamente los niveles de miR-7, y 
consecuentemente o por otras vías independientes, reprimir la autofagia excesiva y 

la expresión de genes relacionados con la atrofia del sistema UPS, así como, 
aumentar los niveles de MBNL y regular otras vías de forma independiente de miR-

7, como P21 y TGFBR1. En conjunto, los resultados obtenidos abren la puerta al 
estudio del eje MSI2-miR-7-autofagia como enfoque terapéutico válido para tratar 

la disfunción muscular en la DM1.  
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1. Distrofia Miotónica tipo 1 

En 1909, el médico alemán Hans Steinert y su grupo describieron por primera vez 
la forma clásica de distrofia miotónica o también llamada enfermedad de Steinert 

(DM1; OMIM #160900) (Steinert, 1909). La DM1 es una enfermedad genética rara de 
herencia autosómica dominante, expresividad variable y penetrancia elevada. A 

pesar de ser una enfermedad rara, es el tipo de distrofia muscular más común en 
adultos, con una prevalencia de entre 1/2100 y 1/8000 (247.000-92.600 afectados en 

Europa; Ashizawa et al., 2018; Johnson et al., 2021).  Sin embargo, dada la existencia 
de variantes subclínicas y dependiendo de la población de estudio, la prevalencia 

varía significativamente. 

1.1 Aspectos clínicos e histopatológicos 

La causa genética de la enfermedad radica en una mutación dinámica que consiste 
en una expansión anormal del triplete CTG en la región 3’ no traducida (3’UTR) del 
gen DM1 protein kinase (DMPK, Entrez 1760), localizado citogenéticamente en la 

región cromosómica 19q13.3 (Brook et al., 1992; M. Mahadevan et al., 1992). 
Mientras que en las personas no afectadas el número de tripletes oscila entre 5 y 35, 

los pacientes con DM1 presentan un número de repeticiones superior a 50, llegando 
incluso a miles (Ashizawa & Sarkar, 2011; Savić Pavićević et al., 2013) (Fig. I-1). En 

sangre de pacientes con DM1, se ha correlacionado el número de tripletes CTG con 
la gravedad de los síntomas, así como, con la edad de inicio. En base a estas 

observaciones, los pacientes con DM1 se han clasificado en tres categorías 
fenotípicas, presentando cada grupo unas características clínicas diferentes: 

asintomática o premutación, clásica y congénita (Tabla Fig. I-1). De esta forma, el 
rango de repeticiones comprendido entre 38 y 50 es considerado como alelos 

premutados y las personas portadoras son asintomáticas. En el extremo opuesto, 
están las personas que presentan un número de repeticiones superior a 1000 

unidades donde la enfermedad se manifiesta desde el nacimiento presentando, por 
tanto, un fenotipo congénito. En este tipo de DM1, los síntomas son graves 
caracterizándose la hipotonía, un daño intelectual avanzado, y muy destacable, la 

gran frecuencia de insuficiencia y fallo cardíaco que lleva a la muerte de alrededor 
del 30% de los pacientes en el periodo neonatal (Echenne & Bassez, 2013). 
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Finalmente, existe la DM1 clásica que engloba aquellas personas que expresan entre 
50 y 1000 CTG. Este grupo se puede subdividir según la edad de inicio, como se detalla 

en la tabla de la figura 2, en infantil, juvenil, adulta y tardía (de Antonio et al., 2016). 
El grupo de inicio tardío presenta entre 51 y 100 repeticiones las cuales son 

consideradas protomutaciones por lo que la aparición de los síntomas suele ser a 
partir de los 40 años y los síntomas no suelen ser graves. El subtipo mejor 

caracterizado y predominante es la forma de inicio adulto en la que la edad de 
aparición oscila entre los 20-40 años y presenta una prevalencia muy variable de 

entre 0.5 y 18.1 por cada 100.000 personas (Theadom et al., 2016).  

 

 

Figura I-1. Esquema representativo de la localización genómica de la 
mutación causante de la DM1 y de los diferentes subtipos de pacientes según 
número de repeticiones CTG. (Parte superior) Se representa el contexto 
genómico en el que se encuentra localizado cromosómicamente la mutación 
genética causante de la DM1. El gen DMPK (caja roja claro) contiene en el exón 
15 (caja azul) un microsatélite inestable con la secuencia CTG en la región 3’UTR 
que en condiciones no patológicas presentan un número menor de 38 
repeticiones CTG. En condiciones patológicas el número de repeticiones CTG 
es mayor de 50. 
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Los pacientes con DM1 que desarrollan la enfermedad en la edad adulta pueden 
quedar físicamente discapacitados y presentan una esperanza de vida reducida, 

principalmente por causas respiratorias o cardíacas, siendo más acusado el efecto, 
cuanto más temprana es la edad de manifestación de los síntomas. La mayoría de los 
síntomas son neuromusculares e incluyen debilidad muscular (miopatía) y rigidez 

muscular, dificultad para relajar los músculos (miotonía) y pérdida muscular 
progresiva (atrofia). La debilidad muscular y atrofia afectan principalmente a la 

musculatura distal lo que genera dificultad para realizar tareas que requieren una 
destreza fina de las manos y el pie caído, que incapacitan a los pacientes para llevar 

a cabo tareas cotidianas. También se manifiesta en la musculatura respiratoria 
causando insuficiencia respiratoria, disartria y disfagia. Sin embargo, la DM1 presenta 

un espectro clínico muy amplio y, por lo tanto, es característicamente considerada 
como una enfermedad multisistémica que afecta a otros sistemas como el 

cardiovascular, nervioso, respiratorio, ocular, digestivo o endocrino (Fig. I-2 A) (Smith 
& Gutmann, 2016). La disfunción respiratoria, es la causa más común de muerte en 

pacientes con DM1. Concretamente, la tasa de mortalidad por insuficiencia 
respiratoria oscila entre el 51 y el 76 %, especialmente en la forma congénita. La 

etiología de la disfunción respiratoria es compleja ya que combina disfunción 
respiratoria periférica (atrofia, debilidad muscular y miotonía) y del impulso 
respiratorio central, así como disfunción de los músculos de las vías respiratorias 

superiores (apnea obstructiva del sueño), junto con alto riesgo de infecciones 
pulmonares (Rossi et al., 2019). 

A nivel histopatológico, la DM1 presenta unos rasgos característicos que son 
suficientes para distinguirla de otras distrofias musculares. En biopsias de músculo 
esquelético se ha observado desde las etapas más tempranas de la enfermedad un 

Según el número de repeticiones CTG que presenten los pacientes DM1, se 
clasifican en diferentes grupos (Parte inferior, Tabla). Se ha correlacionado de 
forma negativa el tamaño de las expansiones CTG con la esperanza de vida. 
Existe una parte de la población que son asintomáticos (Población de riesgo) y 
se les considera que son portadores de alelos premutados ya que presentan 
entre 38 y 50 repeticiones CTG. Flanqueando al gen DMPK se encuentran los 
genes DMDW y SIX5 (caja morada y rosa, respectivamente).  Imagen hecha en 
Biorender.com. 
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marcado aumento de núcleos centrales, variabilidad en el diámetro de las fibras 
musculares (de menos de 10 μm a más de 100 μm) junto con un aumento y forma 

irregular de los mionúcleos. Con el avance de la enfermedad, se hacen más evidentes 
la presencia de grupos nucleares picnóticos, fibras anulares, rotura de fibras, 

presencia de vacuolas en las fibras, fibras con áreas basófilas periféricas 
regenerativas, y atrofia predominantemente de las fibras tipo 1. Aunque se han 

estudiado en menor medida, también son características en la DM1 la presencia de 
masas sarcoplásmicas, la fibrosis, la infiltración de tejido adiposo, un mayor número 

de fibras musculares intrafusales, deposición de colágeno, y la desorganización de las 
bandas Z y de las estructuras de los sarcómeros (Fig. I-2 C, D, E). Asimismo, a nivel de 

músculo cardíaco y sistema nervioso central también se ha observado en los 
pacientes agrandamiento de los ventrículos, degeneración vascular o pérdida de 
neuronas (Meola & Cardani, 2015; Thomas et al., 2018; Thornton, 2014).  

A pesar de las correlaciones genotipo/fenotipo que se han establecido, el número 
de repeticiones puede ser variable incluso entre miembros de una familia. De hecho, 

la longitud de la repetición por sí sola no puede explicar la variabilidad de la 
enfermedad, ya que las expansiones de repeticiones CTG son inestables y su longitud 
está relacionada con dicha inestabilidad tanto en células germinales como somáticas. 

Por una parte, la inestabilidad de las células germinales da como resultado una 
variación intergeneracional del número de repeticiones y es el principal factor 

determinante del característico fenómeno de anticipación genética descrito en DM1, 
es decir, un aumento en la longitud de las expansiones CTG en la descendencia, en 

paralelo con una edad de aparición más temprana y síntomas de la enfermedad más 
graves en comparación con sus padres (Jansen et al., 1994; Redman et al., 1993; 

Temmerman et al., 2004). No obstante, es importante destacar que en 
aproximadamente un 6,4 % de las transmisiones de las repeticiones CTG de padres a 

hijos, se han observado fenómenos de contracción intergeneracional del número de 
repeticiones (Puymirat et al., 2009). También se ha descrito que la herencia materna 

da como resultado características clínicas más graves que la herencia paterna 
(Martorell et al., 2007). Por otra parte, a nivel de células somáticas, la inestabilidad 

de las repeticiones CTG se evidencia a través del mosaicismo genético durante la 
mitosis. Este mosaicismo provoca una variabilidad del número de repeticiones 
específica de tejido, o incluso dentro del mismo tejido, que irá aumentando a lo largo 
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de la vida del individuo y, por consiguiente, puede llevar a un empeoramiento de los 
síntomas (Ishii et al., 1996; Morales et al., 2012; Thornton et al., 1994). 
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1.2 Mecanismo de patogénesis 

Los mecanismos fisiopatológicos que subyacen a la DM1 son muy complejos, por lo 
que se han investigado diferentes propuestas para dilucidar la conexión entre las 

expansiones CUG y las manifestaciones clínicas (S. Reddy et al., 1996; Sarkar et al., 
2000). Sin embargo, a pesar de que los mecanismos de patogénesis propuestos no 

son excluyentes y pueden participar en la aparición de síntomas en pacientes, la 
toxicidad mediada por las repeticiones CUG per se, parece contribuir de manera más 
notable a la degeneración multisistémica observada en DM1. Las primeras evidencias 

que avalaron esta idea se describieron en Drosophila y células DM1 donde se 
demostró que la acumulación de transcritos DMPK mutantes en el núcleo llevaba al 

secuestro de proteínas y en consecuencia a efectos deletéreos en la diferenciación 
celular (Miller et al., 2000). Además, los ratones HSALR  donde la expresión de las 

repeticiones se da en un contexto génico independiente de DMPK, manifiestan 
miopatía, miotonía, defectos de splicing, entre otros síntomas (Mankodi et al., 2000). 

En resumen, presentan un fenotipo multisistémico lo que demuestra que la expresión 
de las expansiones CUG en un rango patológico no son solo necesarias sino también 

suficientes para reproducir fenotipos de DM1. En conjunto, estas observaciones 
llegaron a proponer un mecanismo de patogénesis en el que las expansiones CUG 

una vez transcritas a RNA ejercen un efecto tóxico de "ganancia de función". Esta 
hipótesis se ha corroborado en modelos de la enfermedad en C. elegans, Drosophila 

y pez cebra (K.-Y. Chen et al., 2007; de Haro et al., 2006; Garcia-Lopez et al., 2008; 
Todd et al., 2013).  

En músculo esquelético, corazón y cerebro de pacientes con DM1, los transcritos 

DMPK mutantes quedan retenidos en el núcleo celular en forma de agregados 
microscópicamente visibles conocidos como foci ribonucleares (Pettersson et al., 

Figura I-2. Aspectos clínicos e histopatológicos de la DM1. (A) Principales 
afectaciones clínicas multisistémicas de la DM1. (B-D) Secciones de músculo 
esquelético teñidas con hematoxilina-eosina de un control sano (B) y de 
diferentes pacientes DM1. Concretamente, se muestran los primeros cambios (C) 
y en fases más avanzadas de la enfermedad (D-E). Las secciones están modificadas 
de la web https://neuromuscular.wustl.edu. Imagen hecha en Biorender.com y 
adaptada de (LoRusso et al., 2018). 
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2015). Las expansiones CUG se pliegan en forma de estructura en horquilla 
“imperfecta” (con desapareamientos “U-U”) cuya estabilidad es mayor cuando los 

RNAs presentan repeticiones en el rango patogénico.  Estos agregados de RNA son 
capaces de unir y secuestrar a proteínas de unión a RNA de doble cadena. En 

consecuencia, estas proteínas dejan de estar presentes en sus localizaciones 
subcelulares y su función se ve alterada. Además del secuestro de proteínas, la 

expresión de las expansiones CUG patogénicas repercute de forma directa o indirecta 
en la actividad de otras proteínas que se encuentran aguas abajo. Todo ello, lleva a 

plantear un mecanismo de patogénesis muy complejo que se traduce a nivel 
fenotípico en las manifestaciones multisistémicas características de DM1. Entre las 

funciones alteradas como consecuencia de las expansiones CUG se incluyen: la 
regulación del splicing alternativo (Du et al., 2010; Ho et al., 2005), alteración de la 
regulación transcripcional (Kalsotra et al., 2014; Osborne et al., 2009), inhibición de 

la traducción como consecuencia de la activación de diferentes vías de estrés celular 
(Huichalaf et al., 2010), traducción no canónica asociada a repeticiones producida 

independientemente del codón de iniciación ATG (traducción RAN) que genera 
péptidos poli (Q) tóxicos (Zu et al., 2011), presencia de transcritos DM1 antisentido 

derivados de la región reguladora adyacente de SIX5 que se convierten en siRNAs 
(DM1-AS) (Koehorst et al., 2021), alteraciones en el uso de sitios alternativos de 

poliadenilación de diferentes mRNAs (Batra et al., 2014) o desregulación en la 
biogénesis y estabilidad de miRNAs (Cappella et al., 2018; Cerro-Herreros et al., 2018; 

Fernandez-Costa et al., 2013; Kalsotra et al., 2014; Koehorst et al., 2020; Rau et al., 
2011; Shen et al., 2020). 

1.2.1 Alteración de factores de splicing alternativo y espliceopatía 

La espliceopatía es uno de los rasgos moleculares distintivos de la DM1. Durante el 
desarrollo del tejido muscular sano, se produce un cambio del patrón de inclusión de 

exones alternativos mediado principalmente por las proteínas de unión a RNA 
Muscleblind-like 1-3 (MBNL 1-3) y CUG-BP Elav-like family member 1 (CELF1). 

Concretamente, los niveles de MBNL1 están reducidos durante las primeras etapas 
embrionarias y aumentan durante el desarrollo, favoreciendo la expresión de 

isoformas adultas. Por el contrario, la expresión de CELF1 sigue un patrón opuesto, 
por lo que su expresión es importante durante las primeras etapas del desarrollo 



-Introducción general- 
 

14 
 

embrionario favoreciendo la inclusión de exones alternativos (Lin et al., 2006). Como 
ya se ha mencionado anteriormente, entre los reguladores de splicing secuestrados 

por las expansiones CUG están las proteínas MBNL. Su secuestro en el núcleo provoca 
una falta de función parcial de las mismas (Lin et al., 2006). Concomitantemente, los 

niveles de CELF1 se encuentran aumentados en las células DM1 como resultado de la 
hiperfosforilación de la proteína mediada por la proteína quinasa C (PKC). Estas 

fosforilaciones provocan la estabilización de la proteína en los núcleos celulares 
llevando a una ganancia de función (Kuyumcu-Martinez et al., 2007; Salisbury et al., 

2008; L. Timchenko, 2013). El desequilibrio del balance de niveles/actividad entre 
MBNL1/CELF1 en DM1 impide la transición fetal a adulto de un gran número de 

transcritos, resultando en un mantenimiento de exones alternativos fetales en tejidos 
adultos (Du et al., 2010; Ho et al., 2004; Lin et al., 2006). 

A pesar de que el desequilibrio entre MBNL1 y CELF1 explica la alteración de un 

amplio número de eventos de splicing en DM1 y, por lo tanto, ha suscitado interés 
científico durante mucho tiempo, es poco probable que la presentación fenotípica 

sea causada de forma exclusiva por esos dos factores, ya que la espliceopatía es 
considerada la base de la enfermedad. Se han identificado otros factores reguladores 
del splicing alternativo alterados en las células DM1. Por ejemplo, de la misma forma 

que CELF1, la proteína Staufen-1 (STAU1) está aumentada en músculo esquelético de 
pacientes con DM1 o la proteína de unión a RNA hnRNPA1, cuya expresión disminuye 

durante el desarrollo postnatal, pero en DM1 permanece aumentada y antagoniza la 
actividad de MBNL1 (Bondy-Chorney et al., 2016; Li et al., 2020).  

En el contexto de alteraciones en el splicing alternativo que provocan la presencia 

de exones alternativos fetales de algunos transcritos en tejidos adultos y, son debidas 
al desequilibrio MBNL1/ CELF1/ hnRNPA1, entre otros reguladores del splicing 

alterados, el control postranscripcional de estos genes musculares compromete la 
correcta diferenciación y función del músculo esquelético. Estos efectos a nivel 

molecular se han relacionado estrechamente con algunos de los síntomas musculares 
intrínsecos de la DM1 (Lin et al., 2006; López-Martínez et al., 2020). Algunos ejemplos 

incluyen los defectos en la regulación del exón 78 de la distrofina (DMD) que se han 
relacionado con la arquitectura muscular y los defectos de organización típicos de los 

músculos esqueléticos distróficos de la DM1 (Rau et al., 2015). La isoforma 
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embrionaria M2 de piruvato quinasa (PKM2; que contribuye al efecto Warburg en 
cáncer) se favorece en tejido y modelos de ratón DM1 debido a un splicing alterado. 

La reexpresión de Pkm2 en el músculo esquelético altera la homeostasis metabólica 
y puede conducir a déficits de energía asociados con debilidad y degradación 

muscular (Z. Gao & Cooper, 2013). Otro ejemplo relacionado con la debilidad 
muscular es la exclusión del exón 11 en los transcritos maduros de Anfifisina 1 (BIN1) 

que provoca defectos en la organización de la red de túbulos T (Fugier et al., 2011). 
La miotonía se ha relacionado con una inclusión anormal del exón 7a del gen del canal 

de cloro tipo 1 (CLCN1) (Charlet-B et al., 2002). Dado que este exón presenta un codón 
de parada prematuro que desencadena NMD (nonsense-mediated decay), su 

inclusión anormal en DM1 se traduce finalmente en la degradación del transcrito, y 
como consecuencia en la falta de proteína. Consecuentemente, la falta del canal de 
cloruro causa una despolarización y desestabilización de los potenciales de 

membrana en las fibras musculares, contribuyendo a la miotonía en DM1. Similar a 
la alteración del splicing de CLCN1, se ha demostrado que la expresión de las 

isoformas de fetales del receptor de rianodina 1 (RYR1) y de ATP2A1 (SERCA1), en las 
cuales se favorece la exclusión del exón 70 y exón 22 respectivamente, alteran la 

señalización intracelular por Ca+2 afectando a la excitabilidad del sarcolema y, como 
resultado, potenciando las descargas miotónicas características de DM1 (Kimura et 

al., 2005; Santoro et al., 2014).  

1.2.2 Importancia de las proteínas Muscleblind en el mecanismo de 

patogénesis de la DM1 

Similar a los defectos en el splicing alternativo, MBNL1 promueve durante el 

desarrollo el uso de sitios poli (A) distales (patrón adulto), de forma que, en pacientes 
con DM1 la falta de MBNL1 promueve el uso de sitios proximales (fetales), asociados 

a una menor disponibilidad de sitios de unión para miRNAs y proteínas reguladoras 
(Batra et al., 2014). También participa en otros procesos de regulación del 

metabolismo de RNA como estabilidad y localización de transcritos y en la biogénesis 
de miRNAs (Masuda et al., 2012; Rau et al., 2011; E. T. Wang et al., 2012). Aunque se 
asume que son numerosas las alteraciones que las expansiones CUG provocan sobre 

la expresión génica, distintas observaciones sugieren que la disponibilidad 
críticamente limitada de proteínas MBNL es un contribuyente determinante al 
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fenotipo final. Así pues, el 80% de los eventos splicing alterados en ratones HSALR 
también están alterados en ratones knock-out (KO) para Mbnl1 y lo mismo ocurre en 

el caso de, aproximadamente, un 70 % de defectos en la expresión. Estos resultados 
sugieren que la razón subyacente de esos cambios de expresión y la inclusión de 

exones alternativos es la pérdida de Mbnl1, ya sea directa o indirectamente a través 
de otros factores. Asimismo, los ratones KO para Mbnl1 reproducen síntomas de la 

enfermedad como cataratas irisdiscentes, miotonía y defectos histológicos (Du et al., 
2010; Kanadia, 2003). Otro modelo de ratones mutantes para Mbnl1, reforzó la idea 

del papel crucial de las proteínas MBNL en el desarrollo de la enfermedad, ya que 
estos ratones con dos meses de edad presentan problemas cardíacos prominentes, 

fenotipos que se agravan tras seis meses de vida (Dixon et al., 2015). Sin embargo, 
los ratones KO para Mbnl1 no reproducen el rango completo de síntomas de la DM1, 
de modo que se hipotetizaba que Mbnl2 podría estar compensando la falta de 

función de Mbnl1. Por ello, se generaron ratones KO para Mbnl1 en los que la función 
de Mbnl2 estaba reducida (Mbnl1−/− Mbnl2+/−). Estos ratones reproducían aspectos 

cruciales de la enfermedad. Reforzando la hipótesis de la compensación, en ratones 
KO Mbnl1, Mbnl2 presenta niveles de expresión aumentados y regula el splicing de 

exones normalmente regulados por Mbnl1 (K. Lee et al., 2013). Siguiendo una 
estrategia opuesta, la sobreexpresión de Mbnl1 o MBNL1 en ratones modelo HSALR 

es bien tolerada en músculo esquelético, y rescata miotonía y alteraciones en el 
splicing típicas de DM1 (Chamberlain & Ranum, 2012; Kanadia et al., 2006). En 

Drosophila, la pérdida de función de Mbl (el ortólogo de MBNL 1-3 en Drosophila) 
causa defectos en las uniones entre músculo y epidermis junto con desorganización 

de las bandas Z de los sarcómeros, y la sobreexpresión de la isoforma C de Mbl en un 
modelo de DM1 en mosca consigue rescatar parcialmente la atrofia muscular (Artero 

et al., 1998; Bargiela et al., 2015). Estos resultados demuestran que contrariamente 
a la mayoría de las enfermedades genéticas en las que los fenotipos se originan por 
mutaciones de pérdida o ganancia de función en un gen dado, la mayoría de las 

alteraciones moleculares de DM1 provienen de la falta de función de las proteínas 
MBNL1 y 2 que se puede suplir con más proteína ya que los genes que codifican para 

dichas proteínas permanecen funcionales. 
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2. Implicación de los miRNAs en DM1 

Los microRNAs (miRNAs) son RNAs monocatenarios no codificantes de pequeño 
tamaño (20-24 nucleótidos) cuya función es regular la expresión a nivel post-

transcripcional promoviendo la degradación, desestabilización del mRNA o 
bloqueando la traducción mediante la unión al 3’UTR, 5’UTR de los mRNAs, incluso 

en algunos casos se ha detectado unión a la secuencia codificante para proteínas, así 
como, activación de la expresión génica. Actualmente, se estima que alrededor de 

1900-2000 miRNAs identificados en humanos son capaces de modular hasta un 60 % 
de genes que codifican para proteínas en nuestro genoma (Kozomara et al., 2019). 

La mayoría de miRNAs resultan de la transcripción de la RNA polimerasa II, que 

produce transcritos primarios (pri-miRNAs), los cuales son procesados por la RNasa 
tipo III, DROSHA, en el núcleo. El resultado es un precursor en forma de horquilla de 

aproximadamente 70 nucleótidos (pre-miRNA). Estos pre-miRNAs son exportados al 
citoplasma donde son procesados de nuevo por la RNasa de tipo III DICER dando lugar 

al miRNA de doble cadena. Finalmente, una de las hebras (miRNA maduro) se integra 
en el complejo miRISC que contiene la proteína Argonauta (AGO). Este miRNA 

maduro ya cargado en el complejo RNA-induced silencing complex (RISC), 
interacciona con los mRNAs diana por complementariedad de secuencia, y como 

resultado silencia la expresión de los transcritos diana (Gebert & MacRae, 2019; 
López Castel et al., 2019). Es importante destacar que existen otras vías no canónicas 

de biogénesis de miRNAs que se pueden dividir en la ruta de los miRtrones y las rutas 
independientes de DICER, aunque la mayoría de miRNAs siguen la vía canónica 
(Creugny et al., 2018). 

A nivel muscular, se ha descrito un grupo de miRNAs específicos de músculo, sobre 
todo esquelético, llamados miomiRs. Los más conocidos son miR-206, miR-1 y miR-

133a/b, aunque más tarde también se han añadido a esta lista miR-208a/b, miR-499 
y miR-486, siendo estos miRNAs de músculo estriado y miR-208 solo de músculo 
cardíaco. Estos miomiRs son claves en la diferenciación muscular y adaptación al 

estrés (Koehorst et al., 2020). 

Diferentes estudios a partir de biopsias de músculo esquelético de pacientes con 

DM1 han demostrado la alteración de estos miomiRs en DM1 y su relación con la 
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patología muscular. Gambardella et al. comprobaron que miR-206 estaba 
sobreexpresado en biopsias de pacientes con DM1, y se localizaba en núcleos 

centrales y agrupaciones de núcleos, ambos sellos distintivos de la histopatología de 
DM1 (Gambardella et al., 2010). A pesar de encontrar solo a miR-206 aumentado, 

estudios posteriores corroboraron los resultados de miR-206 y demostraron que miR-
1 y miR-133 a/b estaban disminuidos en DM1 (Ambrose et al., 2017; Fritegotto et al., 

2017). Perbellini et al. comprobaron que miR-1 y miR-335 estaban sobreexpresados, 
mientras que los niveles de miR-29b/c, y miR-33 estaban reducidos en biopsias de 

músculo esquelético DM1 comparado con los controles sanos (Perbellini et al., 2011). 
Más aún, observaron un cambio en la distribución celular de miR-1, miR-133b y miR-

206 en las biopsias de DM1, de forma similar a Gambardella et al. La relevancia 
funcional de la desregulación de estos miRNAs y por lo tanto su contribución a la 
disfunción muscular de DM1, se corroboró al observar un aumento significativo en la 

expresión de genes diana implicados en el desarrollo muscular (MEF2a, MET, GATA6 
y HAND2), arritmia (KCNE1, KCNJ2, CALM2), y splicing (SFRS9) en el caso de miR-1, y 

atrofia (DAG1, DIABLO, RET, TRIM63, TGFB3) en el caso de miR-29b/c. Utilizando un 
modelo de DM1 en mosca que expresa 480 repeticiones CTG en músculo, Fernandez-

Costa et al. demostraron que 20 miRNAs estaban alterados, y en biopsias de músculo 
de pacientes con DM1 validaron los niveles reducidos de aquellos tres que estaban 

conservados entre humanos y Drosophila: miR-1, miR-7 y miR-10. La repercusión de 
la desregulación de estos miRNAs se confirmó al observar un aumento significativo 

en la expresión de al menos siete genes diana de estos miRNAs (Fernandez-Costa et 
al., 2013). Es importante destacar que en el caso de miR-7 las dianas sobreexpresadas 

fueron CTSB, ATG4A y VCL. Estos genes están implicados en degradación proteica, 
autofagia, y anclaje de las integrinas al citoesqueleto de actina, es decir, procesos que 

se han visto alterados en DM1 y se han relacionado con la atrofia muscular 
característica de la enfermedad (Bargiela et al., 2015). También se ha visto una 
desregulación de miRNAs en tejido cardíaco de pacientes con DM1 y lo que es más 

interesante, se han relacionado esas alteraciones con algunos signos característicos 
de la enfermedad como las arritmias (revisado en Koehorst et al., 2020; López Castel 

et al., 2019).  

El papel central de las proteínas MBNL en la enfermedad también se refleja con la 
estrecha relación que se ha visto con los miRNAs. Recientemente, Cerro-Herreros et 
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al.  demostraron que miR-23b y miR-218 son reguladores de MBNL-1 y/o -2 después 
de un cribado en células HeLa. Específicamente, estos dos miRNAs son represores de 

la traducción de MBNL, y lo que es más interesante, observaron que miR-218 está 
aumentado en biopsias de músculo de pacientes con DM1 y en diferentes modelos 

de la enfermedad. Asimismo, la disminución de los niveles de estos miRNAs mediante 
anti-miRs en miotubos DM1 y ratones modelo HSALR, aumenta los niveles de MBNL-

1 y/o -2 y rescata diferentes fenotipos relacionados con la enfermedad, demostrando 
de forma clara la importancia de estos miRNAs en el mecanismo de patogénesis de 

la enfermedad y su potencial terapéutico (Cerro-Herreros et al., 2018, 2020, 2021). 
Por otra parte, se ha visto que algunas alteraciones de los miRNAs están relacionadas 

con la falta de MBNL en DM1. Fernandez-Costa et al. estudió el posible papel 
regulador de Muscleblind (Mbl) para miR-1 y miR-7, ya que estos miRNA estaban 
regulados a la baja en moscas donde Mbl había sido silenciado, pero solo en el caso 

de miR-1 la disminución era significativa. En moscas modelo que expresaban 480 
repeticiones CTG ambos miRNAs estaban disminuidos significativamente, y al 

sobreexpresar en estas moscas la isoforma de MblC se observó un rescate 
significativo de los niveles de miR-1, lo cual corroboraba los resultados de Rau et al. 

en los que se describía una implicación directa de MBNL1 en la regulación de la 
biogénesis de miR-1. Según estas observaciones, en tejido cardíaco el secuestro de 

MBNL1 por repeticiones de CUG conduce a una reducción de los niveles de miR-1 
maduro y un aumento de la expresión de sus genes diana (Fernandez-Costa et al., 

2013). Concretamente, MBNL1 compite con LIN28B por unirse a un motivo 
conservado UGC que se encuentra dentro del bucle de pre-miR-1, de modo que el 

secuestro de MBNL1 en DM1 favorece la unión de LIN28B, desencadenando la 
uridilación del pre-miR-1 y su procesamiento ineficiente por DICER (Rau et al., 2011). 

En el caso de miR-7, la sobreexpresión de MblC en moscas modelo no rescató el 

efecto de las expansiones de CTG en los niveles de miR-7, sugiriendo que las 
alteraciones de miR-7 en DM1 ocurren a través de un mecanismo diferente 

(Fernandez-Costa et al., 2013). Como ya se ha mencionado anteriormente, miR-7 se 
encuentra disminuido en DM1. Una de las dianas que se encontró sobreexpresada en 

tejido muscular de DM1 fue ATG4A que está relacionado con el proceso de autofagia. 
Estudios independientes sitúan a miR-7 como un inhibidor crítico de la vía de la 
autofagia a través de la regulación positiva de la señalización de mTOR y la represión 
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traduccional directa de los genes críticos de la autofagia, ATG7, ULK2 y ATG4A (Gu et 
al., 2017). Sin embargo, aún se desconoce el papel y la relevancia de la regulación a 

la baja de miR-7 en la patogénesis de la DM1, y por qué está disminuido. Existen 
muchos mecanismos implicados en la regulación de miR-7 y su biogénesis (revisado 

en Gajda et al., 2021). De entre todos ellos, debido a la relevancia en este trabajo es 
importante destacar la regulación de la biogénesis de este miRNA por Musashi RNA 

binding protein 2 (MSI2) y Hu antigen R (HuR). HuR recluta a MSI2 formando un 
heterodímero de tal forma que HuR asiste en el reconocimiento y unión de MSI2 al 

bucle C-terminal conservado (CTL) de pri-miR-7-1. El complejo ternario pri-miR-7-1-
MSI2-HuR favorece la estabilización del miRNA inmaduro y, en consecuencia, se 

reduce la forma madura de miR-7 (Choudhury et al., 2013) (Fig. I-3). 
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3. Procesos celulares y vías de señalización alteradas que 

contribuyen a la disfunción muscular en DM1     

La homeostasis muscular es un mecanismo extremadamente complejo, pero que 
se puede simplificar como un equilibrio entre los procesos de generación de nuevo 

músculo y las vías catabólicas que lo destruyen. En condiciones patológicas, cuando 
se produce una alteración de la homeostasis del músculo hacia una disminución en 
los procesos implicados en la formación de nuevo músculo (vías anabólicas) y/o un 

aumento descontrolado de las vías de degradación proteica, se desencadena lo que 
se conoce como atrofia muscular (Bonaldo & Sandri, 2013). Como ya se ha 

comentado en el apartado 1.1, la atrofia muscular es un proceso crítico en los 
pacientes con DM1, puesto que es la primera causa de muerte. Sin embargo, las 

causas de esta pérdida progresiva y de la debilidad muscular, que afecta inicialmente 
a la musculatura distal y luego a la proximal en etapas avanzadas de la enfermedad, 

no se conocen con exactitud. 

Tradicionalmente, la investigación de los mecanismos moleculares que conducen a 
la atrofia en DM1 se ha centrado en relacionar la alteración en la inclusión de exones 

alternativos regulados por MBNL1 y CELF1 con los procesos de degradación muscular. 
Aunque la espliceopatía característica de DM1 origina síntomas concretos de la 

enfermedad (descritos en el apartado 1.2), las causas últimas que conducen a la 
atrofia muscular no se han podido asociar a ninguna alteración concreta en la 

inclusión de exones alternativos. Principalmente, la atrofia se ha relacionado con una 
mayor actividad y estabilidad de la Glycogen synthase kinase 3 beta (GSK3β) por la 

sobreactivación de CELF1 (Jones et al., 2012). De hecho, los ratones que 

Figura I-3. Regulación de la biogénesis de miR-7 vía MSI2 y HuR. En el núcleo, 
dentro de un intrón del gen Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein K (HNRNPK) 
se encuentra la secuencia de MIR-7-1. El producto de MIR-7‐1 da lugar al precursor 
pri‐miR‐7‐1. Este precursor presenta en el extremo C-terminal un bucle conservado 
(CTL) el cual es reconocido por MSI2. El reconocimiento y unión de MSI2 al CTL del 
pri-miR-7-1 es asistido por HuR, formando un complejo HuR-MSI2-pri-miR-7, que 
estabiliza el precursor e impide el procesamiento del pri-miR-7-1 a pre-miR-7-1 por 
Drosha. Como resultado, hay una disminución de miR-7 maduro lo cual afecta a la 
función represora de miR-7 sobre sus genes diana. Imagen modificada con 
Biorender.com de (Gajda et al., 2021). 
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experimentan una inhibición temprana de GSK3β muestran atrofia muscular reducida 
(Wei et al., 2018). Por otra parte, también se ha visto que la acumulación nuclear de 

CELF1 puede contribuir al fenotipo atrófico por el deterioro en la traducción de 
mensajeros en el citoplasma (L. Timchenko, 2013). De hecho, P21, un inhibidor de las 

CDKs que promueve la salida del ciclo celular está infraexpresado en músculo DM1 
debido al déficit de CELF1 en el citoplasma. Los bajos niveles de P21 probablemente 

contribuyen a una regeneración muscular ineficiente debido a que los mioblastos no 
pueden entrar en diferenciación miogénica si no salen previamente del ciclo celular 

(Amack & Mahadevan, 2004). Congruentemente, los ratones que sobreexpresan 
CELF1 tienen alterado P21 y muestran signos de retraso en la miogénesis 

probablemente por insuficiente proliferación de mioblastos durante el desarrollo (N. 
A. Timchenko et al., 2004). Otro modelo de sobreexpresión de CELF1 también 
desarrolló una enfermedad muscular que incluye atrofia y degeneración (Ward et al., 

2010). Por lo tanto, aunque la diferenciación miogénica parece normal en DM1 (Loro 
et al., 2010), la generación de nuevo músculo está reprimida en DM1 por la 

incapacidad de los mioblastos de salir del ciclo celular. 

Sin embargo, nuevas evidencias apuntan a que otras cascadas de señalización 
alteradas juegan un papel importante en la patogénesis de la DM1, en parte al 

contribuir a la regulación deficiente de MBNL1 y CELF1, pero también al alterar 
múltiples procesos celulares que juegan su propio papel en la atrofia muscular 

(Revisado en (Ozimski et al., 2021) (Fig. I-4).  
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Figura I-4. Principales alteraciones moleculares que contribuyen a la disfunción 
muscular en DM1. Representación de los efectos tóxicos de las expansiones CUG 
(flechas azules) en células musculares humanas DM1 y células satélites. Se 
muestran todas las proteínas implicadas y sus contribuciones (flechas grises) a los 
procesos celulares relacionados con la disfunción muscular en DM1 (en negrita). 
También se indican las vías de señalización que unen estos componentes por 
activación (flechas verdes) o inhibición (líneas inhibidoras rojas).  Brevemente, en 
las células musculares humanas DM1, las expansiones de CUG inducen la 
traducción no ATG (RAN) asociada a repetición, el secuestro de MBNL1 y la 
regulación positiva de PKC, HNRNPA1, NKX2-5 y STAU1. En el núcleo, la activación 
de PKC conduce a la hiperfosforilación y activación de CELF1 (CELF1ACT) y, en 
consecuencia, contribuye a los defectos de splicing, junto con MBNL1 y HNRNPA1, 
que a su vez induce un aumento en los niveles de calcio. Además, STAU1 induce 
la expresión de PTEN, lo que conduce a la regulación a la baja de la señalización 
de PI3K/AKT, contribuyendo a alteraciones en múltiples procesos celulares  
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3.1 Autofagia y UPS en DM1 

Debido a la repercusión en este trabajo es importante destacar dos procesos que 

median la degradación de los componentes celulares para mantener la homeostasis 
muscular como son el sistema ubiquitina-proteasoma (UPS) y la autofagia. En 

condiciones de homeostasis del músculo, se reciben señales de supervivencia y de 
crecimiento que activan la vía IGF1/AKT/mTOR promoviendo la síntesis proteica y, 

por lo tanto, la formación de nuevo músculo. Además, la activación de AKT permite 
mantener fosforilado a los factores de transcripción FOXO (FOXO1/3), de modo que 
se impide su traslocación al núcleo. Por otro lado, los procesos de degradación como 

la autofagia y el UPS presentan una actividad basal que permite eliminar proteínas y 
orgánulos defectuosos para mantener así un balance entre la síntesis y degradación 

proteica, pero siempre inhibidos en parte, gracias a la represión de otros factores 
como por ejemplo mTOR. En condiciones patológicas, entre las múltiples vías que se 

encuentran alteradas, se produce una falta de señalización de IGF1, que conduce a 
una disminución de la activación de AKT y por lo tanto de mTOR. Por consiguiente, la 

falta de fosforilación de FOXO por parte de AKT, permite su translocación al núcleo y 
la consecuente activación de la transcripción de diferentes atrogenes, como tripartite 

motif containing 63 (TRIM63) /muscle RING-finger protein 1 (MuRF1) y F box protein 
32 (FBXO32) / ATROGINA-1, que favorecen la actividad del UPS, y de diferentes ATGs 

y provoca un aumento en la actividad de GSK3β. GSK3β estabiliza la forma 
represiva de CELF1 (CELF1REP) a través de la fosforilación y degradación de ciclina 
D3 y también inactiva MEF2, lo que perjudica la diferenciación miogénica. 
Además, MEF2 podría desempeñar un papel en la expresión de MBNL1 y la 
regulación de miRNAs, lo que a su vez podría afectar a CELF1. En el citoplasma, 
tanto MBNL1 como CELF1 contribuyen a las alteraciones del sarcómero. La 
señalización de TWEAK / Fn14 también aumenta e induce inflamación, entre otras 
contribuciones, mientras que el papel de la AMPK no está claro. En conjunto, 
todas las alteraciones en diferentes vías de señalización desencadenan una 
ruptura en el equilibrio de la homeostasis del músculo en cuanto a que se produce 
una hiperactivación de procesos catabólicos como el UPS, la autofagia o la 
apoptosis y una disminución en procesos anabólicos (disminución de la síntesis 
proteica, regeneración muscular deficiente) que finalmente contribuyen al 
fenotipo atrófico de DM1. Imagen adaptada de (Ozimski et al., 2021) utilizando 
Biorender.com. 
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que participan en alguno de los puntos de la autofagia. Además, la falta de energía 
(aumento de AMP/ATP) lleva a una activación de AMP-activated protein kinase 

(AMPK) que favorece también la activación de los procesos catabólicos mediante la 
activación de la autofagia, promoción de FOXO al núcleo y también inhibición de 

mTOR, que contribuye al déficit de síntesis proteica. Por otro lado, las señales de 
estrés llevan a un aumento de MYOSTATIN (MSTN) y/o de Transforming growth 

factor beta (TGFβ) los cuales activan la señalización vía SMAD1/2 por dimerización de 
receptores como TGFBR1/2 y ACTR1B/2B. Esta señalización activa una cascada de 

SMADs que finalmente se translocan al núcleo actuando de co-factores de FOXO, lo 
cual contribuye a activar las vías catabólicas, junto con la represión que ejercen las 

SMADs sobre la vía AKT/mTOR. En conjunto, se produce una ruptura de la 
homeostasis del músculo, debido a que el aumento excesivo de la degradación 
proteica vía hiperactivación de la actividad del UPS y la autofagia, junto con otras vías 

alteradas, impiden que la síntesis proteica (disminuida también) pueda cubrir esa 
degradación excesiva, lo que finalmente conduce a degeneración muscular (Fig. I-5) 

(Revisado en Bonaldo & Sandri, 2013). 
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Figura I-5. Representación esquemática de los principales procesos catabólicos 
que contribuyen a la atrofia muscular; la autofagia y el sistema Ubiquitina-
Proteasoma (UPS), y de las vías de señalización que los regulan. Se representan 
todas las etapas que componen la ruta de la autofagia y del UPS. En el caso del 
UPS, se producen ubiquitinaciones (Ub) sucesivas del cargo a degradar mediante 
las Ubiquitin-ligasas (E1-E3), finalmente la proteína queda marcada con una 
cadena de ub que es reconocida y degradada por el proteasoma 26S, formado por 
dos subunidades 19S y una 20S.  
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La desregulación de estos procesos catabólicos constituye un sello distintivo de 

atrofia y debilidad muscular. En los últimos años, diferentes estudios han demostrado 
un papel central de la autofagia y la desregulación del UPS en el proceso de atrofia 

muscular en DM1 (Ozimski et al., 2021). 

El aumento patológico en la actividad del UPS se describió en músculo esquelético 
y cardíaco de ratones transgénicos DM300, los cuales expresan una región genómica 

humana con repeticiones expandidas de aproximadamente 550 CTG (Vignaud et al., 
2010). Estos ratones mostraron desgaste muscular progresivo y debilidad entre los 3 

y 10 meses de edad debido a la sobreexpresión de Atrogin-1 y/o Murf1, sugiriendo 
que la activación aberrante de esta vía proteolítica podría estar mediando, al menos 

en parte, el proceso atrófico. También se ha visto activación patológica de UPS en 
ratones DMSXL a los 4 meses de edad (Huguet et al., 2012). La activación patológica 

de la señalización de AMPK o TWEAK/Fn14 también se ha descrito en músculos y 
tejidos esqueléticos de un modelo de DM1 murino y tejidos de pacientes con DM1 

(Brockhoff et al., 2017; Yadava et al., 2015). Debido a que la activación de TWEAK en 
miotubos causa atrofia a través de la activación del UPS y otras vías como NF-κB (Sato 

et al., 2014), otro potencial contribuyente a la hiperactivación de UPS en DM1 podría 
ser la activación patológica de la señalización TWEAK / Fn14. 

La autofagia se considera un proceso que promueve la supervivencia celular ya que 

elimina proteínas y orgánulos dañados en la célula, promoviendo el reciclaje de los 
componentes moleculares y la producción de energía y, en consecuencia, el 

mantenimiento de la homeostasis muscular. No obstante, en determinados estados 
fisiopatológicos, su sobreactivación lleva a alteraciones en la homeostasis proteica, 
atrofia muscular y muerte celular (Klionsky et al., 2021). 

En el caso de la autofagia, se producen varias etapas (iniciación, nucleación, 
elongación y maduración) para la formación, a partir de membrana del retículo 
endoplasmático, de vesículas conocidas como autofagosomas. En la formación de 
este tipo de vesículas están implicadas una gran cantidad de proteínas de la 
familia de los Autophagy-related genes (ATG). Los autofagosomas se fusionan con 
los lisosomas para dar lugar a los autofagolisosomas donde se lleva a cabo la 
degradación del cargo por parte de los enzimas lisosomales. También se 
representan las diferentes vías de señalización que regulan los procesos de 
autofagia y UPS en condiciones de atrofia. Imagen hecha en Biorender.com. 
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En este sentido el tamaño de las expansiones CTG en los mioblastos primarios 
humanos y el nivel de activación de la apoptosis y la autofagia han mostrado una 

correlación positiva (Loro et al., 2010), mientras que en células madre neurales DM1 
se han descrito déficits en proliferación y sobreactivación de la autofagia (Denis et 

al., 2013). La autofagia hiperactivada debida a la inhibición de mTOR/S6K1 en 
respuesta al estrés metabólico también se ha observado en mioblastos fetales DM1 

(Beffy et al., 2010). Estudios posteriores realizados en biopsias de músculo 
esquelético de pacientes apoyan también la alteración de esta vía al detectar un 

aumento en la expresión de casi dos veces del gen regulador de la autofagia ATG4A 
(Fernandez-Costa et al., 2013). Un apoyo crítico a estas observaciones procede de la 

experimentación con animales. En un modelo en mosca que expresa expansiones 
CUG tóxicas bajo el control de un promotor inducible por choque térmico, la 
expresión de RNAs no codificantes con 480 repeticiones CUG en adultos redujo 

significativa el área media de los músculos indirectos de vuelo (IFM), concomitante 
con una activación de la apoptosis y la autofagia. Consecuentemente, la inhibición 

genética de ambos procesos fue suficiente para mejorar el fenotipo atrófico. Además, 
en biopsias de pacientes y mioblastos DM1 se observó un aumento de la expresión 

de genes y marcadores relacionados con el proceso (Bargiela et al., 2015). 
Congruente con estas observaciones, el modelo de ratón que expresa de forma 

inducible 960 repeticiones CUG en el músculo esquelético presenta miopatía, así 
como, defectos histopatológicos relacionados con degeneración muscular. Este 

modelo murino muestra una regulación positiva de las proteínas involucradas en la 
vía autofágica (Morriss et al., 2018). Una correlación directa entre la desregulación 

de la autofagia y la patología muscular de DM1 también se estudió en ratones HSALR, 
miotubos DM1 y biopsias musculares (Brockhoff et al., 2017). 

Con todo, queda demostrado que la hiperactivación de la autofagia es responsable 

del fenotipo atrófico en DM1 de forma significativa, no obstante, se desconocen, en 
parte, las causas del aumento patológico de este proceso. Algunos estudios sugieren 

que la falta de biodisponibilidad de MBNL1 contribuye, al menos en parte, al aumento 
patológico de la actividad autofágica. Denis et al. demostraron que el aumento de la 

autofagia estaba relacionado con las alteraciones de la vía de señalización de mTOR, 
y que esta vía estaba regulada por MBNL1, ya que la pérdida de función de MBNL1, 
resultó en la alteración de la señalización de mTOR, mientras que los experimentos 
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de ganancia de función rescataron el fenotipo (Denis et al., 2013). De forma similar, 
se ha demostrado en un modelo inducible de DM1 que la sobreexpresión de MblC, 

una isoforma de la proteína Muscleblind de Drosophila, era suficiente para reducir la 
expresión normal de genes relacionados con la autofagia y mejorar el fenotipo 

atrófico. Además, la sobreexpresión de mTOR inhibió la autofagia y mejoró la atrofia 
(Bargiela et al., 2015). Recientemente, se ha demostrado en células satélite (SSC) de 

DM1 que MBNL1 puede promover la capacidad proliferativa de SSCs DM1 al inhibir 
la autofagia a través de la vía mTOR (Song et al., 2020). 

En conjunto todas las observaciones apuntan a que la atrofia típica de DM1 se debe 

a un problema en el balance entre el mantenimiento de la masa muscular y la 
regeneración, debido a la activación de los procesos de apoptosis/autofagia/UPS y la 

falta de regeneración, más que a miogénesis deficiente. De manera que, las 
estrategias terapéuticas dirigidas a reestablecer el balance en algunas de estas vías 

presentan un gran potencial terapéutico contra la atrofia muscular en DM1. 

4. Modelos experimentales en DM1  

4.1 Modelos in vitro  

Una de las estrategias ampliamente utilizadas para confirmar la contribución 
directa de las repeticiones en el mecanismo de patogénesis de la DM1 y 
rastrear/validar diferentes moléculas con potencial terapéutico, ha sido la expresión 

de repeticiones CTG en diferentes modelos celulares (Ho et al., 2004; Konieczny et 
al., 2017; J. E. Lee et al., 2012; Warf & Berglund, 2007). No obstante, estos modelos 

presentan limitaciones asociadas a que el nivel de sobreexpresión de las repeticiones 
CTG no está bajo el control del promotor endógeno de DMPK.  

Otros modelos de gran interés, y que se han empleado en este trabajo, son las 

líneas celulares derivadas de pacientes (Fig. I-6). En la actualidad, en el campo de la 
DM1, los cultivos celulares primarios incluyen principalmente fibroblastos dérmicos 

y células del músculo esquelético, también llamados mioblastos, y aislados 
directamente del tejido del paciente. Los fibroblastos primarios se utilizan a menudo 

debido a su relativa accesibilidad y su facilidad de manipulación en cultivo, al 
contrario de lo que ocurre con los mioblastos. Sin embargo, los mioblastos tienen la 

ventaja de iniciar una diferenciación miogénica que da como resultado su fusión en 
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miotubos (Beaulieu et al., 2012; Bigot et al., 2009; Loro et al., 2010). Por lo tanto, 
teniendo en cuenta la ventaja que presentan los fibroblastos frente a los mioblastos, 

y para solucionar la desventaja de los fibroblastos primarios de no poder 
diferenciarse a miotubos, se han desarrollado modelos en los que se ha transducido 

de forma estable una construcción viral que expresa el factor miogénico MYOD1, lo 
cual permite forzar la entrada en el proceso miogénico y conseguir transdiferenciar 

los fibroblastos en miotubos (Kuyumcu-Martinez & Cooper, 2006; Ravel-Chapuis et 
al., 2012).  

Otra limitación de trabajar con células primarias es que a medida que van 

aumentando los pases del cultivo primario, las células entran en un estado de 
senescencia replicativa, reduciendo su capacidad proliferativa, y haciendo que sean 

cultivos de corta duración. Esto junto con la limitación de la disponibilidad de las 
biopsias y la variabilidad intrínseca de cada paciente del que se aíslan las células, 

planteó la necesidad de inmortalizar fibroblastos y mioblastos primarios y 
fibroblastos transdiferenciados. Para ello se requiere la expresión estable de la 

telomerasa humana (hTERT) y la inhibición adicional de la vía de señalización P16 
mediante sobreexpresión de CDK4. Las líneas celulares DM1 resultantes muestran un 
número potencialmente ilimitado de divisiones mientras mantienen la mayoría de las 

características específicas de tejido y enfermedad. Además, la selección clonal 
conduce a cultivos celulares homogéneos, que permiten proporcionar resultados 

más consistentes y reproducibles (André et al., 2019; Arandel et al., 2017; Larsen et 
al., 2011; O’Leary et al., 2010; Pantic et al., 2016; Provenzano et al., 2017). 

 En este sentido, en este trabajo, aunque se han utilizado puntualmente líneas de 

mioblastos primarios, así como líneas de fibroblastos primarios transdiferenciados a 
mioblastos, principalmente se han empleado dos líneas celulares cedidas por el 

doctor Denis Furling (Instituto de Miología, París, Francia). Se trata de fibroblastos 
obtenidos de una biopsia de piel de una donante femenina de 11 años que expresaba 

1300 repeticiones de CTG, y de un donante no afectado de DM1 de 25 años (control). 
Estos fibroblastos están inmortalizados con el sistema descrito anteriormente. 

Además, se pueden transdiferenciar a miotubos ya que han sido transducidos de 
forma estable para que expresen el gen MYOD1 de forma inducible por doxiciclina. 

Este modelo de DM1 presenta características moleculares asociadas con el 
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mecanismo de ganancia de función de RNA tóxico, como los agregados de RNA 
nuclear y los defectos de splicing o defectos en la capacidad de fusión de las células. 

Estos fenotipos representan parámetros objetivos muy valiosos para evaluar la 
eficacia de los compuestos terapéuticos, validando esta línea de células musculares 

como modelo de DM1 (Arandel et al., 2017; Cerro-Herreros et al., 2018). 

En los últimos años, ha adquirido gran relevancia el desarrollo de modelos que 
permitan resolver las limitaciones que supone el trabajo con cultivos primarios, es 

decir, la disponibilidad limitada de biopsias y la dificultad para obtener material que 
refleje las primeras etapas del desarrollo de la enfermedad. Entre estos modelos, por 

un lado, están las células madre pluripotentes inducidas (iPSCs). La ventaja de esta 
estrategia es que se puede obtener de forma sencilla células somáticas de pacientes 

con DM1, por ejemplo, fibroblastos de la epidermis, y reprogramarlos a un estado 
embrionario y diferenciarlos en el tipo celular que se desee (Y. Gao et al., 2016; Ueki 

et al., 2017; Yu et al., 2007). Ahora bien, teniendo en cuenta el estado de 
pluripotencia de estas células, las repeticiones CTG son altamente inestables durante 

el proceso de reprogramación y los subsiguientes pases, con una expansión más 
rápida cuando las repeticiones CTG son más largas. Además, el estado maduro de las 
células iPS derivadas podría no ser equivalente al estado maduro de las células a las 

que se deriva in vivo. Por otro lado, se ha desarrollado por bioingeniería un método 
para fabricar un modelo 3D de tejido de músculo esquelético DM1 utilizando 

mioblastos transdiferenciados de fibroblastos derivados de pacientes. Este modelo 
presenta grandes ventajas frente al uso de animales y cultivos celulares tradicionales 

(en 2D). Por ejemplo, este modelo celular en 3D representa la arquitectura compleja 
del músculo esquelético frente al modelo celular 2D. Por otro lado, el uso de animales 

para experimentación farmacológica plantea varios dilemas éticos. Además, estos 
modelos in vivo no son lo suficientemente efectivos en predecir la eficacia clínica de 

fármacos por la dificultad de extrapolar los resultados obtenidos con animales a seres 
humanos. En conjunto, esta nueva tecnología podría servir para acelerar la 

investigación preclínica ya que los ensayos tradicionales podrían complementarse 
con modelos de tejidos 3D generados a partir de células de pacientes y que 

mimeticen la arquitectura del músculo esquelético (Fernández-Garibay et al., 2021). 



-Introducción general- 
 

32 
 

 

 

Figura I-6. Modelos in vitro de la parte muscular de DM1 derivados de células 
de pacientes. Rodeado con puntos morados se muestran los dos modelos que se 
han utilizado en este trabajo. Por una parte, mioblastos primarios derivados de 
pacientes DM1 cedidos por el Dr. Juan Vílchez (Unidad de Investigación 
Neuromuscular, Departamento de Neurología, Instituto de Investigación 
Sanitaria la Fe, Hospital Universitario i Politécnico La Fe, 46026 Valencia, España), 
fibroblastos primarios transdiferenciados a miotubos mediante la transducción 
de MYOD1 cedidos por el Dr. Adolfo López de Munain (Área de Neurociencias, 
Instituto Biodonostia, 20014 San Sebastián, España) y, finalmente fibroblastos 
inmortalizados y transdiferenciados a miotubos cedidos por el Dr. Denis Furling. 
OSKM (se refiere a los factores de reprogramación de Yamanaka Oct3/4 
(denominado también Pou5fl), Sox2, Klf4 y c-Myc. Imagen hecha en Biorender y 
adapada de (Matloka et al., 2018). 
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4.2 Modelos in vivo 

Durante los últimos 20 años, se han generado una gran variedad de modelos 
animales para investigar los mecanismos fisiopatológicos de la DM1, incluyendo 
Caenorhabditis elegans (K.-Y. Chen et al., 2007), Drosophila melanogaster (de Haro 

et al., 2006; Garcia-Lopez et al., 2008; Picchio et al., 2013), Mus musculus (M. S. 
Mahadevan et al., 2006; Mankodi et al., 2000; Seznec et al., 2000) y Danio rerio (Todd 

et al., 2013). 

4.2.1 Drosophila melanogaster  

A pesar de que existen diferentes modelos en Drosophila de DM1 como se ha 
mencionado, merece especial atención debido a la relevancia que presenta en este 

trabajo un modelo de DM1 en Drosophila que se generó en nuestro laboratorio. Estas 
moscas expresan 480 repeticiones CTG en el contexto de un RNA no traducible, cuyo 

transgén está formado por repeticiones sintéticas interrumpidas cada 20 tripletes por 
el pentanucleótido CTCGA (de Haro et al., 2006; Garcia-Lopez et al., 2008). La 
expresión de repeticiones CTG en músculo de Drosophila reproduce varios aspectos 

de la enfermedad en humanos como el secuestro de las proteínas Muscleblind en los 
foci ribonucleares, la degeneración progresiva de los IFMs, activación de las rutas de 

apoptosis y autofagia, alteraciones en el splicing, reducción de la vida media y 
alteración en la biogénesis de miRNAs (Bargiela et al., 2015; Fernandez-Costa et al., 

2013; Garcia-Lopez et al., 2008; Loro et al., 2010). Por lo tanto, este modelo 
reproduce aspectos moleculares, genéticos e histológicos de la enfermedad y ha sido 

utilizado como herramienta para descubrir nuevos componentes en la ruta de 
patogénesis de la enfermedad, así como fármacos potenciales para el tratamiento de 

la DM1 (Cerro-Herreros et al., 2016; Fernandez-Costa et al., 2013; García-Alcover et 
al., 2014; Garcia-Lopez et al., 2008, 2011; Llamusi et al., 2013).  

4.2.2 Mus musculus  

 Se han creado diferentes modelos murinos para estudiar los mecanismos 
patogénicos de la DM1. Los más utilizados para estudiar el mecanismo de 

patogénesis, así como testar diferentes aproximaciones terapéuticas, han sido 
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aquellos en los que se han introducido repeticiones CTG tóxicas, como se resume en 
la tabla I-1. 

Debido a la importancia en este trabajo, merece especial atención el modelo 

murino HSALR. Utilizando como fondo genético la cepa de ratones FVB/NJ se 
insertaron aproximadamente 250 repeticiones CTG en el 3’UTR de un gen no 

relacionado con la enfermedad: la actina alfa 1 humana (ACTA1). La expresión de 
ACTA1 es específica de músculo esquelético, de modo que la expresión de transcritos 

de ACTA1 que contienen en su 3’UTR expansiones CUG con un tamaño considerado 
como patogénico, lleva a reproducir características fisiológicas y moleculares típicas 

de la enfermedad. En concreto, estos ratones desarrollan un fenotipo grave, 
incluyendo disminución de la fuerza de agarre, teniendo en cuenta el peso, y 

descargas miotónicas a partir de los 4 meses. A nivel histológico, entre los signos de 
miopatía son característicos la presencia de núcleos centrales en las fibras 

musculares. A nivel molecular presentan foci ribonucleares, secuestro de Mbnl1 y 
alteraciones en el splicing de transcritos musculares. Sin embargo, este modelo tiene 

la limitación de la expresión exclusiva en musculatura esquelética, restringiendo su 
aplicación a la investigación de la patología esquelética muscular de la DM1. Además, 
no reproduce algunas de las características típicas de la enfermedad como la 

inestabilidad somática e intergeneracional de las expansiones, el desgaste muscular 
y los niveles de Celf1 aumentados (Mankodi et al., 2000).  
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    HSALR DMSXL 

GFP-
DMPK-3′UTR 

(CTG)200 /5 

(DM200/DM
5) 

EpA960 TREDT960I 

Diseño y 

expresión 

del transgén 

(CTG)n ~250 >1000 5/200 960 960 

Secuencias 
flanqueantes 

3'UTR actina 
esquelética 

humana 

45kb del 
locus DM1 

humano 
DMPK humano 3'UTR DMPK 

humano 
3'UTR DMPK 
humano 

Promotor ACTA1 
humano 

DMPK 
humano 

DMPK 
humano, tet-

sensible 

Β-Actina, 
potenciador 

CMV, sistema 
Cre/loxP 

DMPK 
humano tet-

sensible 

Expresión 
del transgén 

Músculo 
esquelético y 

uniones 
neuromus-

culares 

Ubicuo 

Inducible 
(Ubicuo o 

específico de 
tejido) 

Inducible 
(Ubicuo o 

específico de 
tejido) 

Inducible con 
(Músculo 

esquelético) 

Aspectos 

moleculares 

y fenotípicas 

típicas de 

DM1 

Foci de RNA ✔ ✔ ausente ✔ ✔ 

Colocalización 
de MBNL 

Mbnl1 Mbnl1 y 
Mbnl2 

no 
detectada 

Mbnl1 y 
Mbnl2 Mbnl1 

Aumento de 
CEFL1 

no claro 

Cerebro (y 
CELF2) 

tendencia en 
corazón 

Músculo 
esquelético, 
normal en 

corazón 

Músculo 
esquelético, 

corazón, 
cerebro 

Músculo 
esquelético 

Alteración del 
splicing 

Severa 
Leve, 

dependiente 
de la edad 

Leve en 
músculo 

esquelético, 
ausente en 

corazón 

Severa en 
músculo 

esquelético y 
corazón. Leve 

en cerebro 

Leve 

Miotonía ✔ ✔ ✔ ✔ ✔ 

Atrofia Leve > 14 
meses ✔ 

Leve 
✔ ✔ 

Debilidad 
(Fuerza de 

agarre) 
✔ 

✔ no 
significativa 

al normalizar 
al peso 

✔ ✔ ✔ 

Histopatología ✔ ✔ ✔ ✔ ✔ 

  Referencias 

Mankodi et 
al. 2000, Jones 
et al. 2012, Lin 

et al. 2006 

Seznec et 
al. 2000, 

Huguet et al. 
2012 

Mahadevan et 
al. 2006 

Wang et al. 
2007, Wang et 

al. 2017, 
Orengo et al. 

2008 

Morriss et al. 
2018 
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5. Estrategias terapéuticas en DM1 

La disponibilidad de modelos de DM1 en Drosophila, ratones y células, ha hecho 
posible el diseño de numerosos enfoques terapéuticos que se pueden agrupar en tres 
categorías amplias de moléculas pequeñas, silenciamiento génico post-

transcripcional utilizando oligonucleótidos con secuencia dada (ASO y RNAi) y 
terapias génicas (revisado (Braz et al., 2018; Konieczny et al., 2017; Overby et al., 

2018; Pascual-Gilabert et al., 2021). 

5.1 Terapias basadas en pequeñas moléculas 

Un enfoque actual en el tratamiento de la DM1 es la utilización de pequeñas 
moléculas ya sean nuevos fármacos y reutilizados (reposicionamiento). La 

reutilización de fármacos tiene expectativas prometedoras en cuanto a eficacia, 
seguridad, coste y traslación al entorno clínico. Esto se debe a que los fármacos 

reutilizados ya se han estudiado en modelos preclínicos y en humanos para 
evaluaciones de seguridad. Además, en muchos casos los aspectos de formulación ya 

están desarrollados a diferencia de los fármacos completamente nuevos, lo que 
explica por qué están más cerca de alcanzar la autorización de comercialización. 

Debido al carácter multisistémico de la enfermedad en cuanto a la alteración de 

muchas vías de señalización, la realización de rastreos de alto rendimiento ha 
permitido identificar un amplio abanico de pequeñas moléculas con un elevado 

potencial terapéutico contra la DM1 (Revisado en Konieczny et al., 2017; K. Reddy et 
al., 2019). De entre todas ellas, es interesante destacar tres fármacos de 
reposicionamiento; tideglusib, mexiletina y metformina, ya que han conseguido 

completar la fase II de ensayos clínicos en la que se ha probado la administración oral 
y está programado su paso a fase III (Bassez et al., 2018; Heatwole et al., 2021; 

Tabla I-1. Principales modelos murinos en DM1. En la tabla se muestran las 
principales características genéticas y fenotípicas de los modelos murinos en DM1 
más estudiados. Al igual que los ratones TREDT960I que expresan de forma 
inducible en músculo esquelético las 960 repeticiones CTG, también se han 
generado otros ratones que expresan dichas repeticiones de forma inducible y 
específica en corazón como se describe en (Rao et al., 2021). Tabla Adaptada de 
(Braz et al., 2018; Gomes-Pereira et al., 2011). 
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Horrigan et al., 2020). Tideglusib es un inhibidor de la GSK3β diseñado inicialmente 
para tratar la enfermedad de Alzheimer. En mioblastos de DM1 congénita (CMD) el 

tratamiento con Tideglusib corrige los niveles de GSK3β y CELF1, y reduce la expresión 
de DMPK tóxico. In vivo, en ratones HSALR y DMSXL, mejora parámetros funcionales 

como miotonía o debilidad muscular, en músculo y cerebro en el caso de los ratones 
DMSXL (M. Wang et al., 2019). Mexiletina, es un antiarrítmico utilizado para reducir 

o prevenir la miotonía mediante el bloqueo de canales de sodio implicados en la 
contracción y relajación muscular (Takahashi & Cannon, 2001). Se ha visto que reduce 

los niveles de transcritos DMPK normales y mutantes (Witherspoon et al., 2015). 
Finalmente, metformina es un agente para tratar la diabetes tipo 2. Se ha sugerido 

que podría utilizarse para tratar la resistencia a insulina característica de DM1. 
También corrige defectos en el splicing de forma dependiente a la vía AMPK y por 
otros mecanismos independientes, y mejora la disfunción mitocondrial y la alteración 

en el metabolismo en fibroblastos DM1 (García-Puga et al., 2020; Laustriat et al., 
2015).   

Estos tres compuestos afectan a las vías de señalización celular alteradas de forma 
indirecta por la toxicidad de las expansiones CUG y por lo tanto tienen un efecto 
indirecto y beneficioso sobre la DM1. Sin embargo, la mayoría de rastreos han ido 

dirigidos, por una parte, a encontrar moléculas que inhiban la interacción 
CUGexp:MBNL o que actúen sobre la conformación del RNA tóxico y desplieguen la 

estructura de la horquilla alterando su afinidad por las proteínas con las que 
interacciona y así liberar la proteína secuestrada. Entre ellas, cuatro son las que han 

generado mayor expectación; (1) la pentamidina, pertenece a la familia de los anti-
microbianos diamidinas. En DM1 esta molécula compite con MBNL1 por la unión a 

horquillas CUG, observando rescates in vitro e in vivo en la inclusión de exones 
alternativos regulados por las proteínas MBNL. Por otro lado, en nuestro laboratorio 

se identificó el (2) hexapéptido abp1, el cual estabiliza las expansiones CUG en su 
conformación de cadena sencilla evitando el secuestro de MBNL1 y demostrando que 

la formación de esta estructura secundaria es en sí misma una diana terapéutica 
válida en moscas modelo DM1 y ratones HSALR (Garcia-Lopez et al., 2011). Otro tipo 

de moléculas que impiden la unión de MBNL a las repeticiones son (3) la eritromicina, 
un antibiótico natural que mejora la miotonía y las alteraciones en la inclusión de 
exones alternativos en un modelo murino de la enfermedad (Nakamori et al., 2016) 



-Introducción general- 
 

38 
 

y (4) la fenilbutazona (PBZ) un antiinflamatorio no esteroideo. Uno de los efectos 
terapéuticos observados de la PBZ es a través de inhibir la unión de MBNL a CUGexp. 

En ratones modelo HSALR el tratamiento con PBZ aumentó la fuerza de agarre, rescató 
el porcentaje de inclusión de diferentes exones alternativos y redujo el número de 

núcleos centrales en las fibras musculares (G. Chen et al., 2016). Ahora bien, se ha 
sugerido que las estrategias que meramente bloquean el secuestro de MBNLs por las 

expansiones CUGs podrían secundariamente generar otros problemas, si por ejemplo 
los transcritos tóxicos previamente acumulados en foci ribonucleares, pudieran 

ahora salir al citoplasma donde podrían generar otro tipo de toxicidad. Por otra parte, 
teniendo en cuenta esto, el otro tipo de estrategias se ha centrado en identificar 

moléculas pequeñas que regulan positivamente los niveles de proteína MBNL1 (F. 
Zhang et al., 2017). Si bien la sobreexpresión de MBNL1 por sí sola puede no ser 
suficiente para rescatar toda la patogénesis asociada en la DM1 (Yadava et al., 2015), 

la restauración de los niveles funcionales de proteínas MBNL, cuya actividad es 
limitante en la enfermedad, puede ser un enfoque terapéutico viable para revertir 

muchos fenotipos que provocan síntomas específicos en DM1 (Chamberlain & 
Ranum, 2012; Kanadia et al., 2006). Hasta ahora, tres enfoques epigenéticos 

diferentes han demostrado la capacidad de regular al alza la expresión de MBNL1 
endógena en modelos de mamíferos. El primer rastreo de este tipo de moléculas 

identificó ISOX y vorinostat, ambos inhibidores de las histonas desacetilasas (HDAC). 
El tratamiento en fibroblastos derivados de pacientes con DM1 aumentó los niveles 

de MBNL1 aproximadamente dos veces y fue suficiente para rescatar la inclusión de 
diferentes exones alternativos dependientes de MBNL1 como el exón 22 de ATP2A1 

y el exón 11 de INSR (F. Zhang et al., 2017). Por otro lado, como se ha descrito 
anteriormente, la PBZ permite que haya más disponibilidad de MBNL debido a que 

impide su unión con las repeticiones CUG, pero además presenta una actividad dual, 
puesto que actúa a nivel epigenético, suprimiendo la metilación de una región 
potenciadora en el intrón 1 de Mbnl1, lo que resulta en un aumento de la 

transcripción de Mbnl1 y contribuye a los rescates que se observan tras el 
tratamiento (G. Chen et al., 2016). Un tercer enfoque está basado en la utilización de 

oligonucleótidos sintéticos y modificados químicamente para bloquear los miRNAs 
que inhiben la expresión de MBNL1 y 2 en el tejido del músculo esquelético (Cerro-

Herreros et al., 2016, 2018), lo cual se tratará en el siguiente apartado.  
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5.2 Terapias basadas en el silenciamiento génico post-transcripcional 

utilizando oligonucleótidos con una secuencia dada 

La estrategia terapéutica basada en oligonucleótidos está en auge, con al menos 

diez estudios ya aprobados para uso clínico en distrofias musculares (Iftikhar et al., 
2021). En DM1, los principales enfoques han sido el diseño de oligonucleótidos 

antisentido (ASOs) o técnicas basadas en la interferencia de RNA (RNAi) en la que se 
incluyen siRNAs o modulación de miRNAs. 

 Para su uso como terapia, los RNAi y los ASOs deben superar una serie de 

problemas relacionados con la estabilidad, biodistribución y selectividad por mRNA. 
Estos problemas pueden resolverse, al menos en parte, mediante el uso de 

modificaciones químicas (Geary et al., 2015; Hammond et al., 2021). Entre las 
modificaciones químicas más destacables están la introducción en el esqueleto 

químico del oligonucleótido de enlaces fosforotioato (PS) o la modificación de la 
ribosa con un puente extra que conecta el oxígeno en 2’ y el carbono 4’ (LNA (locked 
nucleic acids) y BNAs (bridged nucleic acid)) para evitar degradación por nucleasas, y 

las modificaciones en la ribosa por adición de grupos 2’-metoxi (2’-O-metil: 2’-OMe) 
o 2’-O-metoxietil (2’-MOE) para mejorar la afinidad de la unión y la estabilidad del 

oligonucleótido por su diana.  

En el caso de los ASOs son ácidos nucleicos monocatenarios, cortos y sintéticos, 
complementarios a determinadas secuencias específicas de un mRNA diana. Estos 

ASOs entran a la célula mediante endocitosis y se unen al mRNA diana ejerciendo su 
actividad al (i) bloquear la maduración de las proteínas, la inclusión de exones 

alternativos o la desestabilización del pre-mRNA o (ii) degradar el mRNA diana por 
inducción de la actividad de la enzima RNasa-H (Liang et al., 2017). Uno de los tipos 

de ASOs más relevantes para este trabajo son los gapmers, que hibridan por 
complementariedad de secuencia con el RNA diana formando un heterodúplex DNA-

RNA. En su estructura presentan una región central del oligonucleótido que carece 
de las modificaciones descritas anteriormente (2'-OMe, 2'-MOE, LNA o BNA) dejando 

así un fragmento suficiente para que la enzima RNasa-H reconozca y ejerza su acción 
endonucleasa sobre el heterodúplex DNA-RNA, lo que favorece la degradación del 

RNA diana. En DM1, este tipo de estrategias se han dirigido a la raíz del problema, es 
decir, a degradar los transcritos DMPK. A pesar de que se han testado diferentes 
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químicas de ASOs dirigidos a degradar los transcritos DMPK (Wheeler et al., 2012), 
solo los ASOs de tipo gapmer (gapmer-ASO) con química cET, 2'-MOE que 

desencadenan la degradación específica de los transcritos DMPK han llegado a fase 
clínica (IONIS-DMPK-2.5Rx; ClinicalTrials.gov identifier NCT02312011 (Madsen, 

2017)) tras haber funcionado de forma muy efectiva en mioblastos DM1, ratones 
DMSXL y monos (Jauvin et al., 2017; Pandey et al., 2015). A pesar de los resultados 

tan alentadores, el ensayo clínico para este fármaco se suspendió debido a un 
beneficio terapéutico inadecuado en los pacientes con DM1, pues se observó que 

llegaba de forma insuficiente al músculo esquelético. 

Los siRNA y miRNAs regulan la expresión génica endógena mediante RNAi. 
Atendiendo a una finalidad terapéutica, por una parte, los siRNAs pueden ser 

sintetizados químicamente y ser utilizados para silenciar genes específicos. Por otra 
parte, los miRNAs pueden ser modulados mediante el diseño de oligonucleótidos 

sintéticos dirigidos tanto a reducir su actividad (anti-miRs) como a aumentarla (Ago-
miRs o miRNAs miméticos), de modo que la modulación de los miRNAs afecta 

directamente a la expresión de sus genes diana. En DM1, se han realizado diferentes 
abordajes utilizando siRNAs dirigidos a los transcritos DMPK o las expansiones CUG, 
como el ssiDM10 o el rAAV6-HSA10, obteniendo rescates en la inclusión de diferentes 

exones alternativos, así como, rescates funcionales en la miotonía (Bisset et al., 2015; 
Langlois et al., 2005; Sobczak et al., 2013).   

Como ya se ha descrito para las pequeñas moléculas, potenciar los niveles 
endógenos de las proteínas MBNL es una posible estrategia terapéutica. Otro 
enfoque terapéutico dirigido a potenciar los niveles de MBNL1/2 endógenos es 

mediante la modulación de miRNAs que regulen la síntesis de estas proteínas 
utilizando para ello anti-miRs. Se identificaron miR-23b y miR-218 como represores 

naturales de la traducción de MBNL1/2. El tratamiento con anti-miRs frente a estos 
miRNAs, aumentó significativamente los niveles de MBNL1/2 y rescató diferentes 

defectos moleculares y funcionales característicos de DM1 en miotubos derivados de 
pacientes y en ratones modelo HSALR (Cerro-Herreros et al., 2018). Además, in vivo 

estos anti-miRs no mostraron signos de toxicidad (Cerro-Herreros et al., 2020, 2021). 
Estos resultados refuerzan la idea de que las estrategias dirigidas a aumentar los 

niveles de MBNL son válidas para tratar aspectos de la patología muscular en DM1. 
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5.3 Terapias génicas 

La terapia génica tiene como objetivo corregir las mutaciones génicas. La capacidad 
de CRISPR/Cas9 para dirigirse a secuencias repetidas de DNA como son las 
expansiones CTG en DM1, ha planteado la posibilidad de utilizar este sistema como 

posible estrategia terapéutica. Dastidar et al. evaluaron la actividad de CRISPR/Cas9, 
administrando el sistema a través de un vector viral para escindir las repeticiones de 

CTG, hasta 1200 repeticiones, en células derivadas de pacientes con DM1, lo que 
condujo a la normalización de la expresión del gen DMPK y la degradación de los RNAs 

tóxicos (Dastidar et al., 2018). En los últimos años, esta estrategia se ha probado en 
más modelos de DM1 y también se han realizado modificaciones para mejorar su 

efectividad (Revisado en (Raaijmakers et al., 2019). Sin embargo, aún queda por 
esclarecer si la escisión de las repeticiones CTG mediada por CRISPR/Cas9 también es 

posible en células diferenciadas terminalmente como son los miotubos. Las 
eficiencias de escisión pueden variar entre los diferentes tipos de células y estudios, 

probablemente dependiendo de la elección de los sgRNA. In vivo, tanto en los ratones 
modelo de DM1 DMSXL como HSALR, se ha testado el uso del sistema CRISPR/Cas9 

con diferentes modificaciones y administrándolo junto con virus adeno-asociados 
(AAV), obteniendo rescates a nivel molecular y funcional. Además, lo más 
interesante, sin presentar signos significativos de toxicidad, lo cual demuestra el 

potencial clínico. De hecho, uno de ellos, el AAV-PIN-dCas9, se encuentra en fase 
preclínica (revisado en Pascual-Gilabert et al., 2021). 
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La atrofia muscular es uno de los síntomas más críticos y debilitantes en pacientes 
con DM1 dado que desemboca, en los estadios más avanzados, en problemas de 

inmovilidad, insuficiencia respiratoria, disartria y disfagia, y es una de las principales 
causas de muerte en pacientes. Pese a su relevancia y al número creciente de 

estudios dirigidos a descifrar los mecanismos moleculares que conducen a la 
degeneración muscular en DM1, no se ha trasladado a la clínica una terapia efectiva 

contra este fenotipo tan crucial en la enfermedad.  

Uno de los procesos que más contribuye a la atrofia muscular en DM1 es la 
autofagia. Bargiela et al. demostraron que la atrofia muscular que provocan las 

expansiones CUG en la musculatura de Drosophila se origina, al menos en parte, por 
la hiperactivación de la autofagia. La inhibición genética de la autofagia, y la 

sobreexpresión de Muscleblind, fue suficiente para revertir, en parte, el fenotipo 
atrófico, sugiriendo que un tratamiento dirigido a reprimir el proceso autofágico 

podría ser efectivo (Bargiela et al., 2015). No obstante, se ha dedicado relativamente 
poca atención en la búsqueda de estrategias terapéuticas dirigidas a reestablecer 

unos niveles basales de esta vía catabólica. En este trabajo se exploran dos 
aproximaciones alternativas. Por una parte, la inhibición de la autofagia mediante el 
uso de un anti-autofágico bien caracterizado, la cloroquina (CQ) y, por otra parte, el 

restablecimiento de los niveles de miR-7 como posible regulador clave de la actividad 
autofágica en DM1, dentro del concepto de modulación terapéutica de la expresión 

génica (TGM).  

La TGM consiste en la manipulación artificial de la expresión endógena de un gen 
para aliviar un estado patológico. Una de las estrategias utilizadas para modular 

niveles endógenos de expresión de genes es la basada en miRNAs, la cual ha 
despertado un gran interés gracias a su eficacia en modelos animales de distintas 

patologías humanas. En este sentido, Fernandez-Costa et al. demostraron que la 
expresión de miR-7 está reducida en biopsias de pacientes y en mioblastos DM1. 

Congruente con estas observaciones, entre los genes predichos como dianas de miR-
7, encontraron que la expresión de ATG4A, un gen regulador del proceso autofágico, 

estaba aumentada en biopsias de músculo esquelético de pacientes con DM1 
(Fernandez-Costa et al., 2013). En conjunto, todas las observaciones apuntan a 

hipotetizar que el déficit en los niveles de miR-7 es la causa (al menos parcial) de la 
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hiperactivación de la autofagia la cual desencadena atrofia muscular en DM1. Este 
concepto se ve respaldado por que miR-7 es un regulador negativo directo de los 

genes ATG4A y ATG7 (Gu et al., 2017). Sin embargo, hasta el momento, se 
desconocen las consecuencias de la disminución de los niveles de miR-7 en los 

mecanismos patogénicos de DM1. Por ello, en este trabajo proponemos el estudio 
de la posible implicación de la disminución de miR-7 sobre la hiperactivación de la 

autofagia en DM1 en un modelo celular, a través de la modulación de sus niveles por 
medio de la utilización de un mimético o un anti-miR. Esta estrategia también ayudará 

a obtener una prueba de concepto basada en el aumento de los niveles de miR-7 
como terapia anti-atrófica en DM1. 

Finalmente, se busca profundizar en el conocimiento de las causas moleculares por 

las que miR-7 podría estar disminuido en DM1 con el objetivo de definir nuevas 
dianas terapéuticas contra la pérdida de masa muscular característica de la 

enfermedad. En este sentido un candidato fundamental es la proteína MSI2 puesto 
que previamente se ha descrito que participa en la biogénesis de miR-7 (Choudhury 

et al., 2013). 

Con todo, los objetivos específicos que se persiguieron a lo largo del desarrollo de 
la presente tesis doctoral son los siguientes: 

 
- Objetivo 1: Investigar la relevancia de la autofagia en el fenotipo de disfunción 

muscular en modelos animales y celulares de DM1. 
- Objetivo 2: Estudiar in vitro la implicación de miR-7 en el fenotipo de disfunción 

muscular en DM1. 

- Objetivo 3: Validar la alteración patológica de Musashi-2 en DM1 y su 
contribución, como represor de la biogénesis de miR-7, al fenotipo de disfunción 

muscular.
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La presente tesis incluye el resumen de los resultados más relevantes de los que 
soy co-primera autora en el primero de ellos y primera autora en los otros dos. Es 

importante destacar que cada uno de los artículos corresponde a un objetivo 
propuesto. 

- Artículo 1- Ariadna Bargiela,  Maria Sabater-Arcis , Jorge Espinosa-

Espinosa, Miren Zulaica, Adolfo Lopez de Munain, Ruben Artero. 2019. 
“Increased Muscleblind levels by chloroquine treatment improve myotonic 

dystrophy type 1 phenotypes in in vitro and in vivo models”. Proc Natl Acad Sci 
U S A. 116(50):25203-25213.  

- Artículo 2- Maria Sabater-Arcis, Ariadna Bargiela, Denis Furling , Ruben Artero. 
2020. “miR-7 Restores Phenotypes in Myotonic Dystrophy Muscle Cells by 

Repressing Hyperactivated Autophagy”. Mol Ther Nucleic Acids. 19:278-292. 
- Artículo 3- Maria Sabater-Arcis, Ariadna Bargiela, Nerea Moreno, Javier 

Poyatos-Garcia , Juan J Vilchez, Ruben Artero. 2021. “Musashi-2 contributes to 
myotonic dystrophy muscle dysfunction by promoting excessive autophagy 

through miR-7 biogenesis repression". Mol Ther Nucleic Acids. 25:652-667.  

1. Análisis de la relevancia de la autofagia en el fenotipo de 

disfunción muscular en modelos animales y celulares de DM1 

Anteriormente se demostró en Drosophila y modelos celulares que la 

hiperactivación de la autofagia es responsable, al menos en parte, del fenotipo de 
degeneración muscular y atrofia en DM1. Además, la inhibición genética de este 

proceso restaura la masa muscular y la función en Drosophila (Bargiela et al., 2015; 
Beffy et al., 2010; Denis et al., 2013; Loro et al., 2010). Esto llevó a la hipótesis de que 

los fármacos inhibidores de la autofagia podrían rescatar la atrofia muscular in vivo. 
La cloroquina (CQ) es un potente inhibidor de la autofagia que actúa bloqueando la 

fusión de los autofagosoma con los lisosomas. En este trabajo, se demuestra que el 
tratamiento con CQ mejora diferentes fenotipos relacionados con la DM1 a nivel 
molecular, celular y fisiológico in vitro en fibroblastos inmortalizados y 

transdiferenciados a miotubos derivados de pacientes con DM1 e in vivo en un 
modelo de DM1 en Drosophila y en ratones modelo HSALR. Concomitante con la 

mejora molecular y funcional, se descubrió que el tratamiento con CQ evita la 

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?sort=date&term=Bargiela+A&cauthor_id=31754023
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?sort=date&term=Sabater-Arcis+M&cauthor_id=31754023
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?sort=date&term=Espinosa-Espinosa+J&cauthor_id=31754023
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?sort=date&term=Espinosa-Espinosa+J&cauthor_id=31754023
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?sort=date&term=Zulaica+M&cauthor_id=31754023
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?sort=date&term=Lopez+de+Munain+A&cauthor_id=31754023
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?sort=date&term=Artero+R&cauthor_id=31754023
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?sort=date&term=Sabater-Arcis+M&cauthor_id=31855836
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?sort=date&term=Bargiela+A&cauthor_id=31855836
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?sort=date&term=Furling+D&cauthor_id=31855836
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?sort=date&term=Artero+R&cauthor_id=31855836
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?sort=date&term=Sabater-Arcis+M&cauthor_id=34589284
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?sort=date&term=Bargiela+A&cauthor_id=34589284
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?sort=date&term=Moreno+N&cauthor_id=34589284
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?sort=date&term=Poyatos-Garcia+J&cauthor_id=34589284
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?sort=date&term=Poyatos-Garcia+J&cauthor_id=34589284
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?sort=date&term=Vilchez+JJ&cauthor_id=34589284
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?sort=date&term=Artero+R&cauthor_id=34589284
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degradación de MBNL1/2 por autofagia. Asimismo, la mayor biodisponibilidad de 
estas proteínas es funcional puesto que se rescata la inclusión de diferentes exones 

alternativos regulados por MBNL1/2 en los tres modelos estudiados.  

1.1 El tratamiento con CQ en un modelo de DM1 en Drosophila, miotubos 

DM1 y en ratones HSALR mejora fenotipos relacionados con la 

enfermedad a nivel molecular, funcional e histopatológico  

Dado que previamente se había descrito la hiperactivación de la autofagia y su 
relación causal con el fenotipo de atrofia en el modelo de DM1 en Drosophila que 

expresa 480 repeticiones CTG no codificantes en la musculatura somática (Mhc-
Gal4>UAS-i(CTG)480), inicialmente se decidió probar el efecto de la CQ in vivo en 

estas moscas. Se alimentaron moscas adultas de un día durante 7 días con CQ diluida 
en la comida a 10 µM y 100 µM. En primer lugar, se corroboró que la autofagia estaba 

aumentada en las moscas DM1 mediante tinción con LysoTracker, y se comprobó 
midiendo la actividad de caspasa-3/-7 que la inhibición de la autofagia con CQ no 

tenía un efecto sobre la apoptosis. En segundo lugar, se estudió el efecto del 
tratamiento con CQ sobre el fenotipo de atrofia que presentan estas moscas en 

cuanto a reducción del área de los IFMs. Los resultados mostraron un aumento 
significativo en el área de los IFMs a ambas concentraciones validando así los 

resultados previos (Bargiela et al., 2015). Para comprobar si el rescate de la atrofia 
muscular con la CQ se correlacionaba con una mejora funcional en las moscas DM1, 

se realizaron ensayos de escalada y vuelo, obteniendo una mejora significativa en la 
actividad locomotora. Adicionalmente, el tratamiento de CQ fue suficiente para 
rescatar la supervivencia media de las moscas DM1 a ambas concentraciones. 

Asimismo, a la concentración más baja de CQ testada, las moscas extendieron la 
esperanza de vida máxima, lo que demuestra que el tratamiento crónico es bien 

tolerado. 

A continuación, partiendo de las observaciones previas que demostraban una 
actividad autofágica excesiva en mioblastos DM1, se evaluó el efecto de la CQ en 

fibroblastos inmortalizados procedentes de pacientes con DM1 que se 
transdiferencian a miotubos por la expresión inducible de MYOD1 (miotubos) 

(Arandel et al., 2017; Bargiela et al., 2015; Loro et al., 2010). Miotubos DM1 
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diferenciados durante 4 días se incubaron con CQ durante las últimas 48 horas a 0,1 
, 1 y 10 µM (concentraciones por debajo del TC10 según un ensayo de toxicidad). 

Mediante inmunofluorescencia, en miotubos DM1 se detectó una señal muy 
marcada en la formación de puntos correspondientes a LC3 como consecuencia del 

aumento de actividad autofágica en comparación con el patrón difuso observado en 
miotubos sanos. Dado que la CQ impide la fusión de los autofagosomas-lisosomas, 

en los miotubos DM1 tratados con CQ se obtuvo un aumento sorprendentemente 
marcado en la señal de LC3, indicativo de una acumulación de los autofagosomas, 

sobre todo a la concentración más alta. Estos resultados confirman un bloqueo 
efectivo del proceso autofágico por parte de la CQ en los miotubos DM1.  

Un fenotipo que se encuentra notablemente alterado en miotubos DM1 es la 

capacidad de fusión que podría estar relacionado indirectamente con la disfunción 
muscular (Arandel et al., 2017). Mediante tinción inmunofluorescente contra 

DESMINA, un marcador de diferenciación miogénica, demostramos que la CQ 
mejoraba drásticamente el índice de fusión a todas las concentraciones probadas, 

pero no tuvo un efecto sobre el diámetro de los miotubos, sugiriendo que la 
inhibición de la autofagia mejora, en parte, la capacidad de fusión de las células DM1. 
De forma análoga, se realizó un análisis de expresión mediante RNA-seq de los 

miotubos CNT y DM1 sin tratar y tratados con CQ a 0.1 y 10 µM. Los resultados del 
RNA-seq indicaron un rescate de un 25 % y 59 % en la expresión de genes 

relacionados con la enfermedad al tratar los miotubos DM1 con CQ a 0,1 y 10 µM 
respectivamente, lo cual apuntaba a un efecto dependiente de dosis. Además, la 

mayoría de los procesos biológicos rescatados estaban implicados en la homeostasis 
del músculo reforzando la idea del potencial de la CQ como tratamiento para los 

pacientes con DM1. 

Finalmente, para evaluar en un modelo mamífero de DM1 si la administración 
sistémica de CQ mejora los fenotipos moleculares, funcionales e histopatológicos al 

igual que los observados en Drosophila y los miotubos DM1 y demostrar el potencial 
de la CQ como tratamiento para la DM1, se trataron durante 7 días por vía 

intraperitoneal ratones modelo HSALR de 4,5 meses de edad con dos concentraciones 
de CQ diferentes, 25 y 50 mg/kg, comparando los resultados con ratones HSALR  

tratados con el vehículo PBS y ratones sanos FVB. Una de las principales 
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características histopatológicas en DM1 es una ubicación central de los núcleos en las 
fibras musculares, indicativo del intento del músculo miopático por regenerarse (L. 

Timchenko, 2013). El tratamiento con CQ a las dos concentraciones probadas 
disminuyó el número de núcleos centrales tanto en gastrocnemio como en 

cuádriceps. A nivel funcional, el tratamiento con CQ rescató de forma notoria y 
significativa la debilidad muscular medida por una parte mediante la prueba de fuerza 

de agarre normalizada al peso, que mejoró alrededor de un 50% y, por otra parte, 
mediante un electromiograma para cuantificar el fenotipo de miotonía típico de 

DM1.   

Tomados en conjunto, estos resultados validan el potencial de la CQ como fármaco 
para suprimir la disfunción muscular en DM1. 

1.2  La CQ potencia la expresión de las proteínas MBNL y rescata defectos 

en el splicing en tres modelos de DM1 

Las proteínas MBNL juegan un papel crítico en la patogénesis de la enfermedad. 
Estudios previos describieron una estrecha relación entre MBNL y la autofagia 
(Bargiela et al., 2015; Denis et al., 2013; Song et al., 2020). Estas observaciones se ven 

reforzadas por la similitud en cuanto a la mejora de los fenotipos relacionados con 
DM1 obtenidos in vitro e in vivo tras el tratamiento con CQ y los obtenidos cuando se 

potenció la expresión de MBNL mediante el silenciamiento de miRNAs que lo regulan 
(Cerro-Herreros et al., 2016, 2018). Por ello, se planteó la hipótesis de que la 

hiperactivación de la autofagia en DM1 podría promover directamente la 
degradación de proteínas MBNL y contribuir, junto con el secuestro de estas, a los 

bajos niveles que se observan en DM1. Sorprendentemente, en los tres modelos de 
DM1 que se probó la CQ, se obtuvo un aumento significativo y dependiente de dosis 
en los niveles de MBNL (Mbl en Drosophila y MBNL1/2 en miotubos y ratón), y solo 

en el caso de Drosophila, se observó un ligero aumento, pero significativo, a nivel de 
transcrito. Además, en moscas y en miotubos se analizó por inmunofluorescencia la 

distribución de MBNL. Es interesante que en secciones longitudinales de IFMs el 
tratamiento con CQ aumentó significativamente la intensidad de la señal de Mbl 

hasta hacerla similar a los controles sanos, al igual que la distribución en las bandas 
sarcoméricas Z y H. En consonancia con ello, se observó un aumento muy marcado 

de la señal de MBNL1/2 en miotubos DM1 tratados con CQ, y muy similar a la señal 
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observada en miotubos sanos. Adicionalmente, se confirmó por inmunofluorescencia 
el aumento de MBNL1/2 tras el tratamiento con CQ en dos líneas control y dos líneas 

DM1 de fibroblastos primarios transdiferenciados a miotubos.  

Para confirmar que el aumento de MBNL por la CQ era funcional y dado que una de 
las principales funciones de MBNL es la de regulador del splicing alternativo, se 

analizaron una gran variedad de exones alternativos alterados en DM1 y 
dependientes de MBNL en los tres modelos estudiados. En todos los casos, se 

obtuvieron rescates significativos en la inclusión de los exones alternativos analizados 
y en algunos de ellos se observó un efecto dependiente de dosis.  

Los niveles de CELF1 no se vieron afectados tras el tratamiento con CQ en miotubos 

DM1 y en ratones. Este dato fue congruente con lo descrito para la inclusión del exón 
8 de CAPZB en células y ratón o el exón 3 de Mfn2 y el exón 12 Ank2 en ratón, los 

cuales están regulados por CELF1 y permanecieron inalterados tras el tratamiento.   

En conjunto, estos resultados demuestran que la CQ aumenta los niveles de las 
proteínas MBNL, y lo que es más interesante, ese MBNL extra es funcional puesto 

que se rescata la inclusión de diferentes exones alternativos regulados por estas 
proteínas y, por lo tanto, podría explicar, al menos parcialmente, la mejoría tan 

relevante tras el tratamiento con CQ en los diferentes fenotipos funcionales, 
histológicos y moleculares caracterizados en los tres modelos de DM1.  

1.3 El efecto terapéutico del tratamiento con CQ observado en Drosophila, 

células y ratones DM1 es dependiente del aumento de los niveles de 

MBNL como consecuencia de la inhibición de la autofagia 

Para arrojar luz sobre la razón por la cual los niveles de las proteínas MBNL 

aumentaron tras el tratamiento con CQ, en primer lugar, se descartó la posibilidad 
de que la CQ interaccionara directamente con las expansiones CUG y afectara a su 

estabilidad favoreciendo así la liberación de Mbl. Mediante ensayos de fluorimetría 
diferencial de barrido (DSF) se demostró que la presencia de CQ no llevó a cambios 
en la fluorescencia ni en la temperatura de melting de las sondas CUG, es decir la 

temperatura a la que se despliega el 50% del RNA. Estos datos indican que el 
mecanismo por el cual Mbl se acumula en los músculos tratados con CQ no se debe 

a la unión directa de CQ a las repeticiones CUG. De forma similar, el tratamiento con 
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CQ no tuvo ningún efecto significativo en el área y número de foci ribonucleares ni 
en los transcritos de DMPK en miotubos DM1. Sin embargo, la CQ redujo de forma 

significativa y dependiente de dosis la colocalización de MBNL1 con los foci, 
sugiriendo un mecanismo independiente de la interacción directa con las 

repeticiones para la liberación de MBNL.  

En segundo lugar, se realizó doble tinción con LysoTracker y anticuerpos contra 
MBNL1 o 2 y se cuantificó la colocalización de ambas señales calculando el coeficiente 

de colocalización de Manders y la eficiencia de colocalización. Es importante destacar 
que se observó cinco veces más colocalización de MBNL1 o 2 con LysoTracker en 

miotubos DM1 en comparación con los niveles detectados en miotubos sanos. Estos 
valores se redujeron drásticamente después del tratamiento con CQ, lo que demostró 

que la CQ promueve la liberación de MBNL de la vía autofágica, evitando así su 
degradación y consecuentemente, aumentando su biodisponibilidad.  

Para confirmar que los efectos terapéuticos observados en el tratamiento con CQ 

estaban mediados por los niveles de MBNL a través de la modulación de la autofagia, 
se evaluó el efecto de inducir más aún la autofagia en los miotubos DM1. Con este 

fin, las células se trataron con metformina (mtf) a 30 mM, que activa la vía AMPK y, 
en consecuencia, conduce a la activación de la autofagia a través de la inhibición de 

mTOR y la activación de ULK1 (Y. Wang et al., 2018). Tras la adición de mtf, se detectó 
una disminución dramática en los niveles de MBNL1/2. En consonancia, el análisis de 

los exones alternativos regulados por MBNL1 y/o MBNL2 demostró que el 
tratamiento con mtf, en general, potenciaba los fenotipos patológicos. Como control, 
se analizó el splicing de CAPZB dependiente de CELF1 y no se obtuvo ningún efecto 

después del tratamiento con mtf al igual que ocurría al tratar las células con CQ.  

En resumen, estos resultados confirman que la CQ, bloqueando la autofagia, 

aumenta los niveles de MBNL disponibles y, ese aumento mejora diferentes fenotipos 
clave en la enfermedad.  
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2. Implicación de la disminución de miR-7 en el fenotipo de 

disfunción muscular en un modelo celular de DM1 

En un estudio realizado en nuestro laboratorio se describió que miR-7 estaba 

regulado negativamente en un modelo de DM1 en Drosophila y en biopsias 
musculares de pacientes. Asimismo, la expresión de ATG4A, una diana de este 

miRNA, estaba aumentada significativamente en biopsias de pacientes con DM1 
(Fernandez-Costa et al., 2013). Se ha descrito que miR-7 reprime la autofagia 
mediante la regulación positiva de la señalización de mTOR y la inhibición directa de 

algunos genes de autofagia (ATG7, ULK2 y ATG4A) (Gu et al., 2017). Sin embargo, aún 
se desconocía el papel y la relevancia de la regulación a la baja de miR-7 en los 

mecanismos patogénicos de DM1. Por otra parte, las causas por las que la autofagia 
está alterada en DM1 y contribuye al fenotipo de atrofia no están del todo claras. 

Aunque varias observaciones sugieren que las proteínas MBNL regulan la autofagia, 
la falta de estas proteínas en DM1 no parece ser el único contribuyente para explicar 

la desregulación de la autofagia en la enfermedad puesto que, por ejemplo, la 
sobreexpresión de la isoforma C de Muscleblind rescata solo parcialmente la atrofia 

muscular en el modelo de DM1 en mosca (Bargiela et al., 2015). 

Teniendo en cuenta estas observaciones previas, esta segunda sección incorpora el 
trabajo publicado en Sabater-Arcis et al 2020. Este artículo demuestra que los niveles 

reducidos de miR-7, a través de un mecanismo independiente de MBNL1, están 
implicados de forma crucial en la regulación del proceso autofágico y otras vías 

relacionadas con la atrofia, como el UPS, en DM1. Concretamente, a través de la 
modulación de miR-7 con un mimético o un antagonista en miotubos DM1 o sanos, 

respectivamente, demostramos que el restablecimiento de los niveles de miR-7 fue 
suficiente para reprimir marcadores de autofagia y atrofia muscular, así como para 

rescatar defectos de fusión y crecimiento de los miotubos. Por el contrario, el 
bloqueo de miR-7 en miotubos control fue suficiente para provocar la aparición de 
fenotipos tipo DM1. 
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2.1 miR-7 está disminuido en miotubos DM1, y la sobreexpresión de genes 

diana de miR-7 se correlaciona con la debilidad muscular en pacientes 

Para comprobar la relevancia de la disminución de miR-7 en los fenotipos 

musculares de DM1, se utilizó la información existente de la base de datos DMseq (E. 
T. Wang et al., 2019). Esta base de datos recoge información del análisis de expresión 

mediante RNA-seq de 40 biopsias de pacientes con DM1 y 10 controles sanos y 
también los datos de fuerza de dorsiflexión del tobillo de estos pacientes. De modo 

que, se seleccionaron 12 dianas confirmadas de miR-7, junto con tres de las 
estudiadas por Fernandez-Costa et al. El total de 15 dianas, se correlacionaron con 
los datos de fuerza y los resultados mostraron que 11 de ellas presentaban una 

correlación negativa estadísticamente significativa, demostrando que los bajos 
niveles de miR-7 en DM1 podrían repercutir en la fuerza muscular, la cual está 

íntimamente relacionada con la debilidad y atrofia muscular.  

En el mismo modelo celular utilizado en el primer objetivo de esta tesis, se confirmó 
que la expresión de miR-7 se encontraba disminuida de forma significativa tanto en 

fibroblastos como en miotubos DM1 diferenciados durante 7 días respecto de los 
fibroblastos y miotubos sanos. 

En base a estos resultados, se decidió restaurar los niveles de miR-7 en miotubos 
DM1 con un mimético del miRNA modificado químicamente (agomiR-7). Por otro 
lado, los niveles de miR-7 se disminuyeron en miotubos sanos con un anti-miR 

(antagomiR-7) para comprobar si la falta de miR-7 era suficiente para que los 
miotubos sanos reprodujeran un fenotipo DM1 y, de este modo, demostrar la 

relevancia del miRNA en la patogénesis de la enfermedad. Como control se utilizaron 
agomiRs o antagomiRs con secuencia al azar (Scramble).  

Inicialmente, se caracterizó el perfil de toxicidad de los oligonucleótidos, 

estableciendo una ligera toxicidad a partir de 100 nM para ambos. Por ello, se 
seleccionaron las concentraciones de 1, 10 y 100 nM para el trabajo experimental. En 

segundo lugar, se observó un aumento de los niveles del miRNA con el agomiR-7 en 
miotubos DM1 y una disminución de los niveles del miRNA en miotubos sanos con el 

antagomiR-7. También se confirmó la captación de los oligonucleótidos mediante el 
uso de agomiR-7 y antagomiR-7 marcados con CY3. 
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2.2 La modulación de los niveles de miR-7 afecta a la capacidad de fusión 

de miotubos DM1 y mioblastos primarios derivados de músculo de 

ratones HSALR 

Previamente, se había descrito que miotubos DM1 presentan una capacidad de 
fusión reducida, de modo que podría ser un fenotipo indirecto de la disfunción 

muscular in vitro (Arandel et al., 2017). La contribución de miR-7 a este fenotipo se 
comprobó tras el aumento o reducción del miRNA en miotubos DM1 o controles, 
respectivamente, y posterior inmunofluorescencia contra DESMINA. Respecto al 

índice de fusión, las células DM1 presentaban una reducción de casi el 50 % respecto 
a las células sanas. La restauración de los niveles del miR-7 con el agomiR-7 en 

miotubos DM1 fue suficiente para rescatar este fenotipo de forma dependiente de 
dosis, observando el máximo aumento alrededor del 40 %. Además, la disminución 

de los niveles de miR-7 con el antagomiR-7 llevó a una drástica reducción en el índice 
de fusión (alrededor de un 30%) de los miotubos sanos, de forma similar al fenotipo 

observado en DM1. En cuanto al diámetro, el aumento de miR-7 en miotubos DM1 
no tuvo ningún efecto. Por el contrario, la reducción de miR-7 en células sanas 

disminuyó entre 3-4 veces el diámetro de las células sanas, de forma dependiente de 
dosis. En conjunto, estos resultados sugieren que miR-7 es necesario para la fusión 

de los mioblastos y el aumento de su tamaño, pero el suplemento de miR-7 solo es 
suficiente para mejorar el fenotipo de fusión celular en DM1.  

Con el fin de probar la implicación de miR-7 en la capacidad de fusión de los 

mioblastos, se decidió modular los niveles de miR-7 mediante la administración de 
un antagomiR o agomiR en mioblastos primarios aislados de los músculos 

esqueléticos de diafragma y gastrocnemio de ratones controles sanos (WT) y DM1 
(HSALR) de 4,5 meses de edad. Los ratones modelo reproducen varios fenotipos de la 

enfermedad, como miotonía y defectos de splicing, pero no muestran una atrofia 
clara (Mankodi et al., 2000). Congruente con la hipótesis de la implicación de miR-7 
en el fenotipo de atrofia, no se observó una disminución del miRNA en los músculos 

analizados. El tratamiento con antagomiR-7 en mioblastos WT fue suficiente para 
reducir significativamente el índice de fusión. De forma análoga, la recuperación del 

fenotipo fue robusta al reponer miR-7 con el agomiR en mioblastos HSALR del 
diafragma y el gastrocnemio. Adicionalmente, se trataron mioblastos HSALR con 



-Resultados principales - 
 

58 
 

antagomiR-7, cuantificando una clara reducción en el índice de fusión. Estos 
resultados son de especial relevancia puesto que apuntan a que la expresión normal 

de miR-7 en mioblastos y músculo de ratones HSALR podría estar contribuyendo a la 
ausencia de fenotipos pronunciados relacionados con atrofia en estos ratones. 

Indagando acerca del posible mecanismo mediante el cual el aumento en los 

niveles de miR-7 lleva a un rescate en el índice de fusión de los miotubos DM1, se 
analizó el grado de activación de AKT y AMPK. El restablecimiento de miR-7 en 

miotubos DM1, aumentó de forma espectacular la ratio p(Ser473)-AKT/AKT, mientras 
que el efecto contrario se obtuvo al bloquear miR-7 en los miotubos sanos. Sin 

embargo, no se detectaron diferencias en la activación de AMPK. 

Estos resultados refuerzan la idea de que la falta de miR-7 en DM1 es responsable 
en parte de los defectos en la capacidad de fusión de los mioblastos y, por ende, está 

relacionada con la disfunción muscular de la enfermedad. 

2.3 miR-7 tiene una función central en la regulación de la autofagia y de 

otras vías relacionadas con el fenotipo de atrofia muscular, como el 
UPS en miotubos DM1 

En base a las observaciones previas que demuestran que miR-7 regula diferentes 
genes implicados en autofagia (Fernandez-Costa et al., 2013; Gu et al., 2017), nuestra 

hipótesis fue que el déficit en los niveles de miR-7 era la causa (al menos parcial) de 
la hiperactivación de la autofagia, la cual desencadena atrofia muscular.  

Teniendo en cuenta las informaciones previas que apuntan a que el 

restablecimiento de unos niveles basales de autofagia mediante inhibición genética 
o química, con la CQ, es suficiente para mejorar de forma notoria fenotipos 

relacionados con la atrofia muscular, se decidió confirmar que el efecto de miR-7 
sobre las alteraciones de la fusión celular estaba mediado por la regulación de la 

autofagia. Para ello, se inhibió o potenció esta vía mediante el tratamiento con CQ o 
metformina, respectivamente. Los resultados mostraron que el índice de fusión 
mejoró significativamente cuando se bloqueó la autofagia y, por el contrario, se 

agravó al inducir la vía por el tratamiento con metformina de forma similar a los 
resultados obtenidos tras disminuir los niveles de miR-7 en miotubos sanos. Estos 

resultados indican que miR-7, a través de la posible regulación de la autofagia en 
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DM1, podría tener un efecto sobre los fenotipos relacionados con la capacidad de 
fusión de los mioblastos. 

Para demostrar de forma clara que miR-7 regula la autofagia en DM1, se evaluó el 

efecto de modular los niveles de miR-7 sobre diferentes marcadores de autofagia que 
se encuentran alterados en DM1. El aumento de miR-7 con agomiR en miotubos DM1 

redujo de forma significativa tanto la formación de autofagolisosomas, medida 
mediante tinción con LysoTracker, así como la expresión a nivel de transcrito (ATG4A, 

ATG7, ATG2B, ATG3, ATG5, VPS34) y de proteína (ATG4A, ATG7, P62, LC-3II/LC-3I) de 
diferentes genes relacionados con autofagia. Por el contrario, la modulación negativa 

de los niveles de miR-7 con el antagomiR en miotubos sanos llevó a una activación de 
la autofagia sorprendente. Para probar la relevancia de la modulación de miR-7 en el 

flujo autofágico, se utilizaron los vectores de expresión LC3 y P62 marcados ambos 
con mCherry-GFP en tándem. Brevemente, la señal de GFP de estas construcciones 

se reduce en un entorno ácido, mientras que la de mCherry es más estable De modo 
que la colocalización de la fluorescencia de GFP y la de mCherry indica un 

compartimento celular que no se ha fusionado con un orgánulo ácido 
(autofagosoma), mientras que la señal de mCherry en ausencia de la de GFP 
corresponde a una vesícula de autofagosoma que se ha fusionado con un lisosoma 

(autofagolisosoma). De acuerdo con los resultados anteriores, cuando se 
transfectaron simultáneamente en las células DM1 el vector que expresa mCherry-

GFP-LC3 y el oligonucleótido scramble, la señal correspondiente a mCherry fue 
mucho más intensa que la de GFP en comparación con los miotubos sanos, indicativo 

de una hiperactivación del flujo autofágico en DM1. La reducción de los niveles de 
miR-7 con el antagomiR-7 reveló un flujo de autofagia dramáticamente aumentado 

en los miotubos sanos, generando un patrón de tinción comparable al de los 
miotubos DM1. Por contra, la transfección de agomiR-7 en miotubos DM1 aumentó 

la señal de GFP sobre la de mCherry, indicativo de un alivio del flujo autofágico 
excesivo. Como control, se bloqueó la fusión de los autofagosomas y lisosomas con 

CQ en las células DM1. En este caso, el patrón de expresión de los reporteros fue muy 
similar al observado después de la adición de agomiR-7, apoyando la hipótesis de que 

la restauración de los niveles de miR-7 es suficiente para normalizar la actividad 
autofágica en DM1. Se obtuvieron resultados similares con la construcción mCherry-
GFP-p62. 
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Considerando la alteración de la vía AKT en miotubos DM1, el efecto de miR-7 sobre 
esta vía y, teniendo en cuenta que AKT regula los factores de transcripción de la 

familia FoxO que posteriormente regulan la expresión de genes implicados en la 
degradación de proteínas, se analizaron los niveles de expresión de varios genes 

relacionados con atrofia (MuRF1, FBXO32, FoxO1, FoxO3, AKT1 y IL-1β). El aumento 
de los niveles de miR-7 con el agomiR-7 a la concentración más alta (100 nM) fue 

suficiente para cambiar significativamente los niveles de expresión de los genes en 
miotubos DM1 hacia un patrón sano. Asimismo, un fenotipo de expresión similar al 

de los miotubos DM1 se obtuvo al reducir los niveles de miR-7 con el antagomiR-7 en 
miotubos sanos. Estos resultados fueron concomitantes con los observados al 

analizar marcadores del proceso de autofagia, demostrando que miR-7 juega un 
papel crucial en la regulación negativa de la vía autofágica. Todo ello sugiere que la 
disminución en los niveles de miR-7 podría ser la causa, al menos en parte, de la 

activación patogénica de la autofagia descrita en DM1 y de forma indirecta, de otras 
vías catabólicas relacionadas con el proceso atrófico, como la vía UPS. 

2.4 Los efectos de la modulación de miR-7 son independientes de MBNL1 

Para investigar más a fondo el papel de miR-7 en DM1, se analizaron las 
consecuencias de su modulación en dos proteínas críticas de la enfermedad: CELF1 y 

MBNL1. Los resultados mostraron que los transcritos de CELF1 respondían a la 
modulación de miR-7. La regulación de los niveles de CELF1 por miR-7 probablemente 

será indirecta ya que no se encontraron predicciones significativas de unión en su 
3´UTR utilizando los algoritmos miRtarget y miRanda. Por el contrario, la modulación 

de miR-7 no tuvo ningún efecto sobre los niveles de MBNL1 en las células expuestas 
a los oligonucleótidos. En consonancia con estos resultados, tampoco se detectaron 

cambios significativos en el porcentaje de inclusión de exones alternativos de seis 
genes dependientes de MBNL1 tras la modulación de miR-7. Teniendo en cuenta la 

posibilidad de que miR-7 podría tener un efecto sobre la acumulación de transcritos 
DMPK mutantes, se cuantificaron los foci ribonucleares por hibridación in situ, pero 
no se detectaron cambios.  

Estos resultados sugieren que miR-7 actúa por debajo o en paralelo con MBNL1 en 
la vía de patogénesis de la enfermedad. 
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3. Validación de la alteración patológica de Musashi-2 y su 

contribución, como represor de la biogénesis de miR-7, al 

fenotipo de disfunción muscular en biopsias musculares y 

diferentes líneas celulares de DM1 

La producción de miRNAs maduros está estrictamente regulada tanto a nivel 

transcripcional como postranscripcional. Evidencias crecientes sugieren que las 
proteínas de unión a RNA (RBP), que incluyen factores reguladores de splicing, actúan 
como reguladores postranscripcionales de miRNAs. Por lo tanto, la unión de una RBP 

al bucle terminal o un tallo del precursor de un miRNA puede afectar positiva o 
negativamente el procesamiento del pri-miRNAs mediado por el microprocesador en 

el núcleo, y/o el procesamiento mediado por DICER de un pre-miRNA en el 
citoplasma. En DM1 una de las alteraciones más importantes que favorecen la 

desregulación del splicing alternativo y procesamiento de transcritos reside en las 
proteínas de unión a RNA, como por ejemplo MBNL, CELF1, hnRNPA1 o STAU1. 

Muchos de estos factores, como MBNL1 o hnRNPA1, regulan la biogénesis de miRNAs 
(Michlewski & Cáceres, 2019). En el objetivo 2 demostramos la importancia de la 

desregulación de miR-7 en la patogénesis de la enfermedad. A pesar de la relevancia 
que supone el déficit de miR-7 en DM1, se desconocía su origen. Tomando en 

conjunto todas las observaciones, de entre los factores que se han propuesto para 
explicar la regulación de la biogénesis de miR-7, resultó de especial interés la 

regulación negativa del procesamiento del pri-miR-7 por parte de MSI2 junto con HuR 
(Choudhury et al., 2013). Por lo tanto, hipotetizamos que la RBP MSI2 podría estar 
regulada al alza en DM1 y contribuir a la disfunción muscular a través de la represión 

del procesamiento de miR-7. 

Este tercer apartado incorpora el artículo publicado en Sabater-Arcis et al. 2021 en 

el que se describe por primera vez en detalle la sobreexpresión de la proteína de 
unión a RNA Musashi-2 (MSI2) en DM1. Concretamente se identificó que MSI2 está 
sobreexpresado a nivel de transcrito y proteína en diferentes líneas de mioblastos y 

biopsias de músculo esquelético derivadas de pacientes con DM1. Utilizando 
estrategias de silenciamiento de genes (siRNAs y gapmers) o la molécula pequeña Ro 

08-2750 demostramos que la reducción de los niveles o actividad de MSI2 aumenta 
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la expresión de miR-7, reprime la autofagia excesiva y regula negativamente los genes 
relacionados con la atrofia. También se detectó una regulación positiva significativa 

de MBNL1 tras el silenciamiento de MSI2.  

3.1 MSI2 está sobreexpresado en DM1 y se correlaciona negativamente 

con los niveles reducidos de miR-7 en biopsias musculares y diferentes 

líneas celulares 

Para evaluar la posible desregulación de MSI2 y su implicación en la reducción de 
los niveles de miR-7 en DM1, se analizó la expresión de MSI2 a nivel de transcrito y 

proteína y de miR-7 en biopsias de músculo deltoides de 17 controles sanos y 16 
donantes con DM1, en cinco líneas de mioblastos primarios obtenidas de las biopsias 

(2 de control y 3 de DM1) y en el modelo celular utilizado en los objetivos 1 y 2 de la 
presente tesis. En todos los casos, se detectaron niveles significativamente reducidos 
de miR-7 en las muestras de DM1. De forma análoga, se confirmó un aumento 

significativo de MSI2 a nivel de transcrito y proteína en todas las muestras analizadas 
(a excepción de los transcritos MSI2 en los mioblastos primarios por la gran 

variabilidad). Particularmente destacable fue el aumento de proteína MSI2 detectado 
en miotubos DM1 (cerca de 60 veces respecto de miotubos sanos). Reforzando la 

hipótesis de que unos altos niveles de MSI2 en DM1 inhiben la biogénesis de miR-7 
lo cual desemboca en una reducción en los niveles de miR-7 maduro, se confirmó en 

las biopsias de músculo de pacientes con DM1 una correlación de Pearson (r) negativa 
y significativa entre MSI2 y miR-7. Esta correlación no se observó en mioblastos 

primarios. Para confirmar la sobreexpresión de MSI2 en DM1 y la relevancia de dicha 
alteración en el fenotipo muscular de la enfermedad, se recurrió a la base de datos 

DMseq (descrita en el apartado 2.1 de resultados del objetivo 2 de la tesis). Una vez 
más, se corroboraron los resultados obtenidos, MSI2 estaba sobreexpresado 

significativamente (más del 35%) en pacientes con DM1 y sus niveles, se 
correlacionaron negativa y significativamente con la fuerza de la dorsiflexión del 
tobillo, un fenotipo relacionado directamente con la debilidad y atrofia muscular.  
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3.2 El silenciamiento de MSI2 con siRNAs y gapmers aumenta los niveles 

de miR-7 y rescata parámetros relacionados con la disfunción muscular 

en miotubos DM1 

Considerando la sobreexpresión de MSI2 observada en DM1 y la estrecha relación 
de dicho aumento con la disminución de miR-7 y el fenotipo de atrofia muscular, se 

propuso reestablecer los niveles de MSI2 para dilucidar de forma clara, por una parte, 
que la reducción de MSI2 tiene un efecto positivo sobre los niveles de miR-7 y, por 
otra parte, que ese aumento en los niveles del miRNA tiene un potencial terapéutico 

contra los mecanismos moleculares que contribuyen a la atrofia en DM1.  

Para reducir los niveles de MSI2, se transfectaron miotubos DM1 con siRNAs o 

gapmers (ASOs), favoreciendo así la degradación de los transcritos MSI2 por medio 
de la vía de RNAi o de la actividad RNasa-H, respectivamente. Concretamente, ambas 
estrategias se dirigieron a diferentes zonas de la isoforma 1 de MSI2 ya que es la que 

más se expresa en músculo esquelético (GTEx Consortium, 2020). Como control se 
utilizaron siRNA o ASOs con secuencia al azar (scramble).  

En el caso de los siRNAs, se transfectaron dos siRNAs a una concentración final de 
100 nM. Los resultados mostraron una clara y significativa disminución, de alrededor 
del 70%, en la expresión de MSI2 en miotubos DM1, siendo esta disminución 

relevante ya que se obtuvo un aumento significativo (3 veces) en los niveles de miR-
7. Estos resultados son congruentes con la idea de que niveles altos de MSI2 reprimen 

la biogénesis de miR-7. Asimismo, se analizó la expresión de dos dianas directas de 
MSI2. Por un lado, P21, cuya expresión está regulada negativamente por MSI2 (Zhou 

et al., 2020) y, por el otro lado TGFBR1, que por el contrario se ha demostrado que 
MSI2 potencia su expresión (Jiang et al., 2019). La expresión de ambas dianas se 

observó alterada en miotubos DM1, y la reducción de MSI2 moduló la expresión de 
ambos genes. Finalmente, se midió la capacidad de fusión de las células como un 

fenotipo en el que miR-7 está implicado. Los resultados mostraron una mejora 
significativa en el índice de fusión de las células al reducir los niveles de MSI2, 

mientras que para el diámetro el rescate no fue significativo. 

En el caso de los ASOs, inicialmente se diseñaron tres y se seleccionaron dos 
concentraciones, 30 nM y 150 nM, en base a que presentaban una toxicidad baja. La 
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eficiencia de los ASOs se comprobó midiendo la expresión de MSI2. Los resultados 
mostraron una reducción significativa con el ASO 1 y 3 en ambas concentraciones 

probadas. Sin embargo, en el caso del ASO 2 se cuantificó una ligera disminución, 
pero no significativa. A nivel de proteína los resultados fueron similares. En conjunto, 

el nivel de silenciamiento de MSI2 conseguido con los ASOs fue mayor que con los 
siRNAs, traduciéndose en cambios más notables en la expresión de sus dianas 

directas. La expresión de miR-7 aumentó significativamente al reducir los niveles de 
MSI2 con los ASO 1 y 3, siendo el efecto dependiente de dosis. Como era de esperar 

los niveles de miR-7 no aumentaron de forma significativa con el ASO 2, concomitante 
con la falta de reducción de MSI2. Estos resultados son una comprobación adicional 

de que el aumento de MSI2 en DM1 está implicado en la reducción de los niveles de 
miR-7 ya que, si no hay reducción eficiente de MSI2, no hay aumento de miR-7. En 
este punto, debido a la falta de actividad del ASO 2 solo se continuó con los ASO 1 y 

3. También se estudió el efecto de los ASOs en la expresión de P21 y TGFBR1 en 
miotubos DM1. Los resultados demostraron que el tratamiento con el ASO 3 a 30 nM 

llevaba a un aumento significativo en la expresión de P21. También es destacable la 
disminución significativa observada en la expresión de TGFBR1 al tratar con el ASO 1 

a 30 nM así como la tendencia a la disminución en el caso de los ASO 1 y 3 a 150 nM.  

Anteriormente, demostramos que la restauración de los niveles de miR-7 era 
suficiente para rescatar el índice de fusión, por lo que se estudió la contribución de 

MSI2 a este fenotipo, así como el efecto sobre el tamaño de los miotubos, después 
de reducir los niveles de MSI2 con los ASOs. Después de 7 días de diferenciación, la 

cuantificación de ambos parámetros mostró que la reducción de los niveles de MSI2 
en miotubos DM1 restauró drásticamente el índice de fusión. A diferencia de los 

estudios anteriores con el agomiR-7 y los siRNA, el diámetro de los miotubos también 
se rescató de forma significativa con los dos ASOs corroborando que la reducción de 

MSI2, vía aumento de miR-7, mejora fenotipos relacionados con disfunción muscular.  

Después de describir la disminución de miR-7 como una de las causas por las que la 
autofagia está hiperactivada en DM1 y tras obtener un aumento en los niveles de 

miR-7 al silenciar MSI2 con los ASOs, se cuantificó la expresión de diferentes genes y 
proteínas implicadas en el proceso catabólico de la autofagia, observando un rescate 

significativo en la mayoría de los parámetros analizados tras silenciar MSI2 con los 
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ASO 1 y 3. En concreto, los niveles de expresión de ATG3, ATG4A, ATG7, ATG5 y mTOR 
se rescataron. A nivel de proteína se observó una disminución significativa en los 

niveles de las dos dianas directas de miR-7, ATG4A y ATG7, a la concentración de 150 
nM de los dos ASOs y en el caso de ATG7 también a la concentración más baja. 

Apoyando la idea de que los rescates en los niveles de autofagia tras la reducción de 
MSI2 son debidos, en parte, al aumento de los niveles de miR-7. Asimismo, se obtuvo 

un aumento robusto en la activación de AKT (fosfo (Ser473)-AKT/AKT) a la 
concentración más alta, de forma similar a lo observado con la restauración de los 

niveles de miR-7 con el agomiR-7.  

Aunque no se obtuvo un rescate en los niveles de P62, la reducción de MSI2 
demostró una clara reducción de la ratio LC3-II/LC3-I a la concentración de 150 nM. 

De forma complementaria, se realizaron dos tinciones para comprobar el flujo 
autofágico a punto medio, cuando se están formando los autofagosomas, con una 

inmunofluorescencia contra LC3 y a punto final mediante tinción con LysoTracker, 
que marca vesículas ácidas correspondientes a los autofagolisosomas. En el caso de 

la detección de LC3, se observan puntos fluorescentes correspondientes a LC3-II, 
indicativo de un aumento del flujo autofágico, mientras que al disminuir la actividad 
autofágica la señal fluorescente punteada se vuelve más difusa. En base a esto, se 

cuantificaron los puntos LC3 por unidad de área. Los resultados corroboraron lo 
observado al cuantificar los niveles de proteína LC3-II/LC3-I, puesto que la reducción 

de MSI2 con los dos ASOs, redujo de forma cuantitativa la formación de puntos LC3 
sobre todo a la concentración más alta, indicativo de una disminución del flujo 

autofágico. Es importante resaltar que se cuantificó un aumento en los puntos LC3 
de alrededor de 4 veces en miotubos DM1 comparado con los miotubos sanos. 

También se observó una clara reducción de la señal de LysoTracker con los dos ASOs, 
siendo destacable la concentración más alta.  

 Asimismo, se analizó a nivel de transcrito la expresión de FBXO32, MURF1, FOXO1, 

FOXO3, AKT1, IGF1, IL-1β y MSTN. Genes implicados en diferentes vías catabólicas, 
como el UPS, que durante procesos de atrofia están alterados y que en el objetivo 2 

se demostró, para la gran mayoría, que el aumento de miR-7 reestablecía su 
expresión. El tratamiento con los ASOs rescató significativamente la expresión de 

todos los genes analizados, al menos en alguna de las concentraciones probadas. 
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En conjunto, todas estas observaciones sugieren de forma clara que MSI2 regula a 
miR-7 y que el silenciamiento de MSI2 mediante la utilización de siRNA o ASOs lleva 

a un aumento en los niveles de miR-7 que tiene un efecto positivo en los miotubos 
DM1, reestableciendo unos niveles basales del fujo autofágico y de diferentes 

marcadores implicados en el proceso atrófico en DM1. 

3.3 El restablecimiento de los niveles de MSI2 con los gapmers potencia 

los niveles de MBNL1 en miotubos DM1  

Considerando la novedad de describir la alteración de MSI2, y su posible 

repercusión en la patogénesis de la enfermedad, se decidió cuantificar los niveles de 
MBNL1, MBNL2 y CELF1 después del tratamiento con el ASO 1 y 3 para comprobar la 

implicación de MSI2 sobre estas proteínas clave en la enfermedad de forma 
independiente a miR-7.  

Los resultados mostraron que los niveles de MBNL2 y CELF1 no se modificaron tras 

la reducción de MSI2. Por el contrario, los niveles de MBNL1 aumentaron de forma 
notoria con los dos ASOs a la concentración más elevada de 150 nM, siendo 

significativo el aumento para el ASO 1. Curiosamente a nivel de transcrito, aunque sí 
había una tendencia al aumento, no se detectaron cambios significativos en la 

expresión de MBNL1. Congruente con las observaciones a nivel de proteína, la 
inmunofluorescencia contra MBNL1 y MBNL2 demostró que el tratamiento con los 
dos ASOs tuvo un ligero efecto sobre MBNL1 a 30 nM. Ahora bien, a la concentración 

de 150 nM la señal fluorescente se incrementó de forma sorprendente a nivel de 
núcleo y citoplasma. En cambio, en el caso de MBNL2 solo se observó leve aumento 

con el ASO1 a 150 nM. 

La funcionalidad del aumento de MBNL1 tras la reducción de los niveles de MSI2 se 
confirmó al cuantificar un rescate significativo en el porcentaje de inclusión del exón 

10 de PKM, exón 22 de SERCA1 y exón 7 de NFIX, en alguna de las concentraciones 
probadas del ASO 1 y 3. 
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3.4 El inhibidor de la actividad de MSI2, Ro 08-2750, mejora fenotipos 

moleculares relacionados con la diferenciación y atrofia en miotubos 

DM1, en mioblastos inmortalizados y en mioblastos primarios DM1 

Para apoyar los resultados obtenidos al silenciar MSI2 con los siRNA y gapmers y 
reforzar nuestra hipótesis de que el aumento de MSI2 es una de las causas por las 

que miR-7 está disminuido, se probó otro tipo de estrategia dirigida a reducir la 
actividad de MSI2 en los miotubos DM1. Específicamente, la molécula pequeña Ro-
08-2750 (Ro) se ha demostrado que se une directa y selectivamente al dominio de 

unión a RNA de MSI2, bloqueando la interacción de MSI2 a sus dianas y, 
consecuentemente, la regulación que ejerce sobre ellas (Minuesa et al., 2019).  

Considerando esto, los miotubos DM1 se trataron con la molécula Ro a 10 y 15 µM 
(seleccionadas en base a un ensayo de toxicidad). De acuerdo con el mecanismo de 
acción de Ro, se observó un ligero efecto sobre los niveles de MSI2, de modo que, se 

analizó la expresión de las dianas directas de MSI2 (miR-7, TGFBR1 y P21) para 
confirmar que a esas concentraciones Ro estaba ejerciendo un efecto sobre la 

actividad de MSI2. Los miotubos DM1 tratados con Ro a 10 µM aumentaron la 
expresión de miR-7 significativamente (2,5 veces) y mostraron una disminución 

significativa de TGFBR1, pero no de P21. Asimismo, la concentración de Ro a 15 µM 
no tuvo efecto sobre los miotubos DM1, motivo por el cual se probaron las 

concentraciones de 1 y 3 µM, para comprobar si a 10 µM se alcanzaba el máximo 
efecto. En este sentido, solo se observó un aumento significativo de miR-7 a la 

concentración de 3 µM.  

Para confirmar, al igual que lo observado con los siRNAs y gapmers, que la inhibición 
de la actividad de MSI2 tiene un impacto sobre la capacidad de fusión de las células 

y el proceso de autofagia, en parte por al aumento de miR-7, se cuantificó el índice 
de fusión de los miotubos DM1 tratados con el rango de concentraciones de 1 a 15 

µM. El tratamiento con Ro en los miotubos DM1, confirmó una recuperación 
dependiente de dosis y significativa para todas las concentraciones probadas, 

alcanzando el máximo porcentaje de recuperación a 10 µM (98%), de acuerdo con las 
observaciones previas. Además, el diámetro también se rescató de forma 

espectacular a 10 µM, confirmando que esa concentración era la óptima. Por otra 
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parte, los miotubos DM1 solo mostraron un rescate significativo de marcadores de 
autofagia (ATG4A, ATG7, P62 y LysoTracker) a la concentración de 10 µM de Ro. 

Para validar los resultados y obtener una evidencia más robusta de la implicación 

de la vía MSI2-miR-7-autofagia en la disfunción muscular en DM1 y corroborar 
también el potencial terapéutico de reducir los niveles de MSI2, se trataron con Ro a 

10 µM una línea de mioblastos inmortalizados diferenciados durante 7 días y 
procedentes del mismo donante que los miotubos DM1 utilizados hasta ahora 

(Arandel et al., 2017), y dos líneas de mioblastos primarios DM1 (DM1-14 y DM1-16) 
utilizadas en la sección de resultados 3.1 y procedentes de dos de las biopsias en las 

que se analizó también la alteración de MSI2 y miR-7. En los mioblastos 
inmortalizados se confirmó que MSI2 estaba sobreexpresado significativamente en 

comparación con los mioblastos sanos, mientras que miR-7 se comportó de manera 
inversa. Este resultado es de gran relevancia, puesto que valida en otro modelo 

celular la sobreexpresión de MSI2 y la disminución de miR-7 en DM1. El tratamiento 
con Ro a 10 µM rescató la expresión de las dianas directas de MSI2. Concretamente, 

se reestableció la expresión de miR-7 y P21 en todas las líneas celulares y de TGFBR1 
en la DM1-14, aunque en todas las líneas había tendencia a la disminución en la 
expresión de TGFBR1.  

También se estudió la capacidad de fusión de estas líneas DM1 y el efecto de inhibir 
la actividad de MSI2 con el compuesto. En concreto, se analizó el índice de fusión, 

obteniendo una disminución significativa en todas las líneas DM1 respecto de sus 
controles sanos, reafirmando así la incapacidad de las células DM1 de fusionarse y 
diferenciarse terminalmente de forma correcta. Este fenotipo mejoró drásticamente 

tras el tratamiento con Ro a 10 µM en todas las líneas DM1 estudiadas a 7 días de 
diferenciación. Adicionalmente, se evaluó el índice de fusión a 10 y 14 días de 

diferenciación y el efecto de Ro en los mioblastos inmortalizados, observando una 
disminución significativa en la capacidad de fusión de las células DM1 con respecto 

las células sanas y un espectacular rescate al tratar con Ro, similar al observado a 7 
días de diferenciación. 

En cuanto a la repercusión de la disminución de MSI2 sobre la autofagia, las células 

DM1 mostraron un aumento en la formación de puntos de LC3 comparado con los 
controles sanos, lo que confirma de nuevo la hiperactivación de la vía autofágica en 
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DM1. El tratamiento con la molécula pequeña fue suficiente para revertir este 
fenotipo en todas las líneas de mioblastos DM1 de forma espectacular. Además, en 

miotubos DM1 inmortalizados, se cuantificaron los niveles de ATG4A y ATG7, los 
cuales estaban aumentados en las células DM1 sin tratar y sus niveles disminuyeron 

con el compuesto. De manera similar, la expresión de genes relacionados con el 
sistema UPS y degradación muscular estaba aumentada en todas las líneas y se 

rescató con el tratamiento, confirmando la alteración de estas vías catabólicas en 
DM1. 

Tomados en conjunto, todos los resultados en los diferentes modelos celulares de 

DM1 y las diferentes estrategias utilizadas para reducir los niveles de MSI2 validan 
que MSI2 representa una diana terapéutica potencial para tratar la disfunción 

muscular en DM1. 
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En la mayoría de las miopatías hereditarias o distrofias musculares los pacientes 
experimentan debilidad y atrofia muscular progresiva (es decir, pérdida de masa 

muscular). Como resultado, se pierde la fuerza física y la independencia, lo que 
provoca una morbilidad sustancial durante décadas. En el caso concreto de la DM1, 

la principal causa de mortalidad es la muerte súbita debido a problemas de 
conducción cardíaca y arritmias, y la insuficiencia respiratoria como resultado de la 

atrofia muscular. Por lo tanto, la disfunción muscular es un aspecto crítico en la 
patogénesis de la enfermedad, puesto que reduce la esperanza y calidad de vida de 

los pacientes con DM1. Si bien es ampliamente conocido que la causa de la pérdida 
de fibras musculares en DM1 reside en la expresión de las repeticiones CTG 

expandidas, los mecanismos mediante los cuales las mismas desencadenan la atrofia 
muscular siguen siendo en gran parte desconocidos.  Se ha demostrado en diferentes 
modelos que la autofagia y el UPS están hiperactivados (Bargiela et al., 2015; Beffy et 

al., 2010; Loro et al., 2010; Morriss et al., 2018; Vignaud et al., 2010). 

1. La hiperactivación de la autofagia contribuye de forma 

relevante a la disfunción muscular en la DM1 y su inhibición es 

suficiente para rescatar in vivo fenotipos relacionados con la 

disfunción muscular 

Nuestros resultados con el inhibidor de la autofagia CQ demostraron que el 
tratamiento con CQ bloqueó la autofagia de forma efectiva y fue suficiente para 

mejorar significativamente varios fenotipos moleculares y funcionales asociados con 
la enfermedad en dos modelos animales, Drosophila y ratón, y también en miotubos 

DM1. Trabajos previos avalan estas observaciones ya que la inhibición genética de la 
vía en moscas modelo DM1 mediante sobreexpresión de mTOR revirtió casi a nivel 

de controles sanos el tamaño de los IFMs mientras que la interferencia de algunos 
genes Atgs rescató parcialmente la atrofia en las moscas DM1 (Bargiela et al., 2015). 

Estos datos sugieren que la alteración de la autofagia es un mecanismo que 
contribuye, en parte, a la atrofia muscular observada en DM1. Asimismo, en 

diferentes modelos de DM1 en Drosophila o ratón se ha demostrado que el fenotipo 
de atrofia muscular se puede revertir al reducir la expresión de las repeticiones CTG 

(Bargiela et al., 2015; Morriss et al., 2018). Estas observaciones junto con la 
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reversibilidad del fenotipo de autofagia proporcionan una prueba de concepto de la 
necesidad de entender las causas moleculares por las que la expresión de las 

expansiones CUG conducen a la hiperactivación de la autofagia, con el fin de 
encontrar nuevas dianas terapéuticas y, consecuentemente, desarrollar estrategias 

terapéuticas destinadas a limitar la autofagia contra la disfunción muscular en DM1.  

2. La sobreexpresión de MSI2 contribuye a los bajos niveles de 

miR-7, y la desregulación de ambos está relacionada con la 

debilidad muscular en DM1 

En base a los estudios previos (Fernandez-Costa et al., 2013) nuestros resultados 
corroboraron que miR-7 está disminuido en DM1. Teniendo en cuenta estos datos, a 

través de estrategias complementarias de modulación de miR-7, demostramos que 
la regulación a la baja de miR-7 (antagomiR-7) en los miotubos sanos origina 
fenotipos similares a DM1, mientras que la restauración de los niveles normales del 

miRNA (AgomiR-7) en las células DM1 regula a la baja la autofagia excesiva y el UPS. 
Por lo tanto, esto sugiere que miR-7 constituye un nodo regulatorio del proceso de 

autofagia y otras vías relacionadas con la atrofia, como el UPS, en DM1. En 
consecuencia, proponemos que la desregulación de miR-7 es la causa, al menos 

parcial, de la sobreactivación de la autofagia y contribuye a la alteración de otras vías 
implicadas en la disfunción muscular, como el UPS. Es importante destacar que varios 

autores han descrito que los ratones HSALR jóvenes (6 meses) no reproducen el 
desgaste y la degeneración muscular (Fugier et al., 2011; Kimura et al., 2005; Rhodes 

et al., 2012). Nuestros resultados sugieren que la falta de regulación a la baja de miR-
7 en ratones modelo DM1 previene los fenotipos de desgaste muscular observados 

en biopsias y mioblastos humanos, en los que miR-7 está claramente infraexpresado. 

El origen de los bajos niveles de este miR-7 se desconocía hasta el momento. 
Estudios previos describían que MSI2, junto con HuR, reprime la biogénesis de miR-7 

(Choudhury et al., 2013). Demostramos por primera vez, en diferentes modelos 
celulares y biopsias de pacientes, que la expresión de MSI2 está fuertemente 

regulada al alza a nivel de transcrito y proteína en DM1. Además, observamos una 
correlación negativa significativa entre los niveles de MSI2 y miR-7 en biopsias de 

pacientes con DM1, lo que refuerza la idea de que la sobreexpresión de MSI2 
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participa en la infraexpresión de miR-7. Además, demostramos que la reducción de 
los niveles de MSI2 mediante tres estrategias diferentes fue suficiente para aumentar 

significativamente los niveles de miR-7 y rescatar diferentes parámetros relacionados 
con la disfunción muscular, de forma similar a lo observado al reponer miR-7. A pesar 

de que falta por dilucidar las causas que provocan la sobreexpresión de MSI2 en DM1, 
este estudio da a conocer una nueva diana terapéutica dentro del eje miR-7-

autofagia-disfunción muscular. 

 Análogamente, demostramos una correlación negativa y significativa entre los 
niveles de transcritos que son dianas de miR-7 o la expresión de MSI2 y la debilidad 

de la dorsiflexión del tobillo de pacientes con DM1. Por lo tanto, estos resultados 
brindan un apoyo fundamental a la hipótesis de que los niveles de MSI2-miR-7 

pueden afectar la fuerza muscular, que está íntimamente relacionada con la atrofia y 
debilidad muscular (Hiba et al., 2012). Además, estos datos destacan la relevancia de 

la desregulación de miR-7-MSI2 como contribuyentes al fenotipo muscular.  

La reducción de MSI2 lleva a un aumento en los niveles de miR-7 que se traduce en 
una regulación a la baja de la autofagia. Sin embargo, el restablecimiento del flujo 

autofágico no es tan marcado como cuando se reponen los niveles de miR-7 con un 
mimético. Por lo tanto, no se descarta que existan otras alteraciones en la 

enfermedad que estén contribuyendo, además de MSI2, a la desregulación de miR-
7. En el contexto de DM1, resulta de interés la regulación de miR-7 por el complejo 

NF90-NF45 (también conocido como ILF2 e ILF3, respectivamente), que se une a pri-
miR-7-1, inhibiendo la síntesis del miRNA maduro (Higuchi et al., 2016). 
Curiosamente, de entre las dianas de miR-7 sobreexpresadas que se seleccionaron 

para correlacionarlas con la fuerza, estaban ILF2 e ILF3, sugiriendo así, una posible 
contribución a la regulación de miR-7 en DM1. 

3. El eje MSI2-miR-7-autofagia regula la fusión y maduración de 

los mioblastos DM1 

La fusión de mioblastos es fundamental para el crecimiento y la regeneración 

muscular adecuados y, por lo tanto, un defecto en este proceso probablemente 
contribuye a la atrofia muscular. Previamente se había descrito que los miotubos 
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DM1 presentan defectos en la capacidad de fusión y el crecimiento de las células 
(Arandel et al., 2017). Analizamos el índice de fusión y el diámetro de los miotubos 

DM1 después de actuar a los tres niveles del eje MSI2-miR-7-autofagia. En el caso del 
índice de fusión, obtuvimos un rescate sorprendente al tratar los miotubos DM1 con 

todas las estrategias probadas. De acuerdo con estas observaciones, los niveles 
normales de miR-7 en los mioblastos HSALR podrían explicar tanto los leves defectos 

de fusión detectados, así como el modesto rescate del índice de fusión con el agomiR-
7. De hecho, el tratamiento de estas células con el antagomiR-7 empeoró 

fuertemente los defectos de fusión. Evidencias previas respaldan que una regulación 
estricta de la autofagia es fundamental para la diferenciación muscular normal. 

Fortini et al. observaron que durante la miogénesis, se requieren una actividad basal 
de la autofagia, como parte de la reprogramación metabólica, para lograr una fusión 
correcta de los miotubos. Por el contrario, demostraron que la autofagia 

hiperactivada, por inducción con rapamicina, inhibía fuertemente este proceso 
(Fortini et al., 2016). Estas observaciones apoyan que el efecto de la alteración de 

miR-7 sobre el deterioro de la fusión celular esté mediado directamente por la 
hiperactivación de la autofagia. Adicionalmente, el bloqueo o potenciación de la 

autofagia con CQ o mtf, que resultaron en un aumento o disminución de la capacidad 
de fusión, respectivamente, confirman que la activación anormal de la autofagia 

puede contribuir directamente al defecto de fusión de mioblastos DM1. En 
consecuencia, la disminución del flujo autofágico mediante el tratamiento con CQ, 

agomiR-7 o la reducción de MSI2 podría explicar, al menos en parte, la recuperación 
de la capacidad de fusión de los miotubos DM1. 

Junto con la inhibición de la autofagia, la CQ podría favorecer la mejora en el índice 

de fusión a través del aumento de MBNL. Estudios previos avalan la implicación de 
MBNL en el proceso de diferenciación. En concreto, en células C2C12 los niveles de 

Mbnl1–3 varían significativamente en el núcleo durante la diferenciación miogénica 
(Bland et al., 2010). Asimismo, la desrepresión de la expresión de MBNL mediante el 

bloqueo de miRNAs que lo regulan fue suficiente para rescatar el índice de fusión, al 
igual que lo observado mediante la inhibición de la autofagia con CQ (Cerro-Herreros 

et al., 2021). Estas observaciones sugieren que la falta de MBNL contribuye a los 
defectos en la fusión de los mioblastos DM1 vía hiperactivación de la autofagia, y que 
el restablecimiento de los niveles de MBNL es suficiente para rescatar dicho fenotipo. 
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Una comparación cuantitativa entre las diferentes estrategias para silenciar MSI2 
indica que cuanto menores son los niveles de MSI2 y mayores los de miR-7, mejores 

parámetros de recuperación se obtienen. Esta asociación fue evidente entre la 
inhibición de MSI2 y el rescate del crecimiento de los miotubos, mostrando el mayor 

aumento del diámetro cuando los niveles de MSI2 eran los más bajos. Sin embargo, 
el tratamiento con el agomiR-7 o CQ logró solo un leve aumento del diámetro de las 

células. Por contra, la reducción de miR-7 en miotubos sanos sí que redujo de forma 
significativa este fenotipo. Nuestros datos sugieren que miR-7 es necesario y 

suficiente para mantener la fusión de los mioblastos ya sea mediante la inhibición de 
la autofagia o por otras vías independientes. Aunque tampoco se descarta la 

posibilidad de que ejerza un control directo sobre la capacidad de fusión. En cambio, 
si bien miR-7 es necesario para el crecimiento de miotubos, pueden permanecer 
defectos moleculares adicionales en los miotubos DM1 que la reposición de los 

niveles de miR-7 o el bloqueo de la autofagia por sí solos no son capaces de mejorar. 
Más aún, a pesar de que la recuperación en la capacidad de fusión de las células es 

más notable al restablecer unos niveles normales de MSI2 que al incrementar miR-7 
con un mimético, se consigue un aumento de miR-7 y una recuperación del flujo 

autofágico significativamente mayor con el agomiR-7. Estas observaciones sugieren 
que el eje miR-7-autofagia contribuye hasta cierto nivel a la diferenciación de los 

mioblastos, puesto que aumentar los niveles de miR-7 por encima de esa 
contribución no tiene efecto sobre el crecimiento de los miotubos. Por consiguiente, 

junto con el eje MSI2-miR-7-autofagia-atrofia, la sobreexpresión de MSI2 puede 
tener consecuencias adicionales sobre el crecimiento de los miotubos 

independientes de la represión de la biogénesis de miR-7 y la autofagia (Fig. D-1).  
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Figura D-1. Implicación de la autofagia, miR-7 y MSI2 en la diferenciación 
miogénica en DM1. Representación esquemática de la influencia de la 
autofagia, miR-7 y MSI2 en diferentes puntos del proceso de diferenciación de 
los mioblastos en un estado sano y un estado patológico de DM1. (Parte de 
arriba) En condiciones no patológicas, los mioblastos proliferativos salen del 
ciclo celular con ayuda, de entre otros factores, del aumento de P21 y empiezan 
a fusionarse. Además, miR-7 es suficiente y necesario para una correcta fusión 
de los miocitos mediante la regulación negativa de la autofagia, entre otros 
factores. Aunque tampoco se descarta una regulación directa de miR-7 sobre la 
fusión de los miotubos (interrogantes). MBNL favorece una correcta 
diferenciación y controla de forma negativa la autofagia (Bargiela et al., 2015; 
Cerro-Herreros et al., 2021; Song et al., 2020). 
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4. miR-7 y MSI2 regulan la autofagia y otras vías relacionadas con 

la atrofia muscular en DM1 

En este sentido, las células del músculo esquelético regulan su tamaño mediante 

un equilibrio de las vías de síntesis y degradación de proteínas (Cohen et al., 2015). 
Cabe destacar que la reducción de los niveles de MSI2 mostró efectos en ambos lados 

de este equilibrio complejo, porque, además de disminuir el catabolismo a través de 
la represión de la autofagia, también actuó sobre el anabolismo muscular. MSTN, un 

miembro de la superfamilia de TGF-β, regula negativamente la masa muscular al 
inhibir la fosforilación de Akt, lo que resulta en una disminución de la síntesis de 
proteínas y una reducción del tamaño de las células (Morissette et al., 2009). Es 

importante destacar que la reducción de MSI2, disminuyó significativamente los 
niveles de expresión de MSTN y aumentó AKT1 y su forma activa (p-AKT), 

desreprimiendo así el anabolismo. De forma complementaria, la expresión de IGF-1 
se incrementó significativamente. IGF-1 promueve la síntesis de proteínas 

musculares mediante la activación de la vía Akt / mTOR (Yoshida & Delafontaine, 
2020) y, de manera consistente, en las células silenciadas con MSI2, también 

detectamos un aumento de la expresión de mTOR junto con la activación de AKT. 
Estos resultados y el hecho de que MSTN e IGF-1 tienen funciones opuestas en la 

regulación del crecimiento y tamaño del músculo esquelético (Morissette et al., 2009) 
indican que el rescate de MSTN e IGF-1 tras la reducción de MSI2 podrían contribuir 

En cuanto a la maduración de los miotubos, miR-7 es necesario, pero no 
suficiente para favorecer este proceso. (Parte de abajo) En DM1, la 
hiperactivación de la autofagia debida, en parte, a la disminución de miR-7 y a 
la falta de biodisponibilidad de MBNL, impide una correcta fusión de los miocitos 
y, consecuentemente, no se produce una fusión y crecimiento correcto de los 
miotubos. Asimismo, la sobreexpresión de MSI2 favorece, por una parte, la 
inhibición de la biogénesis de miR-7, contribuyendo al aumento excesivo del 
flujo autofágico y finalmente al deterioro de la diferenciación de los miotubos. 
Por otra parte, de forma independiente a miR-7, el exceso de MSI2 podría 
contribuir a empeorar el crecimiento de los miotubos vía regulación directa de 
sus dianas P21 o TGFBR1 o indirecta por otras vías como IGF-1, MSTN, AKT, 
mTOR. En conjunto, todas las alteraciones contribuirían al fenotipo de 
disfunción muscular característico de DM1. Imagen hecha en Biorender.com. 
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a través de las vías Akt / mTOR a la mejora observada en el diámetro de los miotubos 
DM1. Además, dos dianas directas de MSI2 son, por una parte, P21, el cual MSI2 

regula negativamente, sus niveles están disminuidos en DM1 y está implicado en la 
salida del ciclo celular para que los mioblastos se diferencien terminalmente (Zhou et 

al., 2020). Por otra parte, TGFBR1 está regulado positivamente por MSI2 y en DM1 
está sobreexpresado. Esta diana pertenece a la vía TGF-β, por lo tanto, junto con 

MSTN están implicados en la regulación del anabolismo/catabolismo (Park et al., 
2014). La reducción de los niveles de MSI2, lleva a un efecto moderado sobre estas 

dianas, lo que también podría contribuir a la mejora en el diámetro e índice de fusión. 
El efecto modesto observado para estas dos dianas sugiere la posibilidad de que otras 

alteraciones moleculares en DM1, además de la sobreexpresión de MSI2, puedan 
contribuir a la mala regulación de TGFBR1 y P21 y, en consecuencia, contrarrestar el 
efecto del silenciamiento de MSI2. En particular, CELF1 regula la expresión de P21 en 

DM1 (Denis et al., 2013). De acuerdo con estas observaciones, CELF1 permaneció sin 
cambios después del bloqueo de MSI2, por lo que podría estar contribuyendo al 

efecto leve sobre los niveles de P21 después de la reducción de MSI2 (Fig. D-2). 

El otro gran sistema de degradación proteica que se ha demostrado que está 
sobreactivado en DM1 es el UPS (Huguet et al., 2012; Vignaud et al., 2010). De 

manera consistente, nuestros datos sugieren que la activación patológica del UPS 
juega un papel importante en el desgaste muscular, ya que observamos una mayor 

expresión de MuRF1 y FBXO32 (ATROGINA-1) en miotubos DM1. Además, se sabe 
que el factor de transcripción FoxO3, que se induce en el músculo esquelético atrófico 

cuando se reducen los niveles de AKT-P, controla la transcripción de FBXO32, MuRF1 
y otros genes relacionados con la autofagia (Bonaldo & Sandri, 2013). En 

consecuencia, la expresión regulada al alza de FoxO1 y FoxO3 en miotubos DM1, y la 
reducción de AKT-P, podrían explicar la sobreexpresión de los genes relacionados con 

la atrofia / autofagia en DM1. Es importante destacar que el aumento de los niveles 
de miR-7 con el agomiR-7 o la reducción de MSI2 fueron suficientes para rescatar la 

expresión de MuRF1, FBXO32, FoxO1 y FoxO3, así como la fosforilación de AKT. 
Además, los análisis del estado de fosforilación de AMPK, tras la modulación de miR-

7 no mostraron ningún efecto. AMPK participa en la regulación de varias vías 
metabólicas que regulan el tamaño de los músculos, como la autofagia y la activación 
del UPS o la inhibición de la síntesis de proteínas mediante el bloqueo de mTOR 
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(Thomson, 2018). Sin embargo, nuestros datos sugieren que esta vía permanece 
inalterada en este modelo celular de DM1 y que, en consecuencia, la activación de la 

autofagia y el sistema UPS son dependientes de AKT. Aunque no podemos descartar 
la posibilidad de una inhibición directa de miR-7 en genes relacionados con la atrofia, 

como se describe en el caso de la autofagia, las predicciones de ser posibles dianas 
de miR-7 son débiles. Teniendo en cuenta la interrelación entre autofagia y UPS 

(Bonaldo & Sandri, 2013), es posible que MSI2-miR-7 inhiba directamente el flujo 
autofágico y, por lo tanto, la restauración de la autofagia evite la activación de UPS 

(MuRF1 y FBXO32). Otra posibilidad es que el efecto de miR-7 y/o MSI2 esté por 
encima de MuRF1 y FBXO32, ya que estos genes están aguas abajo de varias vías 

relacionadas con la atrofia (Bonaldo & Sandri, 2013) (Fig. D-2). 

5. El bloqueo de la autofagia o reducción de MSI2 aumentan 

MBNL1 de forma independiente a miR-7 

El bloqueo de la autofagia con la CQ aumentó los niveles de Muscleblind en los tres 

modelos estudiados, y ese MBNL extra era funcional puesto que se rescataba la 
inclusión de diferentes exones alternativos dependientes de estas proteínas. 

Asimismo, en cuanto a los rescates funcionales y fisiológicos, en moscas modelo, la 
CQ mejoró fenotipos que previamente se había demostrado que dependían de los 

niveles de Muscleblind (Bargiela et al., 2015; Cerro-Herreros et al., 2016). De manera 
análoga, los resultados obtenidos en los ratones son consistentes con enfoques 

previos en los que el aumento de MBNL1 ya sea mediante sobreexpresión 
transgénica en ratones HSALR (Chamberlain & Ranum, 2012) o mediante la 
administración de diferentes compuestos era suficiente para corregir la miopatía 

(Cerro-Herreros et al., 2018; G. Chen et al., 2016; Herrendorff et al., 2016; B.-W. 
Zhang et al., 2016). Estas observaciones previas apoyan que los rescates observados 

tras el tratamiento con CQ están mediados, en parte, gracias al aumento de la 
biodisponibilidad de MBNL, junto con otras vías como consecuencia del bloqueo de 

la autofagia.  

Estudios preliminares han demostrado la implicación de las proteínas MBNL en la 
regulación de la autofagia (Bargiela et al., 2015; Denis et al., 2013; Song et al., 2020). 

Teniendo en cuenta esto, el aumento de las proteínas MBNL por la CQ podría 
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explicarse, en parte, debido a que la CQ evita la fusión de los autofagosomas con los 
lisosomas, de modo que las proteínas MBNL no se degradan. En consecuencia, dichas 

proteínas se acumulan, como hemos demostrado con los estudios de colocalización 
de las proteínas MBNL1/2 y LysoTracker. Ese MBNL extra podría contribuir, a su vez, 

a reprimir aún más la autofagia excesiva en un bucle de retroalimentación positiva, 
como lo demuestra el tratamiento de los miotubos con mtf.  

Sin embargo, MBNL no puede explicar toda la regulación de la hiperactivación de la 

autofagia observada en DM1. En este sentido, descartamos la posibilidad de que miR-
7 actuara vía regulación de MBNL1 ya que no observamos ningún cambio en los 

niveles de proteína MBNL1, ni en la inclusión de varios exones alternativos regulados 
por MBNL1 tras la modulación de los niveles de miR-7. Sin embargo, estos resultados 

no excluyen un papel de MBNL1 en el proceso atrófico, ya que en moscas modelo 
DM1, la sobreexpresión de mblC logró rescatar el área muscular transversal (Bargiela 

et al., 2015). Por lo que planteamos la hipótesis de que miR-7 actúa aguas abajo de 
MBNL1, o en paralelo, en el mecanismo de patogénesis de la enfermedad, y ambos 

son reguladores de la autofagia en DM1 y contribuyen al fenotipo atrófico. 

Estos resultados parecen contradictorios puesto que al inhibir la autofagia con el 
agomiR-7 se esperaría un aumento de la biodisponibilidad de MBNL1 al igual que 

ocurre cuando se inhibe esta vía catabólica con CQ.  No obstante, el hecho de que en 
miotubos sanos, la inducción de la autofagia al reducir los niveles de miR-7 con el 

antagomiR-7, no tenga tampoco efecto sobre los niveles de MBNL a pesar de activar 
la autofagia, sugiere que otros mecanismos asociados a la expresión de las 
repeticiones CTG expandidas estarían contribuyendo al aumento de MBNL observado 

tras el tratamiento con CQ. Es importante señalar que la CQ no solo aumentó los 
niveles de proteína MBNL a través de la inhibición de la autofagia, sino que también 

redujo de manera significativa y dependiente de la dosis la colocalización con los foci 
ribonucleares, de manera similar a los ratones HSALR tratados con fenilbutazona, que 

también aumentan los niveles endógenos de Mbnl1 (G. Chen et al., 2016). Si bien la 
base molecular de tal efecto sobre el grado de colocalización permanece sin explorar, 

sugiere que este podría ser un mecanismo que contribuyera, junto con la inhibición 
de la autofagia, a ese aumento de las proteínas MBNL. Por ende, podría ser una 

explicación de por qué la inhibición de la autofagia, por medio del restablecimiento 
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de miR-7, no es capaz de aumentar los niveles de MBNL. Otra observación que apoya 
la idea de que otros mecanismos están implicados en el aumento de MBNL es que el 

tratamiento con CQ en ratones HSALR fue el más refractario de los modelos DM1 en 
el aumento de MBNL 1 o 2. Esto está en línea con la falta de hiperactivación de la 

autofagia en este modelo en comparación con las moscas y los miotubos DM1 
(Brockhoff et al., 2017). Asimismo, el silenciamiento de MSI2 llevó a un aumento de 

MBNL1 funcional, puesto que se rescataron algunos eventos de splicing regulados 
por MBNL1. Una posible explicación a ese aumento es que MSI2 actúe 

independientemente del eje miR-7-autofagia ya que MSI2 regula muchas dianas, 
tanto a nivel de estabilidad del mRNA como postranscripcionalmente (Bennett et al., 

2016; Duggimpudi et al., 2018). 

6. El eje MSI2-miR-7-autofagia representa una nueva diana 

terapéutica contra la disfunción muscular en DM1 

Los resultados tan alentadores obtenidos en nuestros experimentos de rescate 

representan una prueba de concepto de que estrategias dirigidas a disminuir la 
autofagia en DM1 pueden ser terapéuticas. Además, la inhibición de la actividad de 

MSI2 con Ro 08-2750 en tres modelos adicionales de DM1, el bloqueo de la autofagia 
con CQ en dos modelos más de DM1 o el tratamiento del agomiR-7 en mioblastos 

primarios de diferentes músculos de ratones HSALR, validan completamente los datos 
obtenidos en los miotubos DM1. De manera que proporcionamos evidencia en 

múltiples sistemas y demostramos la solidez de modular la vía MSI2-miR-7-autofagia 
como una posible estrategia terapéutica contra la disfunción muscular en DM1.   

No es la primera vez que se propone la regulación de la autofagia como terapia para 

las distrofias musculares caracterizadas por atrofia muscular. Enfermedades 
musculares como la enfermedad de Pompe, distrofia muscular de cinturas D2 

(LGMDD2) o distrofia muscular congénita causada por deficiencia de la cadena α2 de 
la laminina presentan la autofagia aumentada y su supresión muestra efectos 
beneficiosos en modelos animales de la enfermedad (Blázquez‐Bernal et al., 2021; 

Carmignac et al., 2011; Lim et al., 2018). En conjunto, nuestros estudios constituyen 
una prueba de concepto para proponer al eje MSI2-miR-7-autofagia como una nueva 

diana terapéutica contra la disfunción muscular en la DM1. Asimismo, los rescates 
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resultantes de actuar directamente en alguno de los tres puntos del eje, ya sea 
mediante la CQ (autofagia), agomiR-7 (aumento de miR-7) o siRNAs, ASOs, Ro 08-

2750 (silenciamiento de MSI2), apuntan a estas moléculas como fuertes candidatos 
para el desarrollo de una terapia contra la degeneración muscular en DM1. La 

efectividad observada en todos los casos sugiere un tratamiento de estas moléculas 
solas o en combinación como por ejemplo el caso de la CQ o Ro 08-2750, las cuales 

podrían utilizarse como un complemento sistémico a la biodistribución limitada de 
las terapias basadas en oligonucleótidos. Además, la posibilidad de combinar 

diferentes moléculas dirigidas a cada una de las dianas del eje permitiría abarcar y 
atacar de una forma más amplia y complementaria la patología muscular (Fig.D-2). 

 

 



-Discusión general - 
 

85 
 

Figura D-2. Posible modelo de todas las alteraciones demostradas o 
corroboradas en este trabajo que contribuyen al fenotipo de disfunción 
muscular en DM1, así como, las diferentes estrategias empleadas para 
revertir/frenar este fenotipo. (Izquierda) Las expansiones CUG patogénicas 
secuestran a MBNL, entre otros factores. Esto junto con la hiperactivación de 
CEFL1 contribuyen a la espliceopatía. Por otra parte, mediante un mecanismo 
desconocido, las expansiones CUG llevan a una sobreexpresión de MSI2 que, 
junto con HuR, inhiben el procesamiento del pri-miR-7-1 y, consecuentemente, 
se traduce en unos bajos niveles de miR-7. La infraexpresión de miR-7 potencia 
la hiperactivación excesiva de vías catabólicas como la autofagia, o del UPS, ya 
sea de forma directa o indirecta por falta de modulación positiva de la vía 
AKT/mTOR/FOXO, llevando a un aumento de la expresión de ATROGENES 
implicados en el UPS (ATROGINA-1 y MuRF1) y en la autofagia (ATGs). La falta de 
proteínas MBNL favorece la activación descontrolada de la autofagia que, a su 
vez, favorece la degradación de las proteínas MBNL. Esto podría generar un bucle 
de retroalimentación positivo entre ambos (interrogante). MSI2 regula de forma 
positiva a TGFBR1, el cual podría contribuir a una activación de la vía TGF-
β/SMAD, junto con el aumento de MSTN, potenciando la expresión de atrogenes 
y otras vías que contribuyen a la atrofia muscular. A su vez, MSI2 inhibe la 
expresión de P21, contribuyendo a los defectos de diferenciación. Aunque se 
desconoce el mecanismo, MSI2 podría ejercer una regulación sobre las proteínas 
MBNL, y no se descarta un posible papel de MSI2 como regulador del splicing 
alternativo en DM1 (interrogante). (Derecha) Estrategias terapéuticas que hemos 
demostrado como válidas contra la disfunción muscular en DM1. (1) La 
Cloroquina (CQ) bloquea la autofagia, liberando a MBNL de los autofagosomas lo 
que aumenta la biodisponibilidad de MBNL funcional (rescate de splicings). 
Además, la CQ podría liberar a MBNL1/2 de los foci lo que contribuiría al aumento 
de los niveles de MBNL1/2 (interrogante). (2) AgomiR-7, mimético de miR-7, 
aumenta los niveles de miR-7 resultando en un restablecimiento de unos niveles 
basales de autofagia. Además, seguramente de forma indirecta, activa la vía AKT, 
disminuyendo la expresión de FOXO1/3, ATROGINA-1 y MuRF1, lo que favorece 
una inhibición del UPS y en conjunto, se favorece una menor tasa de degradación 
proteica, de forma independiente de MBNL1. (3) siRNAs/ASOS 1/3, y el 
compuesto Ro 08-2750 van dirigidos a degradar o inhibir la actividad de MSI2, 
respectivamente. La reducción de MSI2, aumenta miR-7 y consecuentemente 
tiene un efecto similar al tratamiento con agomiR-7. También, aumenta los 
niveles de MBNL1 y regula otras vías de forma independiente a miR-7 como P21 
o TGFBR1. Imagen hecha en Biorender.com. 
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Considerados en conjunto todos los resultados, se pueden obtener las siguientes 
conclusiones: 

1. La hiperactivación de la autofagia contribuye de forma significativa al fenotipo 

de disfunción muscular en DM1 ya que su inducción o reducción mediante 
diferentes estrategias es suficiente para empeorar o mejorar, respectivamente, 

fenotipos relacionados con la atrofia muscular.  

2. La autofagia es una diana terapéutica contra la disfunción muscular en DM1. El 
tratamiento con el compuesto antiautofágico CQ, bloquea de forma efectiva la 

autofagia excesiva en DM1 y es suficiente para mejorar fenotipos moleculares 
en moscas modelo, ratones HSALR y miotubos DM1, así como, características 

funcionales y fisiológicas tan importantes como la supervivencia, locomoción y 
atrofia en moscas modelo, o la histopatología, fuerza y miotonía en ratones. 

3. El bloqueo de la autofagia supone un nuevo mecanismo mediante el cual 
aumentar la biodisponibilidad de las proteínas MBNL 1 y 2. Además, la 

potenciación de los niveles de MBNL es funcional, puesto que se rescata la 
inclusión de exones alternativos regulados por estas proteínas. 

4. miR-7 juega un papel crucial en la regulación negativa de la vía autofágica, y otras 
vías relacionadas con la atrofia, como el UPS, en DM1 ya que su modulación es 

suficiente para restablecer (agomiR-7 en miotubos DM1) o activar (antagomiR-7 
en miotubos sanos) dichos procesos, de forma independiente de MBNL1. En 

consecuencia, la regulación a la baja de miR-7 origina, al menos en parte, la 
sobreactivación de la autofagia, que contribuye a la atrofia muscular en DM1.  

5. miR-7 es necesario tanto para la fusión como para el crecimiento de los 

miotubos DM1. Sin embargo, el aumento de miR-7 es suficiente para rescatar 
significativamente solo el índice de fusión. Estos efectos podrían estar mediados, 

en parte, por la inhibición de la autofagia, puesto que la modulación de la vía 
con CQ o mtf mejora o empeora, respectivamente, el fenotipo. 

6. MSI2 y miR-7 son dos nuevas dianas terapéuticas contra la disfunción muscular 
en DM1. MSI2 está fuertemente sobreexpresado en DM1 e inhibe la biogénesis 

de miR-7, lo que explica, en parte, los niveles reducidos de miR-7 en DM1. En 
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consecuencia, MSI2 es un nuevo factor que contribuye al eje miR-7/autofagia 
para explicar la atrofia muscular de la enfermedad. De hecho, existe una 

correlación negativa significativa entre los niveles de MSI2 o dianas de miR-7 y 
la fuerza de pacientes con DM1. Además, la reducción de los niveles o la 

actividad de MSI2 es suficiente para aumentar significativamente los niveles de 
miR-7, y consecuentemente o por otras vías independientes, reprimir la 

autofagia excesiva y la expresión de genes relacionados con la atrofia del sistema 
UPS, así como, aumentar los niveles de MBNL y regular otras vías de forma 

independiente de miR-7, como P21 y TGFBR1. 

7. En conjunto, describimos la existencia del eje MSI2-miR-7-autofagia como 

contribuyente al fenotipo muscular en DM1 y proponemos este eje como 
enfoque terapéutico válido para tratar la disfunción muscular en la DM1. 
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Myotonic dystrophy type 1 (DM1) is a life-threatening and chron-
ically debilitating neuromuscular disease caused by the expansion of
a CTG trinucleotide repeat in the 3′ UTR of the DMPK gene. The
mutant RNA forms insoluble structures capable of sequestering
RNA binding proteins of the Muscleblind-like (MBNL) family, which
ultimately leads to phenotypes. In this work, we demonstrate that
treatment with the antiautophagic drug chloroquine was sufficient
to up-regulate MBNL1 and 2 proteins in Drosophila and mouse
(HSALR) models and patient-derived myoblasts. Extra Muscleblind
was functional at the molecular level and improved splicing events
regulated by MBNLs in all disease models. In vivo, chloroquine re-
stored locomotion, rescued average cross-sectional muscle area, and
extended median survival in DM1 flies. In HSALR mice, the drug re-
stored muscular strength and histopathology signs and reduced the
grade of myotonia. Taken together, these results offer a means to
replenish critically low MBNL levels in DM1.

chloroquine | myotonic dystrophy | muscleblind | therapy

The autosomal dominant disorder myotonic dystrophy type 1
(DM1) is the most prevalent adult-onset muscular dystrophy.

DM1 is characterized by severe neuromuscular defects, including
myotonia and progressive muscle weakness and wasting (atro-
phy), leading to disability as the disease progresses, and re-
spiratory distress either from primary muscle failure or from
cardiopulmonary complications. DM1 is also characteristically
multisystemic and degenerative, affecting body systems such as
the heart and the brain (1). Several candidate therapies have been
tested in DM1 models but none has reached clinical practice (2)
revealing a need to find new drugs against DM1.
The molecular basis of the disease is the pathogenic expansion

of an unstable CTG microsatellite in the 3′ UTR of the DM1
protein kinase (DMPK) gene. Transcripts containing expanded
repeats form double-stranded structures that accumulate in cell
nuclei as ribonuclear foci (3). Mutant DMPK interferes with 2
Muscleblind-like families of proteins that regulate alternative
splicing (MBNL1 and MBNL2), with overlapping patterns of
expression in skeletal muscle, heart, and central nervous system
(CNS), and the CUGBP Elav-like family member 1 (CELF1), a
MBNL antagonistic regulator of alternative splicing (AS) that
also regulates transcription and translation (4). In affected tissues
the MBNL1 and 2 functions are reduced by aberrant binding to
CUG expansions, while CELF1 is activated due to increased
stabilization because of hyperphosphorylation (5). MBNL proteins
are developmental sensors, so MBNL depletion maintains fetal
AS patterns in adults that become unfit proteins, giving rise to
specific symptoms such as myotonia, muscle weakness, insulin
resistance, or cardiac conduction defects (6–8). MBNL proteins
control RNA metabolism in additional ways, including fetal-to-

adult polyadenylation patterns, stability, differential localiza-
tion of mRNAs, and miRNA biogenesis (9–12).
Limited availability of MBNL1 and MBNL2 is a primary

contributor to DM1 phenotypes. Loss of MBNL1 function ac-
counts for more than 80% of missplicing events and nearly 70%
of expression defects in a murine model that expresses 250 CTG
repeats in the context of human skeletal actin (HSALR; refs. 13
and 14). Furthermore, overexpression of MBNL1 rescues aber-
rant AS of muscle transcripts and myotonia in HSALR mice (15).
Mbnl1−/− Mbnl2+/− animals consistently reproduce cardinal as-
pects of DM1, whileMbnl2 knockout (KO) mice or ones that express
CUG repeats reproduce CNS phenotypes typical of the disease (16,
17). MBNL1 overexpression is well tolerated in skeletal muscle
in mice, and early and long-term overexpression prevents myo-
tonia, myopathy, and AS alterations in DM1 mice (18). Thus,
contrary to most genetic diseases in which the phenotypes orig-
inate from loss- or gain-of-function mutations in a given gene,
most molecular DM1 alterations stem from the depletion of

Significance

In this work, we report the use of chloroquine as a treatment
against myotonic dystrophy type 1 (DM1), a neuromuscular
disease caused by expanded CUG repeats with no available
effective treatment. We tested the effect of the drug in 2 dif-
ferent animal models of the disease, Drosophila and mouse,
and also in human-derived myoblasts. We demonstrate that
chloroquine treatment was able to upregulate Muscleblind
levels. These proteins are a key component in the pathogenic
mechanism of the disease, as they are sequestered by mutant
RNA expressing expanded CUG repeats, and are thus deprived
of their normal function. Moreover, we observed that Muscleblind
boosting was functional, detecting amelioration of disease-
related phenotypes in all 3 models at molecular, cellular, and
physiological levels.
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MBNL1 and 2 proteins, which remain encoded in perfectly
functional genes. From the therapeutic perspective, this is a
particularly favorable situation because protein depletion can be
compensated with extra endogenous expression, which will also
antagonize excessive CELF1 activity. We have pioneered this
approach by identifying miR-23b and miR-218 as translational
repressors of all transcript isoforms originated from MBNL1 and
2 genes. miR-23b and miR-218 antagonists raise MBNL1 and
2 protein expression in skeletal muscles and improve DM1-like
phenotypes (19). We previously reported abnormal hyperactivation
of autophagy in Drosophila and cell models of disease and that
inhibiting autophagy restored muscle mass and function in Drosophila
(20). This led to the hypothesis that autophagy inhibitory drugs
could rescue muscle atrophy in vivo. Chloroquine (CQ) is a well-
characterized autophagy blocker so we tested its ability to improve
muscle function in Drosophila and mouse models. Subsequent
studies led to the discovery that CQ increases Muscleblind levels
in a Drosophilamodel, in patient-derived myoblasts, and in a DM1
murine model, to a sufficient extent to significantly improve various
molecular and functional phenotypes associated with the disease.

Results
Autophagy Blocker CQ Rescues CUG RNA Toxicity in Model Fly Muscle.
We used a Drosophila model that expresses 480 noncoding CTG
repeats throughout the somatic musculature (Mhc-Gal4 UAS-
(CTG)480/+) (21). One-day-old adult flies were transferred to
tubes containing standard medium supplemented with 10 or
100 μM CQ for 7 d and were compared to DM1 flies taking no
drugs and normal controls. Autophagy was detected in somatic
muscles of DM model flies using LysoTracker (SI Appendix, Fig.
S1 A and B). A strong signal was observed in flies that expressed
expanded CTG repeats during myogenesis compared to the
controls. These data indicate an abnormal increase of autophagy
in muscles expressing toxic RNA, as similarly reported following
heat-shock induction of expanded CTG repeats in adult flies
(20). We studied caspase-3 and caspase-7 activity and observed
no effect on apoptosis levels after CQ treatment. Thus, autophagy
block was not compensated by extra activation of apoptosis (SI
Appendix, Fig. S1C).
Muscle mass loss is a characteristic phenotype of DM1 pa-

tients that model flies clearly reproduce (20). Thus, we studied
the effect of CQ treatment on muscle atrophy. We first measured
muscle area of indirect flight muscles (IFMs) of untreated
DM1 flies and model flies fed with food supplemented with 10 or
100 μM CQ (Fig. 1 A–D). Whereas no effect over the IFM cross-
sectional muscle area was detected in control flies at any con-
centration of the drug (SI Appendix, Fig. S1 D–F), sections of
model flies showed a significantly reduced IFM area that
reached ∼50% of normal controls. Interestingly, 7-d oral
administration of 10 or 100 μM CQ to adult DM1 flies showed a
1.2 and 1.13-fold increase of muscle area, respectively. There-
fore, CQ administration to adult flies that already had a 50%
reduction in IFM muscles managed to rescue around 25% of the
muscle area, clearly indicating a muscle homeostasis contribu-
tion to the atrophic phenotype. To test whether increased muscle
area correlated to improved functional locomotion, we studied
the climbing and flying ability (Fig. 1 E and F). DM1 flies have
reductions of 22 and 58% in climbing and flight capacity, re-
spectively. Both phenotypes were significantly rescued upon CQ
administration. Furthermore, DM1 patients have reduced life
expectancy due to, among other symptoms, muscle wasting and
cardiac conduction defects (22). Model flies reproduce this
phenotype with a median survival of 6 d compared to normal
controls that have a 6.5-fold higher survival (Fig. 1G). Chronic
CQ administration was sufficient to significantly increase mean
life and also extend maximal lifespan of DM1 flies at the lowest
dose of CQ. Taken together these observations confirm that

autophagy blocker CQ rescues muscle degeneration and muscle
function and manages to extend the lifespan of DM1 model flies.

CQ Enhances Muscleblind Expression in DM1 Fly Muscles.Considering
the critical role of the MBNL proteins in the pathogenesis of
DM1, and the possibility that autophagy directly contributes to
low MBNL levels by promoting its degradation, we decided to
quantify Drosophila Muscleblind (Mbl) in CQ-treated flies. We
initially measured mbl transcript levels and normalized expres-
sion relative to Rp49 (Fig. 1H). Results revealed a 3-fold decrease
of mbl in DM1 flies, and these levels were partially restored, in a
dose-dependent manner, upon CQ administration. To confirm
that the increase was in somatic muscle, we normalized mbl ex-
pression relative to mhc, which encodes a sarcomeric component
highly specific of somatic muscle (23) (SI Appendix, Fig. S1G).
This normalization further supported the finding that CQ intake
enhanced mbl levels in somatic muscle. Mbl protein was around
7 times lower in DM1 flies than in controls, and these levels were
partially restored after a 7-d CQ treatment (Fig. 1I). Moreover,
we confirmed that Mbl overexpression was CTG repeat de-
pendent. No effect on Mbl levels was observed after CQ treatment
of control flies, thus suggesting that up-regulation of Mbl by CQ in
DM1 model flies required activation of autophagy by CUG RNA
(SI Appendix, Fig. S1H). To investigate whether CQ directly
bound CUG repeats, we tested whether the drug had any effect on
CUG thermal stability using differential scanning fluorimetry
(DSF; ref. 24). The DSF method reports not only RNA structure
stability but also its modulation by RNA-binding ligands. We
found that in the presence of CQ there was no significant change
in fluorescence or the melting temperature of the CUG probe,
which indicates the temperature at which 50% of the RNA is
unfolded (SI Appendix, Fig. S2). These data indicate that the
mechanism by which Mbl accumulates in CQ-treated muscles is
not due to the direct binding of CQ to expanded CUG repeats.
We sought independent validation of Mbl expression data in

DM1 Drosophila muscles by immunofluorescence of adult thoraces
(Fig. 1 J–M). In control flies, we observed a neat signal with a
regular transversal banding pattern spanning throughout the IFM
fiber width, in agreement with previous reports that localized Mbl in
sarcomeric H and Z bands (25). In DM1 fly muscles the signal was
greatly reduced, and the banding pattern was obviously disrupted
while the protein accumulated in the cell nuclei. In contrast, mus-
cles from treated flies resembled controls in terms of Mbl immu-
nofluorescence intensity and distribution to sarcomeric bands.
It is well known that Mbl regulates AS and transcription of

hundreds of mRNAs (12, 14). The boost in Mbl conferred by CQ
treatment was enough to reestablish Serca exon 13 inclusion in a
dose-dependent manner, which achieved values similar to those
in control flies at the highest concentration (Fig. 1N). We also
demonstrated that a reduction of around 50% in the expression
of Cyp6w1 and Amy-d, both Mbl dependent, was completely
rescued upon 100 μM CQ treatment (Fig. 1 O and P).

CQ Improves DM1-Like Phenotypes in Immortalized Patient-Derived
Myoblasts. It was previously demonstrated that autophagy was
abnormally up-regulated in DM1 myoblasts that express ex-
panded CUG repeats (20, 26). We treated immortalized patient-
derived myoblasts (iPDMs) (27) differentiated for 4 d with CQ at
concentrations ranging from 0.1 to 10 μM (well below toxic
concentration 10, meaning the dose produces a toxic effect in
10% of the population [TC10], to rule out any nonspecific effects
related to toxicity; SI Appendix, Fig. S3A). CQ blocks late-stage
autophagy by decreasing autophagosome–lysosome fusion,
resulting in the accumulation of proteins involved in previous
steps in this pathway, such as LC3 (28). We detected LC3 signal
and observed a diffuse pattern in immortalized control-derived
myoblasts (iCDMs) while strong puncta formation was detected
in iPDMs as a consequence of increased autophagic activity (20).
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Fig. 1. CQ treatment rescues DM1-like phenotypes in model flies byMuscleblind up-regulation. (A) Relative quantification of the mean percentage of muscle
area per condition (n = 6). (B–D) Representative dorsoventral sections of resin-embedded thoraces of DM1 [Mhc-Gal4 UAS-i(CTG)480] flies treated with the
indicated concentrations of CQ or vehicle. (Scale bar, 100 μm.) (E) Quantification of climbing velocity as mean of speed ± SEM (n = 30) comparing control
ability (Mhc-Gal4/+; green), DM1 (red), and DM1-treated flies (blue). (F) Graphs of flight assays represent the average landing distance reached by the
different experimental groups (n = 100). (G) Survival curves expressed as percentages (50 < n < 80). (H) RT-qPCR amplification of muscleblind from control
(green) and DM1 flies (red) treated with CQ (blue bars) after normalization to rp49. (I) Graphs and representative blot image of Muscleblind immunode-
tection. α-Tubulin protein expression was used as an endogenous control. (J–M) Representative confocal images of longitudinal sections of IFMs showing anti-
Mbl staining (green) in control (J), untreated DM1 flies (K), and DM1-treated flies (L and M). Nuclei were counterstained with DAPI (blue). All stainings were
performed in parallel and images were acquired using the same settings. (Scale bar, 10 μm.) RT-qPCR analysis to quantify expression of Serca exon 13 (N),
Cyp6w1 (O), and Amy-d (P) relative to Rp49 in the indicated conditions (n = 3). All comparisons refer to untreated DM1 flies (H2O in the graphs). *P < 0.05,
**P < 0.01, ***P < 0.001 according to Student’s t test.
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A similar signal was observed after 0.1 and 1 μM CQ treatment.
However, in cells treated with the highest concentration of CQ,
a dramatic increase in the signal was detected, thus confirming
an effective blockade of autophagic flux (Fig. 2 A–E). We also
analyzed foci number and area in immortalized patient-derived
fibroblasts (iPDFs) treated with CQ. (SI Appendix, Fig. S4). In
our laboratory conditions, neither of the CQ concentrations
(1 and 10 μM) had any effect on ribonuclear foci number or area.
MBNL1 sequestration by expanded CUG RNA, however, was
significantly rescued according to double immunofluorescence and
in situ hybridization data. While we detected dense aggregates of
MBNL1 in RNA foci in iPDMs under control conditions, se-
questration of MBNL1 was markedly attenuated by CQ as ob-
served in colocalization studies (Fig. 2 F and G and SI Appendix,
Fig. S4). Quantitatively, CQ reduced the average percentage of
colocalization of MBNL1 and CUG by 35 and 42% at increasing
concentrations of CQ. Importantly, we confirmed that DMPK
transcript levels remained unchanged after the treatment (Fig.
2H), which was also confirmed by RNA sequencing (RNA-Seq)
data (7.35 ± 0.06, 7.36 ± 0.06, 7.39 ± 0.02, counts per million for
untreated iPDMs, or treated with 0.1 or 10 μM CQ, respectively).
iPDMs were reported to have impaired fusion capacity in vitro

(27). This parameter was specifically quantified in iPDMs dif-
ferentiated for 7 d and stained for Desmin, which is a marker of

terminally differentiated myoblasts (Fig. 2 I–O). iPDM fusion
index was about 50%, and myotube diameter about 15%, of
normal values (Fig. 2 I and J). Exposure of cells to a range of CQ
concentrations did not affect the diameter of the myotubes but
strongly rescued fusion index. These data suggest improved dif-
ferentiation capacity in DM1 cells after CQ treatment.
Given our results in the fly model where CQ enhanced Mbl

expression, we hypothesized that improvements observed in iPDM
could originate from increased MBNL protein levels. MBNL1 and
2 were detected by immunofluorescence in myoblasts differenti-
ated for 4 d (Fig. 3 A–H). In iPDM cells, we found that MBNL1
and 2 expression was substantially lower than in iCDMs, and that
the proteins were mainly detected in ribonuclear foci. CQ treat-
ment had a profound and dose-dependent effect on the expression
of both proteins and their distribution, which at the highest con-
centration approached a normal pattern. Importantly, although
MBNL proteins were still detected in nuclear foci, they were also
broadly dispersed in both cell compartments. Note that MBNL2
increased to similar levels in both the cell nucleus and cytoplasm
of treated iPDMs, whereas in iCDMs its expression was mainly
cytoplasmic. To confirm these results, we immunodetected MBNL1
and MBNL2 in 2 additional CDM and 2 PDM lines. From these,
1 contained 1,000 and the other 333 CTG repeats (SI Appendix,
Fig. S5). Consistently, we observed increased signal in the nucleus

Fig. 2. CQ treatment of DM1 iPDMs improves phenotypes. (A–E) Fluorescence images of LC3 immunostaining (red) of iCDMs (control [CNT]) (A) and iPDMs
(B) differentiated for 96 h and treated with vehicle or CQ (C–E) for 48 (Scale bar, 20 μm.) (F–G) Analysis of colocalization efficiency (F) and Manders’ coefficient
(G) betweenMBNL1 and (CAG)7 in iPDMs treated with CQ 0.1 and 10 μM. Colocalization efficiencies were normalized to untreated iPDMs (H2O) and data were
expressed as percentage (%) in the case of colocalization efficiency. Between 50 and 60 nuclei were analyzed. (H) RT-qPCR analysis to quantify expression of
DMPK relative to GAPDH in iPDMs after CQ treatment (n = 3). (I–J) Quantification of myotube diameter and myogenic fusion index of iCDMs (green) and
untreated iPDMs (red) and iPDMs treated with CQ (blue) (n = 7 to 10 images per condition). (K–O) Representative confocal images of Desmin-immunostained
(green) human myoblasts transdifferentiated for 7 d used for quantifications in I and J. Staining was performed in iCDMs (K), and iPDMs untreated (L) or
treated with CQ (M–O) for 48 h. (Scale bar, 1,000 μm.) Nuclei were counterstained with DAPI (blue). **P < 0.01, ***P < 0.001 according to Student’s t test. All
comparisons refer to untreated iPDMs (H2O in the graphs).
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Fig. 3. MBNL1 and MBNL2 are overexpressed upon CQ treatment of iPDMs. (A–H) Representative confocal images of MBNL1 (green) and MBNL2 (red)
immunostaining in iCDMs (control [CNT]) (A and E), untreated iPDMs (B and F), and iPDMs treated with CQ (C, D, G, and H). Nuclei were counterstained with
DAPI. (Scale bar, 20 μm.) (I–K) Western blot quantification and representative blot images of MBNL1 (I), MBNL2 (J), and CELF1 (K) in iCDMs (green bar) and
untreated (red bar) or CQ-treated iPDMs (blue bars). β-ACTIN expression was used as an endogenous control. (L) Heatmap representing the quantification of
splicing decisions altered in iPDMs. Numbers within the boxes indicate the percentage of inclusion of the indicated exons obtained by semiquantitative RT-
PCR. (M) Representative gels used to quantify in L. Percentage of CELF1-regulated CAPZB exon 8 inclusion was determined as a control. (N) RT-qPCR to
measure exon 10 inclusion of LIMCH1. GAPDH was used as an internal control. In all analyses, sample size was n = 3, with the exception of MBNL2 Western
blot with n = 6. Cells were differentiated for 96 h. All comparisons refer to untreated iPDMs (H2O in the graphs). *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001 according
to Student’s t test.
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for MBNL1 and in the cytoplasm for MBNL2 in a dose-dependent
manner after CQ treatment of PDMs.
Quantification of MBNL1 and 2 levels demonstrated an in-

crease of up to 100% and 65%, respectively, after the addition of
CQ at the indicated concentrations (Fig. 3 I and J). To test
whether CQ might have a nonspecific targeted ability to up-
regulate protein levels, CELF1 was quantified in parallel ex-
periments and no significant changes were found (Fig. 3K). At the
functional level, the CQ-induced MBNL1 increase was sufficient
to rescue the inclusion of MBNL2 exon 5, DMD exon 78, and
cTNT exon 5, which are altered in DM1 (Fig. 3 L and M and SI
Appendix, Fig. S6). However, no effect was detected in the
MBNL1 inclusion pattern of exons 5 and 7 that are dependent on
MBNL1 levels (29). In the case of the inclusion of SPTAN1 exon

23 and LIMCH1 exon 10, regulated by MBNL2 (16), both were
significantly rescued at the highest dose. Exon regulation of
CSNK1D, a target of MBNL2, was restored at the 3 tested CQ
concentrations (Fig. 3 L–N). The splicing of CAPZB, regulated by
CELF1, was also analyzed, and no changes were detected in its
exon inclusion (Fig. 3 L and M). CQ therefore not only enhanced
MBNL1 and 2 expression levels in iPDMs but rescued its sub-
cellular distribution and molecular function as an AS regulator,
thus supporting its potential as a therapy against DM1.
To shed light into the reason why MBNL protein levels went

up upon CQ treatment, we performed double staining with
LysoTracker and antibodies against MBNL1 or 2 and quantified
colocalization of both signals by calculating Manders’ colocali-
zation coefficient and colocalization efficiency, to determine how

Fig. 4. Overexpression of MBNLs by CQ is mediated by autophagy blockade in iPDMs. (A–D) Colocalization efficiency and Manders’ coefficient between
MBNL1/LysoTracker (A and B) and MBNL2/LysoTracker (C and D). Colocalization efficiencies were normalized to untreated iPDMs (H2O) and data were
expressed as percentage (%). No less than 70 nuclei were analyzed. (E–H) Representative confocal images of MBNL1 and MBNL2 (green) immunostaining in
untreated iPDMs (E and G) or treated with mtf (F and H). Nuclei were counterstained with DAPI. (Scale bar, 10 μm.) (I) Western blot quantification and
representative blot images of MBNL1, MBNL2, and β-ACTIN in iCDMs (control [CNT]; green bar), and untreated (H2O; red bar) or mtf-treated iPDMs (mtf;
purple bar). β-ACTIN expression was used as an endogenous control. (J) Heatmap representing the analysis of splicing decisions altered in iPDMs and
worsened after mtf treatment. Numbers within boxes indicate the percentage of inclusion of the indicated exons obtained by semiquantitative RT-PCR. (K)
Representative gels used to quantify in J. Percentage of CELF1-regulated CAPZB exon 8 inclusion was determined as a control. (L) RT-qPCR to analyze exon
10 inclusion of LIMCH1. GAPDH was used as an internal control. In all analyses sample size was n = 3 and cells were differentiated for 96 h. All comparisons
refer to untreated iPDMs (H2O in the graphs). *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001 according to Student’s t test.
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much and how well the fluorescent signals overlapped (Fig. 4 A–D
and SI Appendix, Fig. S7). Importantly, we observed 5 times more
colocalization of MBNL1 or 2 with LysoTracker in iPDMs com-
pared to levels detected in iCDMs. These values were dramatically
reduced after CQ treatment of iPDMs, which demonstrated that
CQ promotes MBNL release from the autophagic pathway pre-
venting degradation and increasing protein levels.

Chemical Induction of Autophagy Worsens DM1-Linked Phenotypes in
Human Muscle Cells. To confirm that therapeutic effects observed
upon CQ treatment were mediated by MBNL levels through
modulation of autophagy, we evaluated the effects of further
enhancing autophagy in iPDMs. To this end, we treated cells with
30 mMmetformin (mtf), which activates AMPK and consequently
leads to autophagy activation via both mTOR inhibition and
ULK1 activation (30). After adding mtf, we detected a dramatic
decrease in the MBNL1 signal compared to untreated iPDMs.
Quantification of the protein by Western blot showed a reduction
of 60% after autophagy induction (Fig. 4 E, F, and I). Down-
regulation of MBNL2 was not obvious by immunostaining, but
Western blot demonstrated a reduction of 35% (Fig. 4 G–I).
Analysis of defective-DM1 AS events regulated by MBNL1 and
MBNL2 demonstrated that upon mtf treatment missplicing of
most alternative exons was higher than in iPDMs treated with
water (Fig. 4 J–L and SI Appendix, Fig. S8), except for MBNL2-
dependent LIMCH1 exon 10 and cTNT exon 5 inclusion. Overall,
we observed a tight correlation between MBNL levels and AS
regulation. As a control, we analyzed CELF1-dependent splicing
of CAPZB, and we did not observe any effect after mtf treatment.

CQ Treatment Recovers Expression of 59% of Disease-Related
Transcripts in iPDMs. In order to have a comprehensive descrip-
tion of the consequences of CQ treatment on DM1-related gene
regulation, we conducted paired-end RNA-Seq from iCDMs and
untreated and treated (0.1 and 10 μM CQ) iPDMs differentiated
for 96 h (31). Bioinformatics analyses with edgeR software
comparing iCDMs and untreated iPDMs identified 3,594 differ-
entially regulated disease-related genes (DRGs). As observed in
Fig. 5A there is a strong differential expression in transcripts be-
tween iCDMs and iPDMs. Importantly, after 10 μM CQ treat-
ment, the transcript expression profile of the samples is more
similar to iCDMs than to iPDMs as indicated by dendrograms.
From DRGs, almost 25% were recovered after low-dose treat-
ment and this percentage reaches 59% after exposure to 10 μM
CQ. (Fig. 5 B and C). Altogether, we observed a strong correlation
between CQ dose and effect on DRG recovery. A gene ontology
(GO) enrichment test was also performed, considering all re-
covered genes in each treatment (% of recovery ranging from
10 to 110%). This test highlighted genes involved in several
pathways related to muscle homeostasis and function (Fig. 5 D
and E). Considering RNA-Seq data, it is confirmed that the effects
of the drug depend on its dose. Globally, our results demonstrate
that restoration of muscle functions correlates to MBNL levels
and also that CQ can be considered as a potential drug to treat
DM1 patients.

CQ Raises Mbnl Expression and Ameliorates Molecular Phenotypes in
a DM1 Murine Model.HSALR mice express 250 CTG repeats in the
3′ UTR of the human skeletal actin and reproduce symptoms
observed in patients, such as myotonia, splicing defects, and
muscle atrophy (13, 32). We treated these mice with 2 different
concentrations of i.p. CQ, 25 and 50 mg/kg for 7 d, and com-
pared results with untreated HSALR controls and normal mice
with the same genetic background (friend virus B [FVB]). First,
we quantified HSALR transgene expression in the gastrocnemius
and quadriceps muscles having previously discovered that
fluctuations in transgene expression strongly influence pheno-
typic manifestations in these mice (19). In quadriceps, expres-

sion was fairly stable between control and experimental groups,
with maximum variations around 2-fold above average. Gas-
trocnemius, in contrast, revealed bigger changes but toward
greater expression of the transgene, which did not impede de-
tection of the typical DM1 phenotypes in the model (SI Appendix,
Fig. S9A).
Based on the significant increase of MBNLs in the DM1 fly

model and in myoblasts, Mbnl1 and 2 levels were quantified in
quadriceps and gastrocnemius. In the case of Mbnl1, despite a
trend toward rising levels in drug-treated mice compared to
vehicle-only controls (phosphate-buffered saline [PBS]), the dif-
ferences did not reach statistical significance in either muscle (Fig.
6 A and B). Mbnl2 expression in gastrocnemius, in contrast, did
show a significant increase at the 2 tested doses while quadriceps
levels remained stable at the low CQ dose and reached borderline
significance (P < 0.08) at the highest (Fig. 6 C and D). Additional
Mbnl protein levels did not originate from extra transcription or
enhanced stability since no changes were found at the mRNA
level (SI Appendix, Fig. S9 B and C). Importantly, Celf1 levels
remained unchanged after the administration of the drug as sim-
ilarly observed in the cell model of disease (Fig. 6 E and F).

Fig. 5. Global effect of CQ on RNA expression. (A) Heatmap representing
transcript expression at the indicated conditions. (B and C) Pie charts
showing the percentage of recovery of DRGs after CQ treatment. (D and E)
Bar plots based on GO analysis showing the principal biological processes
affected by 0.1 μM (D) and 10 μM (E) CQ in DM1. CNT, control.
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As we detected up-regulation of Mbnl proteins in vivo, we
sought to analyze Mbnl-dependent splicing events relevant for
HSALR phenotypes. Thus, we studied splicing pattern of Nfix,

Atp2a1, and Clcn1, regulated by Mbnl1, and observed that CQ
administered at 50 mg/kg significantly ameliorated aberrant exon
choices for Nfix (exon 7). Of the splicing events regulated by
Mbnl2, we analyzed Add1, Clasp2, Spna2, and Limch1 (Fig. 7 A–
C and SI Appendix, Fig. S10). All of the splicing events improved
in the 2 muscles studied from treated HSALR mice, except for
Clasp2 and Spna2 that did so only in gastrocnemius. To confirm
the specificity of CQ toward Mbnl activity, we quantified the
inclusion of Capzb exon 8,Mfn2 exon 3, and Ank2 exon 21, which
depend on Celf1 (33, 34), and, consistent with previous results,
remained unchanged upon CQ treatment (SI Appendix, Fig.
S11). Considering the relevance of the myotonic phenotype in
the disease and the fact that we could not detect significant
changes in exon 7a inclusion in Clcn1 transcripts in our experi-
mental conditions, we quantified Clcn1 protein by Western blot.
This confirmed down-regulation of Clcn1 by 60% and 32% in
quadriceps and gastrocnemius, respectively, in control HSALR

compared to FVB. Importantly, these amounts were reestab-
lished to normal levels upon CQ administration (Fig. 6 G and
H). Thus, CQ seems to promote Clcn1 protein levels through
processes other than alternative splicing, being transcriptional
control of Clcn1 by SP1 (35) one potential mechanism.

Functional and Histopathological Improvements in CQ-Treated HSALR

Mice. It has been proposed that muscular phenotypes in DM1 are
partially caused by defects in AS, leading to developmentally
inappropriate protein expression in adults (36, 37). Muscle
weakness is widespread among patients, and HSALR (38) mice
reproduce this phenotype in a variable, age- and sex-dependent
manner. We measured the grip strength of the forelegs and
observed that the HSALR mice had ∼25% less force than the
reference mice. This phenotype was reevaluated 7 d after the end
of treatment, observing an improvement of ∼50% in both groups
of treated mice compared to controls (Fig. 7D). Another de-
fining symptom of the disease is myotonia that was quantified by
electromyography (EMG) using a 0 to 4 myotonic grade scale.
EMG testing of the hindlegs showed that before treatment,
HSALR mice had myotonic discharges in more than 80% of the
electrode insertions. Four days after finishing the 7-d treatment
with the drug, myotonia decreased from almost grade 3 to grade
2 or 1, indicating that myotonic discharges occurred in less than
50% of the insertions of the electrode (Fig. 7E). Interestingly, we
found strong positive correlations between Clcn1 exon 7 inclu-
sion and Clcn1 levels and also with myotonia grade (SI Appendix,
Fig. S12). Finally, centrally located nuclei is one of the most
characteristic histopathological changes in DM1 muscle (39) and
is an indication of myopathic muscle attempting to regenerate.
We observed that untreated HSALR muscle fibers had 35% and
33% of central nuclei in quadriceps and gastrocnemius, re-
spectively. After CQ injections this phenotype improved signifi-
cantly in both muscles in a dose-dependent manner (Fig. 7 F–J).
Overall, these results confirm that molecular rescues brought
about by CQ translate into an improvement of histological and
functional phenotypes in HSALR animals.

Discussion
Several lines of evidence indicate that up-regulation of Muscleblind-
like proteins is a valid therapeutic strategy against DM1 because
MBNLs are reduced in DM1 models and patients, and transgenic
overexpression did not have deleterious effects in murine models
(15, 18, 40, 41). Three different epigenetic approaches have so far
demonstrated the ability to up-regulate endogenous MBNL ex-
pression in mammalian models. Small molecule HDAC inhibitors
ISOX and vorinostat increased MBNL1 expression in DM1
patient-derived fibroblasts (42) while phenylbutazone suppressed
methylation of an enhancer region in Mbnl1 intron 1 (43). A third
approach used antagomiRs to block miRNAs that inhibit MBNL1
and 2 expression in skeletal muscle tissue (19). This study provides

Fig. 6. Treatment of HSALR mice increases Mbnl1 and Mbnl2 levels. (A–H)
Western blotting analyses of protein extracts from quadriceps (qd) (A, C, E,
and G) or gastrocnemius (gt) (B, D, F, and H) of FVB control mice (n = 4, green
bars), untreated HSALR model mice (n = 6, red bars), or model mice injected for
7 d with CQ at 25 mg/kg (n = 3, dark blue bars) or 50 mg/kg CQ (n = 5, pale
blue bars). Protein levels are relative to Gapdh, which was used as an internal
control. Representative blots used for quantification are shown below bar
graphs. Because Clcn1 and Mbnl2 proteins were detected in the same blots,
the internal control Gapdh was the same (duplicated blot in D and H). All
comparisons are relative to HSALR mice treated with the vehicle PBS (DM). *P <
0.05, **P < 0.01 according to Student’s t test. CNT, control.
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evidence that CQ can increase Muscleblind levels in 3 models of
disease and that this increase translates into molecular and func-
tional improvements in fly and mouse models.
CQ is a potent inhibitor of autophagy that works by blocking

autophagosome fusion with lysosomes (28). Autophagy is a
prosurvival mechanism that performs a housekeeping function in
removing exhausted, redundant, or unwanted cellular compo-
nents, but that when abnormally activated, results in cell death
(44). It has been demonstrated that autophagy is hyperactivated
in different DM1 models (20, 26, 45) and could also contribute
to muscular atrophy, one of the most serious symptoms of the
disease (46). It has been shown in an inducible model of
DM1 that overexpression of MblC, an isoform of the Drosophila
Muscleblind protein, was sufficient to reduce autophagy (20).
Low levels of Muscleblind proteins may, therefore, play a con-
tributory role in hyperactivation of autophagy. Conversely, CQ
prevents autophagosomes with cargo from fusing with lysosomes,
so that the cargo is not degraded. Consequently, by blocking
autophagy disposal of MBNLs with CQ treatment, Muscleblind
levels build up, as we have demonstrated with colocalization
studies of LysoTracker and MBNL proteins. Extra MBNL, in turn,
may further contribute toward repressing excessive autophagy in a
virtuous positive feedback loop, as demonstrated by iPDM treat-
ment with mtf. We observed that overactivation of autophagy
resulted in dramatic MBNL1 and 2 down-regulation that wors-
ened splicing defects. This may also explain the observation that
HSALR was the most refractory of the DM1 models in
MBNL1 or 2 increase, which is in line with the lack of autophagy

hyperactivation in this model compared to flies and iPDMs. In
Drosophila Mbl activation also included small but significant up-
regulation at the transcript level, which suggests that at least
2 pathways contribute to extra Mbl upon CQ treatment. It is im-
portant to note that CQ not only increased MBNL protein levels
but also significantly, and dose-dependently, reduced colocaliza-
tion with CUG RNA foci, as similarly reported for HSALR mice
treated with phenylbutazone, which also increased endogenous
levels of Mbnl1 (43). While the molecular basis for such an effect
on the degree of colocalization remains unexplored, it indeed
suggests an improved bioavailability of MBNL1 in the cell.
Mtf has been recently proposed as a potential anti-DM1

therapy (47, 48) and Bassez et al. (48) report that patients treated
with mtf improved in the 6-min walk test. Because we detect
down-regulation in MBNL levels upon treatment of iPDMs with
mtf, we propose that this drug may work through alternative
molecular pathways. In support of this notion, Laustriat et al. (47)
studied splicing events dysregulated in human DM1 myoblasts and
found a negligible effect by mtf (only inclusion of 4 out of 22 al-
ternative exons were rescued). Remarkably, 1 of these splicing
events was cTNT exon 5 inclusion, consistent with our own data.
Furthermore, Laustriat et al. (47) did not study the effect of mtf
on MBNL2 levels and regulated splicing events, in contrast with
our data that found strong reduction of MBNL2 and worsening
of MBNL2-dependent splicing. Therefore, the positive effects
reported for mtf seem to stem from molecular rescues at levels
other than MBNL protein amounts or activity. Taken together,
the use of mtf, that reduces MBNL levels, CQ, that enhances

Fig. 7. Injection (i.p.) of CQ improves Mbnl-regulated splicing and muscle function and histopathology of HSALR mice. (A) Heatmap representing the analysis of
splicing decisions altered in HSALR mice. The number in the boxes indicates the percentage of inclusion of the indicated exons obtained by semiquantitative RT-
PCR. (B) Representative gels used to perform quantifications in A from quadriceps (qd) (Left) and gastrocnemius (gt) (Right) muscles. (C) RT-qPCR to analyze exon
9 inclusion of Limch1. Gadph values were used for normalization in the quantification of the percentage of exon inclusion. (D) Forelimb grip strength and (E)
myotonia grade measured before injection (bi) and 7 d after the last dose (ai). All comparisons are relative to HSALR mice treated with the vehicle PBS (DM). (F)
Quantification of the percentage of central nuclei in muscle fibers from qd and gt muscles. (G–J) Representative micrographs of muscle fibers stained with H&E
and quantified in F. (Scale bar, 100 μm.) Experimental groups were control (CNT) (FVB; n = 8), DM (HSALR; n = 6), DM 25 mg/kg (HSALR; n = 3), and DM 50 mg/kg
(HSALR; n = 5). All comparisons are relative to HSALR mice treated with the vehicle PBS (DM). *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001 according to Student’s t test.
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them, and DM1 and healthy controls, establishes 4 data points
that nicely correlate with the inclusion of a number of alternative
exons (SI Appendix, Fig. S13). Muscleblind levels increased 4-fold
inDrosophilamuscles and 3-fold in gastrocnemius in HSALR mice.
The increase was more limited in human cells and in other mouse
tissues, but nevertheless sufficient to improve missplicing and ex-
pression of genes regulated by Muscleblind in the 3 models used
(14, 16, 49). It was reported by in vitro studies that MBNL1 tar-
gets exhibit dose dependency and require different amounts of
MBNL1 for the half-maximal response (29). Splicing analyses of
CQ-treated HSALR muscles revealed no changes in the pattern
of Atp2a1, that in vitro requires lower levels of Mbnl1 than Nfix,
which was significantly restored with CQ. Similar results were
obtained when HSALR mice were treated with an antagomiR
that up-regulated Mbnl1 (19). These data, therefore, revealed
differing in vivo and in vitro susceptibility of splicing regulation
by MBNL1 levels.
In model flies, CQ improved locomotor parameters and sur-

vival, phenotypes that had previously been shown to depend on
Muscleblind levels (20, 41). The rescue was similar to previous
results with an inducible Drosophila DM1 model where MblC
overexpression was sufficient to increase the area of indirect
flight muscles of model flies by 35% (24% by CQ) (20). In vitro,
we observed that exposure of the cells to CQ improved the fusion
index of iPDMs, which is characteristically reduced in patient
cells. Myoblast fusion is critical for proper muscle growth and
regeneration, and a defect in this process will therefore probably
contribute to muscle atrophy. It has been reported in C2C12 cells
that Mbnl1–3 levels vary significantly in the nucleus during
myogenic differentiation and that MBNL family members are
likely contributors to developmentally regulated myogenic AS
(50). Analogously, HSALR mice showed partial recovery of
muscle strength, decrease in the number of myotonic discharges
in the skeletal muscles, and reduction in the number of central

nuclei in the muscle fibers. These results are consistent with
previous approaches in which MBNL1 was transgenically over-
expressed in HSALR mice to correct myopathy (18) or where
administration of different compounds generated similar results
(19, 42, 43, 51). Importantly, these resulting improvements at the
functional level make CQ a strong candidate for drug repur-
posing in DM1 either alone or as a systemic complement to
the limited biodistribution of oligonucleotide-based therapies
(19, 52, 53).

Materials and Methods
iCDFs and iPDFs (1,300 CTG) differentiable to myoblasts by MyoD expression
were provided by D. Furling, Centre de Recherche en Myologie, Paris, France
(27). Nonimmortalized CDFs and PDFs (333 and 1,000 CTG) differentiable to
myoblasts by MyoD expression were generated in A.L.d.M.’s laboratory.
Mouse handling and experimental procedures conformed to the European
law regarding laboratory animal care and experimentation (2003/65/CE) and
were approved by Conselleria de Agricultura, Generalitat Valenciana (ref-
erence number 2018/VSC/PEA/0182). Homozygous transgenic HSALR (line
20 b) mice were provided by C. Thornton (13) (University of Rochester
Medical Center, Rochester, NY) and mice with the same genetic background
(FVB) were used as controls. In all figures, graphs show mean ± SEM *P <
0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001 according to Student’s t test. In all graphs
error bars correspond to biological replicates. For additional details, see SI
Appendix, Materials and Methods.

Data Availability. All data discussed in the paper are available to readers.
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Supplementary Information Text 

 

Materials and methods. 
 

Fly strains and crosses 

w1118 line was obtained from the Bloomington Drosophila Stock Center (Indiana 

University, Bloomington, IN, USA). Mhc-Gal4 flies were described in (1). Mhc-Gal4 

UAS-(CTG)480 flies were generated in (2). All crosses were carried out at 25 °C with 

standard fly food. For oral administration of chloroquine (Chloroquine diphosphate salt 

solid, ≥98%, C6628 Sigma Aldrich), a maximum of 25 one-day adult flies were 

collected in tubes containing standard food supplemented with chloroquine (10 or 

100 μM). Flies were transferred to tubes containing fresh food every 2-3 days for a 

total administration time of 7 days. 

Determination of caspase-3 and caspase-7 activity 

Ten adult female flies of the indicated genotypes were homogenized in 100 μl of 

cold PBS buffer using TissueLyser LT (Qiagen, Hilden, Germany). After a 10 min 

centrifugation, the supernatant was transferred into a white 96-well plate. Caspase-3 

and caspase-7 activity was measured using the Caspase-Glo 3/7 Assay Systems 

(Promega, Fitchburg, WI, USA). Briefly, 100 μl of Caspase-Glo 3/7 reagent was 

added per well and the plate was incubated at room temperature for 30 min. Then 

luminescence was measured using an Infinite 200 PRO plate reader (Tecan Life 

Sciences; Männedorf, Switzerland). Luminescence readings were normalized to total 

protein using the BCA Protein Assay Reagent Kit (Pierce, Rockford, IL, USA). All 

graphs show the mean of three biological samples with three technical replicates of 

each. P-values were obtained using a two-tailed, non-paired Student’s t-test (α=0.05). 

LysoTracker staining 
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Drosophila somatic muscles were processed to stain lysosomes as previously described 

(3). Drosophila muscles were incubated for 30 min at 37ºC with 100 nM of Lysotracker 

RED-DND99 (Thermo Fisher Scientific, Bremen, Germany) and 5 μg/ml Hoechst 

33258 (Sigma-Aldrich; St. Louis, MO USA) in PBS  1X.  After three rinses with PBS 

1X, Drosophila muscles were mounted using fluorescence mounting medium (Dako, 

Glostrup, Denmark) 

Differential scanning fluorimetry (DSF) 

DSF experiments were performed as described in (4). Six CQ concentrations ranging 

from 0.01 to 100 µM were used.  

RNA extraction, semiquantitative PCR and real time PCR. 

For RNA extraction from fly and murine samples, tissues were homogenized using 

TissueLyser LT (Qiagen, Hilden, Germany) in TriReagent (Sigma-Aldrich; St. Louis, 

MO, USA). Total RNA from human myoblasts was isolated using TriReagent 

following manufacturer’s recommendations. One microgram of RNA was digested 

with DNaseI (Invitrogen) and reverse-transcribed with SuperScript II Reverse 

Transcriptase (Invitrogen, Life Technologies, Grand Island, NY, USA) using random 

hexanucleotides (Roche Life Sciences; Indianapolis, IN, USA). Alternative splicing 

was analyzed using 20 ng of cDNA in a standard PCR reaction with GoTaq 

polymerase (Promega, Inc.; Madison, WI, USA) and specific primers (SI Appendix, 

Table. S1). Rp49, GAPDH, and Gapdh were used as endogenous controls in fly, 

human and mouse samples, respectively. PCR products were separated in a 2.5% 

agarose gel and quantified using ImageJ software (NIH). Serca exon 13, LIMCH1 exon 

10 and Limch1 exon 9 expression were analyzed by RT-qPCR as follows. RT-qPCR 

was performed using 0.2 ng of cDNA as template with 5x HOT FIREPol® EvaGreen® 

qPCR Mix Plus (ROX) (Solis BioDyne, Tartu, Estonia) using a Step One Plus Real 

Time PCR System (Applied Biosystems; Foster City CA, USA). As endogenous 

control we used Rp49, GAPDH, and Gapdh that were detected using 0.2 ng of cDNA 

in both, quantitative and semi-quantitative PCR. We used 1 ng of cDNA from human 
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myoblast or mouse tissue as a template for multiplex RT-qPCR using the QuantiFast 

Probe PCR Kit reagent. Commercial TaqMan probes (Qiagen) were used to detect 

human (MBNL1 and MBNL2) or mouse (Mbnl1 and Mbnl2; FAM-labeled probes) and 

reference (GAPDH; MAXlabeled probe) genes. Results from myoblasts were 

normalized to GAPDH (TAMRA-labeled probe; Integrated DNA Technologies) 

whereas the mouse results were normalized to Gapdh. HSA transgene expression levels 

were determined by RT-qPCR as described previously (5). Three biological replicates 

and three technical replicates per biological sample were performed. Relative 

expression to endogenous gene and the control group were obtained by the 2−ΔΔCt 

method. Pairs of samples were compared using two-tailed Student’s t-test (α<0.05), 

applying Welch’s correction when necessary. 

RNAseq and data analysis 

Libraries were prepared using TruSeq Stranded mRNA Library prep kit (Illumina) 

following manufacturers indications. Libraries were sequenced using paired-end, 75 

base pair sequencing with the Illumina NextSeq 550 sequencer in the SCSIE-UCIM 

from the University of Valencia. For gene expression analysis, raw reads were checked 

for quality and aligned to GRCh38.p12 genome using STAR software (version 

2.6.1a_08-27)(6). Uniquely aligning paired sequences were used as input to the program 

featureCounts part of the package SubRead (v1.6.3) (7) using GRCh38.95.gtf as 

annotation file to generate the gene counts. Differential Gene Expression (DGE) were 

computed using the R Bioconductor package edgeR (version 3.24.3)(8). To consider a 

gene to be DGE we used a fold change (FC) >= 2 and adjusted p-value<0.05. Percentage 

of recovery of each gene was used using the following formula: 

% 𝑟𝑒𝑐𝑜𝑣𝑒𝑟𝑦 =
𝑀𝑒𝑎𝑛_𝑡𝑟𝑒𝑎𝑡𝑒𝑑_𝑔𝑒𝑛𝑒𝑐𝑜𝑢𝑛𝑡−𝑀𝑒𝑎𝑛_𝑑𝑖𝑠𝑒𝑎𝑠𝑒_𝑔𝑒𝑛𝑒_𝑐𝑜𝑢𝑛𝑡

𝑀𝑒𝑎𝑛_𝑐𝑜𝑛𝑡𝑜𝑙_𝑔𝑒𝑛𝑒_𝑐𝑜𝑢𝑛𝑡−𝑀𝑒𝑎𝑛_𝑑𝑖𝑠𝑒𝑎𝑠𝑒_𝑔𝑒𝑛𝑒_𝑐𝑜𝑢𝑛𝑡
𝑋100  

To analyze transcripts expression raw reads were checked for quality and aligned to 

GRCh38.p12 using STAR. Uniquely aligning paired sequences were used as input to the 

program Rsem (v1.3.1)(9) using GRCh38.95.gtf as annotation file to generate the 

transcripts counts. DGE were computed using the R Bioconductor package edgeR. To 
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consider a transcript to be DGE we used a fold change (FC) >= 2 and adjusted p-value < 

0.05. We used the same formula as before to calculate the percentage of recovery. Gene 

Ontology analyses were performed using clusterProfiler (10) considering all recovered 

genes in each treatment with a percentage of correction ranging between 10 and 110. 

The raw data and the raw count tables are available in GEO repository under the id 

GSE128844 

Western blotting 

For total protein extraction from Drosophila, 20 female thoraces were homogenized 

in 50 mM Tris-Cl, pH 8 plus protease and phosphatase inhibitor cocktails (Roche 

Applied Science). For total protein extraction from human myoblasts, cells were 

sonicated in RIPA buffer while mouse muscles were homogenized in RIPA buffer 

using TissueLyser LT (Qiagen). Total protein was quantified with BCA protein 

assay kit (Pierce) using bovine serum albumin as standard. 20 μg of samples were 

denatured for 5 min at 100°C, resolved in 12% SDS-PAGE gels and transferred onto 

nitrocellulose 0.45 µm (GE Healthcare) membranes. The membranes were blocked 

with 5% non-fat dried milk in PBS-T (PBS 1X containing 0.05% Tween 20) and 

immunodetected following standard procedures. For Mbl protein detection on fly 

samples, anti-Mbl antibody (11) was pre-absorbed against 0–6 h after egg laying 

embryos to eliminate non-specific binding of antibody. Membranes were incubated 

with pre-absorbed primary (overnight, 1:1000). Loading control was mouse anti-α-

Tubulin (overnight, 1:5000, Sigma-Aldrich). For human myoblasts and mouse muscle 

samples, membranes were incubated overnight at 4°C with primary mouse anti-

MBNL1 antibody (1:1000, ab77017, Abcam in the case of mouse muscle samples and 

1:200, clone MB1a, The Wolfson Centre for Inherited Neuromuscular Disease in the 

case of cell samples), mouse anti-CUG-BP1 (1:200, clone 3B1, Santa Cruz) 

antibodies or mouse anti-MBNL2 (1:200, clone MB2a, The Wolfson Centre for 

Inherited Neuromuscular Disease). Loading controls were the anti-β-ACTIN antibody (1 

h, 1:5000, clone AC-15, Sigma-Aldrich) for human myoblast samples and mouse 

anti-Gapdh (1 h, 1:5000, clone G-9, Santa Cruz) for mouse samples. In all cases, 
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primary antibodies were detected by horseradish peroxidase (HRP)-conjugated sheep 

anti-mouse-IgG secondary antibody (1 h, 1:5000, Sigma-Aldrich) except in the case of 

α-Tubulin, that it was used at 1:3000. Immunoreactive bands were detected using 

enhanced chemiluminescence. Western Blotting Substrate (Pierce) and images were 

acquired with an ImageQuant LAS 4000 (GE Healthcare). Quantification was 

performed using ImageJ software (NIH), and statistical differences were estimated 

using Student’s t-test (p<0.05) on normalized data. 

Non-fluorescent histological analysis 

Analysis of the indirect flight muscle area in Drosophila thoraces was performed 

as previously described (2). Briefly, six thoraces of three-day-old females were 

embedded in Epon following standard procedures. After drying the resin, semi-thin 

sections of 1.5 μm were obtained using an ultramicrotome (Ultracut E, Reichert-

Jung and Leica). Images were taken at 100x magnification with a Leica DM2500 

microscope (Leica Microsystems, Wetzlar, Germany). P-values were obtained using a 

two-tailed, non-paired t-test (α=0.05), applying Welch’s correction when necessary. 

For central nuclei quantification of mouse muscles, gastrocnemius and quadriceps were 

frozen in isopentane and 15 μm-sections were obtained with a Leica CM 1510S 

cryostat. Sections were stained with hematoxylin-eosin (H&E) and mounted with DPX 

(Sigma-Aldrich) according to standard procedures. Images were taken at a 100× 

magnification with a Leica DM2500 microscope. The percentage of central nuclei 

was quantified in a total of 500 fibers in each mouse. 

Drosophila functional assays. 

Flight assays were performed at day 5 according to Babcock. et al. 2014 using 100 

male flies per group (12). Landing distance was compared between groups using two-

tailed t-test (α=0.05). To assess climbing velocity groups of ten five-day-old males 

were transferred into disposable pipettes (1.5 cm in diameter and 25 cm height) after a 

period of 24 h without anesthesia. The height reached from the bottom of the vial by 

each fly in a period of 10 s was recorded with a camera. For each genotype, two 
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groups of 30 flies were tested. Two-tailed Student t-test (α=0.05) was used for 

comparisons of pairs of samples applying Welch’s correction whenever necessary. 

Drosophila lifespan analyses 

50-80 newly emerged flies were collected in freshly prepared tubes containing 

standard nutritive medium with or without chloroquine. Males and females were kept 

in different tubes at 25°C. The number of dead flies was scored daily. Flies were 

transferred to new tubes twice a week. Survival curves were obtained using the 

Kaplan–Meier method and were statistically compared according to the Gehan-

Breslow-Wilcoxon test (α=0.05). 

Cell culture conditions  

A cell model of the disease (kindly provided by Dr. Denis Furling, Institute of 

Myologie, Paris (13)) consisted of normal (iCDF) and DM1 (iPDF; 1300 CTG repeats) 

immortalized (hTERT) skin fibroblasts conditionally expressing MyoD. Fibroblast 

Cells were grown in Dulbecco’s modified Eagle Medium (DMEM, Life 

Technologies, Mulgrave, Victoria, Australia) supplemented with 4.5 g/L of glucose, 1 

% of penicillin and streptomycin (P/S) and 10% foetal bovine serum (FBS) (Sigma-

Aldrich; St. Louis, MO). Fibroblasts were transdifferentiated into myoblasts by 

inducing expression of MyoD. Cells were plated in muscle differentiation medium 

(MDM) made of DMEM 4.5 g/L glucose with 1% P/S, 2% horse serum, 1% apo-

transferrin (10 mg/ml), 0.1 % insulin (10 mg/ml) and 0.02 % doxycycline (10 mg/ml). 

In all cases, the cells were grown at 37 °C in a humidified atmosphere containing 5% 

CO2. Fibroblasts were in MDM for 96 h. Chloroquine was added to MDM to final 

concentrations of 0.1 μM, 1 μM and 10 μM for 48 h. Similarly, 30 mM mtf was added 

for 48 h. It was demonstrated in human cell lines that autophagic flux was not blocked 

by CQ at acidic pH (14). Then, we measured the pH of the cell culture medium before 

adding CQ, 24 and 48 h after addition, and observed values ranging from 7.8 to 8, 

confirming that CQ was indeed inhibiting autophagy. 
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Human fibroblasts isolation and culture 

Four different lines from primary human fibroblast were isolated from donors skin and 

transduced to express MyoD as previously described (15). Fibroblasts from DM1 

patients expressing 1000 and 333 CUG repeats were from male donors (33 and 46 years, 

respectively). Control fibroblasts were obtained from healthy female controls (48 years 

and unknown). All control and patient materials were obtained with the written informed 

consent of the donor. Ethical approval for this study was obtained from the ethical 

review committee at the Hospital Universitario Donostia. 

Double MBNL staining and FISH 

Immortalized fibroblasts were seeded into 24-well plates (4.0×104 cells per well). 

Fibroblasts were differentiated for 96 h. CQ was added to MDM to final concentrations 

of 0.1 μM and 10 μM for 48 h. Then, cells were fixed in 4% PFA for 15 min at room 

temperature followed by washes in 1x PBS. Double MBNL and foci detection were 

performed as previously described  (16). Analysis of MBNL and (CAG)7 colocalization 

in ribonuclear foci was calculated using ZEN 2.6 software analyzing 50-60 nuclei.  

Foci detection 

Immortalized fibroblasts were seeded into 96-well plates (1.0×104 cells per well). After 

chloroquine treatment, cells were fixed in 4% PFA for 15 min at room temperature 

followed by washes in 1x PBS. Fixed cells were washed with 2x SSC, 30% deionized 

formamide for 10 min at room temperature and were hybridized with Cy3-(CAG)7-Cy3 

labelled probe diluted 1:500 in hybridization buffer (40% formamide, 2x SSC, 0.2% 

BSA, 10% dextran sulfate, 2 mM ribonucleoside-vanadyl complex, 10% tRNA [10 

mg/ml], and 10% herring sperm) for 2 h at 37oC. After hybridization, cells were washed 

twice with 2x SSC, 30% deionized formamide for 15 min at 45oC, rinsed with 1x 

PBS, incubated with Hoechst 33342 (5 mg/ml) diluted 1:20.000 in 1x PBS for 20 min 

at room temperature, and mounted with 20% Mowiol. Images were taken and analyzed 

using an IN Cell Analyzer 2200 Imaging System. 
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Immunofluorescent methods 

Immunofluorescence detection of Muscleblind in fly thorax muscles was performed 

as previously described (2). Briefly, fly thoraces from 5-day-old females were 

dissected and fixed in 4% paraformaldehyde (PFA) overnight at 4 °C, followed by 

cryoprotection with 30% sucrose for 48 h at 4°C. Thoraces were then embedded in 

OCT, and transversal sections (10 μm) were obtained with a Leica CM 1510S 

cryostat. Cryosections were washed in PBS containing Triton 0.3% (PBS-T), blocked 

(PBT containing 5% donkey serum and 0.5% BSA) for 30 min at room temperature 

and incubated with the corresponding antibody (sheep anti-Mbl 1:500) overnight at 

4°C. After washes with PBS-T, the tissue was incubated 45 min with biotin-

conjugated secondary antibodies (Sigma) at 1:200 dilution. Cryosections were then 

incubated with Elite ABC kit standard (Vectastain) for 30 min at RT, followed by 

washes and incubation with streptavidin-FITC (1:1000) (Vector, London, UK) for 45 

min. Finally, samples were mounted in Vectashield (Vector, London, UK) with 2 μg/ml 

DAPI. Anti-Mbl antibody was preincubated with 0 to 6 h-old embryos, which do not 

express the protein. 

MBNL1 and MBNL2 were detected in cells differentiated in MDM for 96 h (3x105 

cells/well in 24 well plates). After 48 h CQ treatment, cells were fixed with 4% PFA in 

PBS for 15 min at RT. In the case of double staining to detect LysoTracker and MBNL1 

or 2, previously to fixation, cells were incubated 30 min at 37°C with 100 nM 

Lysotracker RED-DND99 (Thermo Fisher Scientific, Bremen, Germany). In all cases, 

fixed cells were permeabilized with PBS-T and blocked with Blocking Buffer (PBS-T, 

0.5% BSA, 1% Goat Serum) 1 h at RT. Cells were incubated overnight at 4ºC with 

primary mouse anti-MBNL1 (1:200 clone MB1a, The Wolfson Centre for Inherited 

Neuromuscular Disease), rabbit anti-MBNL2 (1:200, ab105331, Abcam) for single 

immunofluorescence or mouse anti-MBNL2 (1:200, clone MB2a, The Wolfson Centre 

for Inherited Neuromuscular Disease) for double staining (LysoTracker plus MBNL1 or 

-2). Then, cells were incubated for 1 h at RT with a secondary biotin-conjugated anti-

mouse-IgG to detect MBNL1 or MBNL2 (1:200, Sigma-Aldrich) in the case of double 
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immunofluorescence and MBNL1 single staining, or anti-rabbit-IgG (1:200, Sigma-

Aldrich) for single MBNL2 staining. Fluorescence signal was amplified using ABC 

solution for 30 min at RT, followed by a FITC-Streptavidin (1:200, Vector, London, 

UK) to detect anti-MBNL1 and anti-MBNL2 (double staining with Lysotracker)  or 

streptavidin-Texas Red (1:200, Vector) to detect anti-MBNL2 (single 

immunofluorescence) for 2 h at RT. Excess antibody was washed off with PBS-T. 

Finally, cells were washed three times with PBS and mounted in Vectashield (Vector 

Laboratories, London, UK) with 2 µg/ml DAPI. Images were taken on an LSM800 

confocal microscope (Zeiss, Jena, Germany). LysoTracker and MBNL1 or MBNL2 

colocalization were calculated using ZEN 2.6 software.  

To carry out immunodetection of DESMIN, fibroblasts were seeded in 24-well plates 

with 2.5x104 cells/well and were transdifferentiated for 7 days. After 48 h of 

chloroquine treatment, cells were fixed with 4% PFA for 15 min at RT and were 

processed using anti-DESMIN (1:50, Abcam; Cambridge, MA), biotin-conjugated anti-

mouse-IgG (1:200, Sigma-Aldrich) and streptavidin-FITC (1:200, Vector) as primary 

and secondary antibodies, and fluorophore, respectively.  

Images were taken with an LSM800 confocal microscope (Zeiss, Jena, Germany) at 

200x magnification. The fusion index was defined as the percentage of nuclei within 

myotubes (>2 myonuclei) out of the total number of nuclei in each condition. The 

average number of nuclei per myotube was determined by counting over 250 nuclei 

from randomly chosen DESMIN-positive cells (5-7 micrographs). Myotube diameters 

were measured at 5 points along the entire tube. A total of 50 myotubes were examined 

for each experimental condition. Quantification was performed using ImageJ software 

(NIH). 

For LC3B immunodetection cells were differentiated in MDM for 96 h (3x105 

cells/well in 24 well plates). After 48 h CQ treatment, cells were fixed with 4% PFA in 

PBS for 15 min at RT. After fixation, cells were permeabilized with methanol 100% for 

15 min at -20ºC and blocked with Blocking Buffer (PBS 1X, 0.5% BSA, 1% Goat 

Serum) for 1 h at RT. Cells were incubated O/N with rabbit anti-LC3B (1:200, ab51520, 
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Abcam) diluted in blocking buffer. Then, samples were incubated with Goat anti-Rabbit 

IgG (H+L) Alexa Fluor Plus 594 (1:200, Invitrogen) for 2 h. Between antibodies, cells 

were washed three times with PBS1X. Finally, cells were washed three times with PBS 

and mounted in Vectashield (Vector Laboratories, London, UK) with 2 µg/ml DAPI. 

Images were taken on an LSM800 confocal microscope (Zeiss, Jena, Germany) at 400x 

magnification. 

Toxicity assay  

Healthy iCDM were aliquoted in 96-well plate with 1.0x105 cells per well. After 24 h, 

chloroquine or mtf were added to the MDM at concentrations ranging from 0.05 

to 200 µM and from 0.05 µM to 200 mM, respectively.  Cells were transdifferentiated 

into myoblasts for 4 days. To measure cell viability, 20 μl MTS/PMS tetrazolium salt 

was added to each well and cells were incubated for 2 h at 37°C in a humidified 

chamber with 5% CO2. The conversion of MTS into soluble formazan (accomplished 

by dehydrogenase enzymes from metabolically active cells) was measured by 

absorbance at 490 nm (CellTiter 96® Aqueous Non-Radioactive Cell Proliferation 

Assay, Promega, Inc.; Madison, WI). Absorbance was measured using an Infinite 200 

PRO plate reader (Tecan Life Sciences; Männedorf, Switzerland). Data were 

transformed to percentage of survival relative to cells not exposed to the drug, which 

was considered 100% viability. 

Transgenic mice and chloroquine administration. 

Mouse handling and experimental procedures conformed to the European law 

regarding laboratory animal care and experimentation (2003/65/CE) and were 

approved by Conselleria de Agricultura, Generalitat Valenciana (reference number 

2018/VSC/PEA/0182). Homozygous transgenic HSALR (line 20 b) mice were 

provided by Prof. C. Thornton (17) (University of Rochester Medical Center, 

Rochester, New York, USA) and mice with the same genetic background (FVB) were 

used as controls. Experiments were performed in 4.5-month-old males. Animals 

received one intraperitoneal shot of 100 µl of compound every 24 h for seven 
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consecutive days. Experimental groups were treated with PBS (n=8 FVB, n=6 HSALR), 

25 mg/kg/dose (n=3 HSALR) and 50 mg/kg/dose (n=5 HSALR). 7 days after the last 

injection animals were sacrificed and quadriceps and gastrocnemius were harvested. 

Each muscle was divided into three parts, two were snap frozen in liquid nitrogen for 

protein and RNA isolation and the third was frozen in isopentane for histological 

analyses. 

Electromyography studies. 

EMG was performed before starting the treatment and before sacrifice. Analysis was 

done under general anesthesia, as previously described (18). Briefly, five needle 

insertions were performed in each quadriceps muscle of both hind limbs, and 

myotonic discharges were graded on a five-point scale: 0, no myotonia; 1, occasional 

myotonic discharge in ≤50% of the needle insertions; 2, myotonic discharge in 

>50% of the insertions; 3, myotonic discharge in nearly all of the insertions; and 4, 

myotonic discharge in all insertions. 

Forelimb grip strength test. 

The forelimb grip strength was measured with a Grip Strength Meter (BIO-GS3; 

Bioseb, USA). The peak pull force (measured in grams) was recorded on a digital 

force transducer when the mouse grasped the bar. The gauge of force transducer was 

reset to 0 g after each measurement. Tension was recorded by the gauge at the time the 

mouse released its forepaws from the bar. We performed five consecutive 

measurements at 30 s intervals. Grip force values were normalized to the body weight of 

each mouse. 
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Fig. S1. Effect of chloroquine treatment on DM1 and control flies. (A,B) 

LysoTracker staining (red) of IFMs from control (cnt, Mhc-Gal4/+) (A); DM1 (H20; 

Mhc-Gal4 UAS-i(CTG)480) (B). Arrows indicate LysoTracker signal. Scale bar=10 

µm. Nuclei were counterstained with Hoechst 33342 (blue). (C) Quantification of 

caspase 3 and caspase 7 activity in DM1 model flies taking water (red bars) or 

chloroquine at the indicated concentrations (blue bars). (D-F) Representative 

dorsoventral sections of resin-embedded thoraces of control flies treated with the 

indicated concentrations of chloroquine. Scale bar=100 µm. (G) RT-qPCR 

amplification of muscleblind from control (Mhc-Gal4/+; green) and DM1 flies (Mhc-

Gal4 UAS-i(CTG)480; red) treated with 10 or 100 μM (blue bars) of chloroquine after 

normalization to mhc. (H) Bar graph and representative images of Muscleblind protein 
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detection by western blot in healthy controls fed with 10 or 100 μM chloroquine. α -

Tubulin protein expression was used as an endogenous control. Graphs show mean ± 

S.E.M **P<0.01 according to Student’s t-test. All comparisons are referred to untreated 

DM1 flies (H2O in the graphs). 
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Fig. S2. Chloroquine does not interact with CUG RNA. Melting curve 

representation of Differential Scanning Fluorimetry assay showing fluorescence 

intensity (A) and first derivative (B) versus temperature (ºC) of a wide range of 

chloroquine concentrations (0.01-100 μM). A constant concentration of RNA (600 nM) 

was used for each condition (n=3) (a.u arbitrary units). 
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Fig. S3. Cell growth inhibition assay by MTS method. Human normal fibroblasts 

transdifferentiated for 96 h into myoblasts were treated with increasing concentrations 

of chloroquine (A) or mtf (B) ranging from 0.05 to 200 µM and 0.05 µM to 200 mM, 

respectively (n=4). TC10 (27.6 µM for chloroquine and 32 mM for mtf) was obtained 

using the least squares non-linear regression model. 

  



 

 

17 

 

 

Fig. S4. Analysis of CQ effect on foci formation. (A-D) Representative images of 

fluorescence in situ hybridization to detect ribonuclear foci in iCDF (A), iPDF (B) 

and iPDF treated with CQ (C) or chromomycin (D) for 48 h. Nuclei were counterstained 

with DAPI (blue) and rCUGexp RNA foci were detected with a Cy3-labelled probe 

(red). Quantification of mean foci number per cell (E) and the mean foci area (F) from 

the analysis of a minimum of 1000 fibroblast nuclei. Chromomycin was used as a 

positive control (19). Three biological replicates were used for each condition. (E and 

F). (G-J) Representative confocal images of MBNL1 immunostaining (green) and in situ 

hybridization to detect ribonuclear foci (red) in iPDM. Nuclei were countestained with 

DAPI (blue). Arrows indicate MBNL1 and foci co-localization that is makedly green in 

untreated cells and acquires a redish colour with CQ, indicating lower MBNL1 levels in 

ribonuclear foci. Scale bars=20 µm. 
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Fig. S5. MBNL1 and MBNL2 are overexpressed upon chloroquine treatment of 

PDM.  Representative confocal images of MBNL1 (green) and MBNL2 (red) 

immunostaining in two different lines of  healthy CDM (A,B), and two different lines of 

patient-derived myoblasts expressing 1000 (C,D) and 333 (E,F) CUG repeats, 
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respectively, treated with water as control, or with the indicated concentrations of 

chloroquine as indicated. Cells were differentiated for 96 h. Nuclei were counterstained 

with DAPI. Scale bars=20 µm. 
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Fig. S6. Effect of chloroquine on splicing regulation on muscle cells. (A-H) Graphs 

show the percentage of inclusion of the indicated exons obtained by semiquantitative RT-

PCR of MBNL1 (exons 5 and 7), MBNL2 (exon 5), DMD (exon 79), and cTNT (exon 

5), which are MBNL1-dependent (A-F), and CSNK (exon 9) and SPTAN1 (exon 23), 

which are MBNL2-dependent (G and H). Percentage of CELF1-regulated CAPZB exon 

8 inclusion was determined as a control (I). GAPDH was used as an internal control. In 

all analyses sample size was n=3. Data are mean ± S.E.M. *P<0.05, **P<0.01, 

***P<0.001 according to Student’s t-test. Cells were differentiated 96 h and treated with 

the indicated concentrations of chloroquine. All comparisons are referred to untreated 

DM1 cells (H2O in the graphs). 
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Fig. S7. The blockade of autophagosome and lysosome fusion by CQ reduces 

MBNL1 and MBNL2 colocalization with LysoTracker. Representative confocal 

images of immunodetection of MBNL1 (green) and LysoTracker (red) (A-C) or MBNL2 

(green) and LysoTracker (red) (E-G) in iCDM (A, E, CNT), iPDM treated with vehicle 

(B, F, H20) and iPDM treated with 10 µM CQ (C, G, 10 µM). Scale bar=10 µm. 

Representative Scatter Plots of fluorescence intensity distribution of pixels for 

MBNL1/Lysotracker (D) and MBNL2/Lysotracker (H) from controls (CNT), iPDM 
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(H20) or iPDM cells treated with 10 µM CQ (10 µM). X-axis corresponds to the green 

channel (MBNL1 (D) or MBNL2 (H)) and Y-axis is the red channel (LysoTracker). 

Dashed lines indicate thresholds used to define colocalized signals (upper right quadrant). 
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Fig. S8. Mtf treatment of DM1 muscle cells worsens splicing defects. (A-H) Graphs 

show the percentage of inclusion of the indicated exons obtained by semiquantitative 

RT-PCR of MBNL1 (exons 5 and 7), MBNL2 (exon 5), DMD (exon 78), and cTNT 

(exon 5), which are MBNL1-dependent (A-F), and CSNK (exon 9) and SPTAN1 (exon 

23), which are MBNL2-dependent (G and H). Percentage of CELF1-regulated CAPZB 

exon 8 inclusion was determined as a control (I). GAPDH was used as an internal 

control. In all analyses sample size was n=3. Data are mean ± S.E.M. *P<0.05, 

**P<0.01, ***P<0.001 according to Student’s t-test. Cells were differentiated 96 h and 

treated with 30 mM mtf. All comparisons are referred to untreated DM1 cells (H2O in 

the graphs). 
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Fig. S9. HSA transgene and Mbnl expression quantification. (A) Quantification of 

the HSA transgene by RT-qPCR. Bars show relative expression in each animal. (B 

and C) Analyses of the relative expression of Mbnl1 (B) or Mbnl2 (C) by RT-qPCR. 

Quantifications were performed in control (green), and HSALR mice treated with PBS 

(red) or with 25 and 50 mg/kg chloroquine (blue) in quadriceps (qd) and 

gastrocnemius (gt). Gapdh was used as an internal control. Data are mean ± S.E.M. 

*P<0.05 according to Student’s t-test. Experimental groups were CNT (FVB; n=8), DM 

(HSALR; n=6), DM 25 mg/kg (HSALR; n=3), DM 50 mg/kg (HSALR; n=5). 
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Fig. S10. Percentage of inclusion of the indicated exons in control and HSALR 

mice with or without chloroquine. Nfix (exon 7), Atp2a (exon 22), and Clcn1 

(exon 7a) inclusion is regulated by Mbnl1 (A-C and G-I), while Add1 (exon 15), 

Clasp2 (exon 16), and Spna2 (exon 23) are regulated by Mbnl2 (D-F and J-L). 

Determinations were performed in quadriceps (A-F) and gastrocnemius (G-L) and 

Gadph values were used as an internal control. Quantifications were performed in 

control (green), model HSALR mice treated with PBS (red) or with 25 and 50 mg/kg 

chloroquine (blue). Data are mean ± S.E.M. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 

according to Student’s t-test. Experimental groups were CNT (FVB; n=8), DM 

(HSALR; n=6), DM 25 mg/kg (HSALR; n=3), DM 50 mg/kg (HSALR; n=5). All 

comparisons are referred to untreated HSALR mice (DM in the graphs).  
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Fig. S11. CELF1-dependent splicing remains unchanged in chloroquine-treated 

HSALR mice. (A) Representative gels used for quantification in B-G from 

quadriceps (qd, left) and gastrocnemius (gt, right) muscles. (B-G) RT-PCR analysis 

of Celf1-dependent splicing impaired in HSALR mice; Capzb (exon 8), Mfn2 (exon 3), 

and Ank2 (exon 21), from quadriceps (B-D) and gastrocnemius (E-G). Gadph values 

were used for normalization in the quantification of the exon inclusion. 

Quantifications were performed in control FVB mice (green), model HSALR mice 

treated with PBS (red) or with 25 and 50 mg/kg chloroquine (blue). Data are mean ± 

S.E.M. ***P<0.001 according to Student’s t-test. Experimental groups were CNT 

(FVB; n=8), DM (HSALR; n=6), DM 25 mg/kg (HSALR; n=3), DM 50 mg/kg (HSALR; 

n=5). All comparisons are referred to untreated HSALR mice (DM in the graphs) 
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Fig. S12. Clcn1 protein levels, Clcn1 splicing, and myotonia are correlated. 

Pearson´s correlations between Clcn1 protein levels (A and C) or Clcn1 exon 7a (B and 

D) and myotonia grade. Experimental groups were DM (HSALR; n=6), DM 25 mg/kg 

(HSALR; n=3), DM 50 mg/kg (HSALR; n=5). Data from myotonia assay (x-axis) were 

expressed as the ratio between myotonia measurement after (ai) and before (bi) 

chloroquine injection (ai/bi). Clcn1 protein levels were normalized to Gapdh. 
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Fig. S13 Effect of the treatments on DM1-related phenotypes. MBNL levels (right 

Y-axis) are downregulated in iPDM (H2O) compared to iCDM (CNT). MBNL1 (red 

bars) and MBNL2 (yellow bars) levels quantified in iPDM were reduced or increased 

after mtf or CQ treatment, respectively. Dots represent the percentage of recovery of 

exon inclusion (left Y-axis) after mtf or CQ treatment considering 0% values in iPDM 

(H2O) and 100% those obtained for iCDM (CNT) 
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Table S1 Sequences of oligonucleotides used for qRT-PCR and semiquantitative 

RT-PCR 

Primers sequence Sequence (5’ → 3’) RT-qPCR/RTPCR Species 

amy-d fwd GGACCATCTGATTGATCTCG RT-qPCR Drosophila 

amy-d rev GGTGTTCAGGTTCTTGAGG RT-qPCR Drosophila 

cyp6w1 fwd TTGCGCACAAAAATCTCTCC RT-qPCR Drosophila 

cyp6w1 rev GTCCTGCAAGTTCTTTCCAA RT-qPCR Drosophila 

mbl fwd TTGAATCAAAATTATAGCCCAAGCT RT-qPCR Drosophila 

mbl rev CGATTTTGCTCGTTAGCGTTT RT-qPCR Drosophila 

mhc fwd CCAGGAGCGCAACGCCAAGT RT-qPCR Drosophila 

mhc rev GCGGGCATCCTCCTCCTGAGT RT-qPCR Drosophila 

rp49 fwd GGATCGATATGCTAAGCTGTCGCACA RT-qPCR/RTPCR Drosophila 

rp49 rev GGTGCGCTTGTTCGATCCGTAACC RT-qPCR/RTPCR Drosophila 

serca fwd GCAGATGTTCCTGATGTCG RT-qPCR Drosophila 

serca rev CGTCCTCCTTCACATTCAC RT-qPCR Drosophila 

CAPZB fwd GGAGAAGGATGAAACTGTGAGTG RT-PCR homo sapiens 

CAPZB rev CAGAGGTTTAGCATTGCTGCT RT-PCR homo sapiens 

CSNK1D fwd GATACCTCTCGCATGTCCACCTCACA RT-PCR homo sapiens 

CSNK1D rev GCATTGTCTGCCCTTCACAGCAAT RT-PCR homo sapiens 

DMD fwd GTGAGGAAGATCTTCTCAGTCC RT-PCR homo sapiens 

DMD rev CTCCATCGCTCTGCCCAAATC RT-PCR homo sapiens 

GAPDH fwd CATCTTCCAGGAGCGAGATC RT-PCR homo sapiens 

GAPDH rev GTTCACACCCATGACGAACAT RT-PCR homo sapiens 

LIMCH1 fwd CGGAAGCTGCCAGATGTGAAGAAG RT-qPCR homo sapiens 

LIMCH1 rev CCTCCTCACACCGCATGTCAAA RT-qPCR homo sapiens 

MBNL1 (e5) fwd AGGGAGATGCTCTCGGGAAAAGTG RT-PCR homo sapiens 

MBNL1 (e5) rev GTTGGCTAGAGCCTGTTGGTATTGGAAAATAC RT-PCR homo sapiens 

MBNL1 (e7) fwd GCTGCCCAATACCAGGTCAAC RT-PCR homo sapiens 

MBNL1 (e7) rev TGGTGGGAGAAATGCTGTATGC RT-PCR homo sapiens 

MBNL2 (e5) fwd ACAAGTGACAACACCGTAACCG RT-PCR homo sapiens 

MBNL2(e5) rev TTTGGTAAAGGATGAAGAGCACC RT-PCR homo sapiens 

SPTAN1 fwd GATTGGTGGAAAGTGGAAGTGAACGAT RT-PCR homo sapiens 

SPTAN1 rev TGATCCATTGCTGTAGTTCATTCGC RT-PCR homo sapiens 

cTNT fwd ATAGAAGAGGTGGTGGAAGAGTAC RT-PCR homo sapiens 

cTNT rev GTCTCAGCCTCTGCTTCAGCATCC RT-PCR homo sapiens 
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Primers sequence Sequence (5’ → 3’) 

RT-

qPCR/RTPCR Species 

Add1 fwd GGATGAGACAAGAGAGCAGAAAGAGAAGA RT-PCR mus musculus 

Add1 rev CTGGGAAGGCAAGTGCTTCTGAA RT-PCR mus musculus 

Ank2 fwd GAACGTGGTTCTCCGATTGT RT-PCR mus musculus 

Ank2 rev CGTCTCCTGGGGGTATGTCAG RT-PCR mus musculus 

Atp2a1 fwd GCTCATGGTCCTCAAGATCTCAC RT-PCR mus musculus 

Atp2a1 rev GGGTCAGTGCCTCAGCTTTG RT-PCR mus musculus 

Capzb fwd GCACGCTGAATGAGATCTACTTTG RT-PCR mus musculus 

Capzb rev CCGGTTAGCGTGAAGCAGAG RT-PCR mus musculus 

Clasp2 fwd GTTGCTGTGGGAAATGCCAAGAC RT-PCR mus musculus 

Clasp2 rev GCTCCTTGGGATCTTGCTTCTCTTC RT-PCR mus musculus 

Clcn1 fwd GTCCTCAGCAAGTTTATGTCC RT-PCR mus musculus 

Clcn1 rev GAATCCTCGCCAGTAATTCC RT-PCR mus musculus 

HSA fwd ACGGGTGCGTGGTGTCTC RT-qPCR mus musculus 

HSA rev GGTCAGGATACCTCTCTTGCT RT-qPCR mus musculus 

Gapdh fwd ATCAACGGGAAGCCCATCAC RT-PCR mus musculus 

Gapdh rev CTTCCACAATGCCAAAGTTGT RT-PCR mus musculus 

Limch1 fwd CGGAAGTTGCCAGATGTGAAGAAA RT-qPCR mus musculus 

Limch1 rev CCTCCTCACACCGCATGTCAAA RT-qPCR mus musculus 

Mfn2 fwd AGCCATGTCCACGATGCCCA RT-PCR mus musculus 

Mfn2 rev ATGTAGGCCCCAGCTGCTCAA RT-PCR mus musculus 

Nfix fwd TCGACGACAGTGAGATGGAG RT-PCR mus musculus 

Nfix rev CAAACTCCTTCAGCGAGTCC RT-PCR mus musculus 

Spna2 fwd GATTGGTGGAAAGTGGAAGTGAATGAC RT-PCR mus musculus 

Spna2 rev TGATCCACTGCTGTAACTCGTTTGCT RT-PCR mus musculus 
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miR-7 Restores Phenotypes in Myotonic
Dystrophy Muscle Cells by Repressing
Hyperactivated Autophagy
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Unstable CTG expansions in the 3’ UTR of the DMPK gene are
responsible for myotonic dystrophy type 1 (DM1) condition.
Muscle dysfunction is one of the main contributors to DM1
mortality and morbidity. Pathways by which mutant DMPK
trigger muscle defects, however, are not fully understood. We
previously reported that miR-7 was downregulated in a DM1
Drosophila model and in biopsies from patients. Here, using
DM1 and normal muscle cells, we investigated whether miR-7
contributes to the muscle phenotype by studying the conse-
quences of replenishing or blockingmiR-7, respectively. Resto-
ration of miR-7 with agomiR-7 was sufficient to rescue DM1
myoblast fusion defects and myotube growth. Conversely,
oligonucleotide-mediated blocking of miR-7 in normal myo-
blasts led to fusion and myotube growth defects. miR-7 was
found to regulate autophagy and the ubiquitin-proteasome sys-
tem in humanmuscle cells. Thus, low levels ofmiR-7 promoted
both processes, and high levels of miR-7 repressed them.
Furthermore, we uncovered that the mechanism by which
miR-7 improves atrophy-related phenotypes is independent
of MBNL1, thus suggesting that miR-7 acts downstream or in
parallel to MBNL1. Collectively, these results highlight an un-
known function formiR-7 in muscle dysfunction through auto-
phagy- and atrophy-related pathways and support that restora-
tion of miR-7 levels is a candidate therapeutic target for
counteracting muscle dysfunction in DM1.

INTRODUCTION
Myotonic dystrophy type 1 (DM1) is an autosomal-dominant neuro-
muscular disease with multisystemic and variable symptoms. In the
course of the disease, dysfunction is observed in many organs and tis-
sues, specifically skeletal, cardiac, and smooth muscles and the CNS.1

These dysfunctions lead to characteristic symptoms such as cardiac
conduction defects, muscle myotonia with distress, neuropsycholog-
ical abnormalities, muscle weakness, and atrophy.2 The leading cause
of mortality is sudden death due to cardiac conduction problems, ar-
rhythmias, and respiratory failure as a result of muscle wasting.

The genetic cause of the disorder is an unstable expansion of non-
coding CTG repeats located within the 30 UTR of the DM1 protein ki-

nase (DMPK) gene. Mutant DMPK transcripts are retained in the nu-
cleus and form ribonuclear foci that are a histopathological hallmark
of the disease. Chief among sequestered CUG-binding proteins are
theMuscleblind-like proteins (MBNL1, 2, and 3).WhileMBNL1 con-
trols fetal-to-adult splicing and polyadenylation transitions in muscle
andMBNL2 seems to serve a similar role in the brain,3 MBNL3 deficit
results in progressive impairment of muscle regeneration4 and age-
associated pathologies observed in DM1.5 CUGBP Elav-like family
member 1 (CELF1) regulates alternative splicing antagonistically to
MBNL1. In contrast to MBNL1, CELF1 is not sequestered into ribo-
nuclear foci but is hyper-activated and stabilized in the cell nucleus.6

The mechanisms underlying muscle atrophy remain largely un-
known. Atrophy has been linked to increased activity and stability
of glycogen synthase kinase 3 beta (GSK3b) by CELF1 overactiva-
tion.7 Indeed, mice that underwent early inhibition of GSK3b ex-
hibited reduced muscle atrophy.8 Moreover, defects in alternative
exon regulation of dystrophin (DMD) were linked to defects in muscle
architecture and organization, which are characteristic features of
dystrophic DM1 skeletal muscles.9 Additionally, it was demonstrated
that embryonic M2 isoform of pyruvate kinase (PKM2), a key enzyme
contributing to the Warburg effect in cancer, is significantly induced
in DM1 tissue and mouse models owing to aberrant splicing. Authors
suggest that Pkm2 re-expression in skeletal muscle disrupts the meta-
bolic homeostasis and may lead to energy deficits associated with
muscle weakness and wasting.10

However, evidence suggests that other processes might be contrib-
uting tomuscle wasting in DM1. Specifically, autophagy and the ubiq-
uitin-proteasome system are two main processes that mediate the
degradation of cellular components in order to recycle them and
obtain energy, thus maintaining muscle homeostasis. Autophagy
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was demonstrated to be overactivated in DM1-derived primary myo-
blasts concomitantly with apoptosis, leading to loss of myotubes.11

Consistently, autophagic markers were upregulated in mice express-
ing 960 CUG repeats that also exhibited marked muscle atrophy.12

In a heat-shock-induced adult-onset DM1 Drosophila model, hyper-
activation of autophagy and apoptosis are partly responsible for mus-
cle atrophy, since inhibition of either pathway was sufficient to rescue
muscle atrophy.13 The defective activity of the ubiquitin-proteasome
system was described in muscles of transgenic DM1 mice that dis-
played progressive muscle wasting and weakness due to Fbx032
and/or Murf1 overexpression.14 Pathological activation of AMPK or

TWEAK/Fn14 signaling was also reported in skeletal muscles and
heart of a murine DM1 model and in tissues from DM1 patients.15,16

Additional studies found that the expression of several microRNAs
(miRNAs) is altered in DM1 human skeletal and heart muscle and
also in DM1 muscle cells.17–19 Furthermore, misexpression was re-
ported for 20 miRNAs in DM1 model flies. Among them, miR-7
was under-expressed, and target transcripts had higher expression
in DM1 muscle tissue, such as the autophagy-related gene
ATG4A.20 Interestingly, recent studies reported that miR-7 represses
autophagy through the upregulation of mTOR signaling and direct
inhibition of some autophagy genes (ATG7, ULK2, and ATG4A).21

However, the role and relevance of miR-7 downregulation in DM1
pathogenic mechanisms still remain unknown.

Considering these previous data, here we shed light on this problem
by demonstrating that depleted levels of miR-7 trigger DM-related
phenotypes through an MBNL1-independent mechanism such as
increased autophagy and the ubiquitin-proteasome system, which
are pathways known to contribute to muscle atrophy.22 Importantly,
replenishing of miR-7 levels through the use of chemically modified
agomiRs was sufficient to repress autophagy and muscle atrophy
markers and to rescue differentiation parameters such as fusion index
and myotube diameter. These results provide proof of concept that
the modulation ofmiR-7 levels could be a valid therapeutic approach
to muscle atrophy in DM1.

RESULTS
miR-7 Targets Are Overexpressed in DM1 Muscle Biopsies and

Correlate with Muscle Weakness

The first test to our hypothesis thatmiR-7 levels were relevant to mus-
cle phenotypes in DM1 was to extract expression data of directmiR-7
target transcripts from existing datasets and to correlate their levels
with functional data. To this end, we resorted to the DMseq database
that includes information on ankle dorsiflexion strength from 40
DM1 patients and 10 controls.23 From these data, the authors calcu-
lated the correlation between force and gene expression results from
RNA-sequencing (RNA-seq) experiments. Based on the miRtarbase24

and DMseq databases, we first selected all confirmed miR-7 targets
according to at least two of the following methods: 30 UTR luciferase
reporter assays, western blot, or qRT-PCR. From these genes, we
selected those that were significantly overexpressed in DM1 patients,
which further supported that they were under direct miR-7 repres-
sion, and obtained a total of 11. We also included three predicted tar-
gets ofmiR-7 that were studied by Fernandez-Costa et al.20 andATG7,
since the binding ofmiR-7 to its 30 UTR has been demonstrated.21 Of
the 15 miR-7 targets analyzed, 11 showed a statistically significant
negative correlation (4 weak, 5 moderate, and 3 strong, according
to the classification by Evans25) between gene expression and dorsi-
flexion force, that is, the higher the overexpression, the lower the force
of the tibialis anterior muscle (Figure 1A; Table S1). Therefore, these
results from DM1 tibialis muscle biopsies provide critical support to
the hypothesis that miR-7 levels may impinge on muscle strength,
which is intimately related to muscle atrophy and weakness.

Figure 1. Involvement of miR-7 in DM1

(A) The graph represents miR-7 target genes that are significantly overexpressed in

DM1 biopsies (according to Wang et al.23). Asterisks show the significance of the

Pearson’s correlation coefficient between ankle dorsiflexion strength and expres-

sion level of each gene. (B) Relative expression levels of miR-7 measured by qRT-

PCR (calculated using the 2�DDCt method) in human CNT (green) and DM1 (red)

fibroblast and myoblast cells. (C) Cell growth inhibition assay by MTS method.

Human CNTmyoblasts were transfectedwith increasing concentrations of agomiR-

7 (blue) and antagomiR-7 (purple) (n = 4). TC10 (11.15 nM for agomiR-7 and

4.92 nM for antagomiR-7) and TC50 (708.3 nM for agomiR-7 and 816.9 nM for

antagomiR-7) were obtained using the least-squares non-lineal regression model.

(D) Logarithmic representation on base 2 (log2) of the qRT-PCR quantification of

miR-7 levels in humanCNT (blue) and DM1 (purple) myoblasts after transfection with

1, 10, and 100 nM of agomiR-7 or antagomiR-7, respectively. Transfection of

myoblasts with antagomiR-7 or agomiR-7 led to a reduction or increase of miR-7

levels in a dose-dependent manner compared to CNT and DM1 myoblasts trans-

fected with scramble versions of antagomiR and agomiR at the same concentration,

respectively (n = 3). In (A) and (B),U1 andU6 snRNAs were used as reference genes

(n = 3). Error bars indicate ± SEM. *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001, ***p < 0.0001

according to Student’s t test.
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miR-7 Is Downregulated in 7-Day Transdifferentiated DM1

Myoblasts

Given the strong correlation betweenmiR-7 target dysregulation and
muscle weakness in human-derived samples, we set out to establish a
cell model in which we investigate the molecular basis of such a rela-
tionship. We analyzed miR-7 levels in DM1 fibroblasts expressing
1300 CTG repeats26 and in fibroblasts transdifferentiated into multi-
nucleated myotubes for 7 days (Transdifferentiated myoblasts;
TDM; Figure 1B). In both cases, only about half the normal levels
of miR-7 were detected in DM1 cells. We designed two chemically
modified oligonucleotides as tools to investigate the potential roles
of miR-7 in DM1 muscle dysfunction: a mimic of miR-7 (agomiR-
7) and a miR-7 blocker (antagomiR-7; Figure 1C) and assayed their
toxicity profile in cells. The half-maximal inhibitory concentrations
(IC50) were 708.3 nM for agomiR-7 and 816.9 nM for antagomiR-7,
indicating that the modified oligonucleotides were slightly toxic and
they were only safe for cells at concentrations below 100 nM, at
which more than 80% of cells were viable. To replenish the miR-7
deficit, we transfected DM1 TDMs with agomiR-7 and with control
(scramble) oligonucleotides at 1, 10, and 100 nM (Figure 1D, blue
bars). We observed a dose-dependent increase in miR-7 levels
when compared to cells treated with the scramble at the same con-
centration, achieving a fold increase of over 2.100 at the highest con-
centration. Conversely, we decided to block miR-7 in CNT (healthy
control cells)TDMs to assess whether a lack of miR-7 contributed to
characteristic DM1 muscle phenotypes. CNT TDMs were trans-
fected with miR-7 antagonists and scramble controls at 1, 10, and
100 nM. After that, we quantified by qRT-PCR miR-7 levels and

observed a dose-dependent reduction of the miRNA that reached
75% of normal at 100 nM of antagomiR-7 (Figure 1D, purple
bars). Note that antagomiR blocks miRNA function but not neces-
sarily destroys it. To confirm that both the mimic and the inhibitor
were effectively entering into the cells, we transfected CNT TDMs
with Cy3-labeled agomiR-7 and antagomiR-7 (Figure S1). A very
faint red signal was observed when cells were treated with the oligo-
nucleotides at the lowest concentration. As expected, stronger red
fluorescence was detected at 10- and 100-nM modified oligonucleo-
tides with the number of cells being very similar in all conditions.

miR-7 Supplementation Rescues Differentiation Defects in DM1

Muscle Cells

It was previously described that DM1 myoblasts form smaller myo-
tubes and have reduced fusion capacity under differentiation condi-
tions.26We studied the contribution ofmiR-7 to these phenotypes by
restoring miR-7 levels, or reducing them, in DM1 or CNT TDMs,
respectively (Figure 2). After 7 days of differentiation, TDMs were
stained with an antibody against Desmin, a class-III intermediate
filament protein found in muscle cells that integrate the sarcolemma,
Z-disk, and nuclear membrane, thus regulating sarcomere architec-
ture and widely used as a marker of myogenic cells. DM1 TDMs had
reduced diameter and fusion index compared to CNT transfected
with their corresponding scramble (Figures 2G, 2I, and 2K and
2A, 2C, and 2E). Quantification of both parameters showed that
DM1 TDMs had a smaller diameter than CNT, with mean values
of 2.12 and 74 mm, respectively, whereas fusion index was also signif-
icantly lower (around 49.6% of normal; reference values denoted as

Figure 2. Raising miR-7 Levels with agomiR

Oligonucleotides ImprovesDM1MyotubeDefects in

Fusion Capacity and Diameter

(A–L) Representative confocal images of Desmin-immu-

nostained (green) human myoblasts transdifferentiated for

7 days after antagomiR-7 transfection into CNT cells (B, D,

and F) or agomiR-7 transfection into DM1 cells (H, J, and

L) and their respective scramble controls (A, C, and E for

antagomiR; G, I, and K for agomiR) at 1, 10, and 100 nM.

Nuclei were counterstained with DAPI (blue). Scale bar,

100 mm. (M) Quantification of myotube diameter of CNT

(purple) and DM1 (blue) myoblasts treated with the indi-

cated concentrations of antagomiR-7 and agomiR-7,

respectively. Dashed lines represent the mean of the three

concentrations (1, 10, 100 nM) from CNT (73.54 ± 3.77;

green) or DM1 (2.24 ± 0.09; red) myoblasts transfected

with scramble versions (N). Analysis of the myogenic

fusion index of transdifferentiated CNT (purple) and DM1

(blue) human myoblasts transfected with antagomiR-7 or

agomiR-7, respectively (n = 5–7 images in each condition;

mean CNT scrambles, 89.00 ± 1.58; green dashed line,

39.37 ± 2.68; mean DM1 scrambles, red dashed line). The

statistical analysis was performed comparing each con-

centration of agomiR-7 or antagomiR-7 to its respective

scramble. Data were expressed as mean ± SEM. *p <

0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001 according to Student’s t

test.
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red and green dotted lines in Figures 2M, 2N and S2). We observed
that increasing the levels of miR-7 in DM1 cells had a mild effect on
the size of the myotubes, since the rescue was only statistically signif-
icant at 100 nM of agomiR. However, restoring the levels of the
miRNA dramatically raised the fusion index at all three concentra-
tions, reaching an increase of 90% when compared to the fusion
index of scramble controls (Figures 2M and 2N, blue bars), which
indicates an improved fusion capacity. On the contrary, a dose-
dependent worsening of both parameters was observed when miR-
7 was inhibited in CNT TDMs (Figures 2M and 2N, purple bars).
Taken together, these results support that whilemiR-7was necessary
for both myoblast growth and fusion, only extramiR-7was sufficient
to strongly rescue the fusion index in DM1 myoblasts. To confirm
that the effect on cell fusion alterations was mediated by autophagy
regulation, we inhibited or boosted this pathway by chloroquine or
metformin treatment, respectively, and analyzed the fusion index
(Figure S3). Results showed that this parameter was significantly
improved when autophagy was blocked, and the opposite effect

was observed when the pathway was induced by metformin
treatment.

Restoration of miR-7 Levels Ameliorates DM1 Phenotypes in an

MBNL1-Independent Manner

To further investigate the role of miR-7 in DM1, we analyzed the
consequences of its modulation on two critical players of the dis-
ease: the CELF1 and MBNL1 genes. CELF1 transcripts were found
to respond to miR-7 modulation so that in miR-7-deprived DM1
TDMs or normal TDMs transfected with antagomiR-7, CELF1
was downregulated, whereas treatment with a miR-7 mimic
showed a dose-dependent rescue of the said defect (Figures 3A
and 3B). Regulation of CELF1 levels by miR-7 was most likely in-
direct, since no significant predictions of binding were found in its
30 UTR using the miRtarget and miRanda algorithms. In contrast,
miR-7 had no effect on MBNL1 protein levels in cells exposed to
the scramble, mimic, or inhibitor oligonucleotides (Figure 3C; Fig-
ure S4A). Considering the possibility that miR-7 could have an ef-
fect on the accumulation of mutant DMPK transcripts, we quanti-
fied ribonuclear foci by in situ hybridization. No significant
differences in foci number were detected between DM1 TDMs
treated with scramble and agomiR-7 (Figure 3D). We also analyzed
the splicing pattern of five genes that were previously described to
be regulated by MBNL1, ATPase sarcoplasmic/endoplasmic reticu-
lum Ca2+ transporting 1 (ATP2A1),27 bridging integrator 1
(BIN1),28 cardiac troponin T (cTNT),29 DMD,30 and insulin recep-
tor (INSR),31 or by MBNL2, spectrin alpha chain, non-erythrocytic
1 (SPTAN-1).32 No effect was detected in any of the experimental
conditions (Figure S4B). These data are consistent with unchanged
MBNL1 protein levels and foci number and suggest that miR-7 acts
downstream or in parallel to MBNL1 in the DM1 pathogenesis
pathway (Figure S5).

miR-7 Is a Regulatory Node for Hyperactivated Autophagy in

DM1 TDMs

Deregulated autophagy was previously reported in different DM1
models, and its restoration was sufficient to recover some DM1-
impaired phenotypes such as muscle mass or lifespan.11,13,16,33

Considering this previous information and the demonstration that
miR-7 regulates ATG4A,21 an autophagy regulatory gene that pro-
motes autophagosome biogenesis,34 we decided to measure auto-
phagy levels in DM1 TDMs and the consequences of the modulation
ofmiR-7 levels on that phenotype. Autophagy was detected using Ly-
soTracker, which is a stain with high selectivity for acidic organelles,
such as digesting autophagolysosomes. CNT and DM1 TDMs were
transfected with antagomiR-7 and agomiR-7, respectively, using a
scramble oligonucleotide as a negative control (Figure 4). Strong
green fluorescence was detected in DM1 TDMs treated with the
scramble, whereas only a few green puncta were observed in CNT
TDMs (compare Figures 4A, 4C, and 4E and Figures 4G, 4I, and
4K), indicating increased autophagy in DM1 cells. When miR-7 was
inhibited in CNT TDMs, a pronounced increase of the green fluores-
cence was detected, even at 1 nM (Figures 4A–4F). On the contrary,
the transfection of DM1 TDMs with the miR-7 mimic generated a

Figure 3. Modulation ofmiR-7 Levels in DM1Myoblasts Produces Changes

in CELF1 Expression, but Not in MBNL1

(A) Relative expression levels of CELF1 measured by qRT-PCR in CNT (green) and

DM1 (red) TDMs. Logarithmic representation on base 2 (log2) of the qRT-PCR

quantification of CELF1 (B) relative expression levels in CNT (purple) and DM1 (blue)

TDMs transfected with 1, 10, 100 nM of antagomiR-7 or agomiR-7. Results for each

concentration of agomiR (in DM1 TDMs) or antagomiR (in control TDMs) were

normalized to their corresponding scramble concentration. GAPDH expression

levels were used as reference gene in (A) and (B) (n = 3). Data were obtained ac-

cording to the 2�DDCt method. (C) Western blot of MBNL1 protein in DM1myoblasts

transfected with agomiR-7 and CNT transfected with antagomiR-7. b-ACTIN was

used as endogenous control (n = 3). (D) Quantification of foci number per cell ob-

tained from in situ hybridization of DM1 TDMs transfected with the indicated con-

centrations ofmiR-7 mimic (blue bars) or CNT TDMs treated with antimiR-7 (purple

bars). Dashed lines represent the mean of the three concentrations (1, 10, 100 nM)

fromCNT (4.398 ± 0.457; green) or DM1 (0.347 ± 0.087; red) myoblasts transfected

with scramble versions. The bar graphs show mean ± SEM. *p < 0.05, **p < 0.01,

***p < 0.001 according to Student’s t test.
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dramatic reduction of autophagy levels at all three tested concentra-
tions (Figures 4G–4L).

To reinforce these observations, we analyzed by qRT-PCR the expres-
sion of six autophagy-related genes: ATG2B, ATG3, ATG4A, ATG5,
ATG7, and VPS34. Importantly, we observed that all these genes
were overexpressed in DM1 TDMs (Figure 5A). In contrast, in
DM1 TDMs, a significant rescue of the expression levels of all the
studied genes was achieved upon agomiR-7 transfection (Figures
5B–5G, blue bars). On the contrary, blocking of miR-7 in CNT
TDMs consistently enhanced expression of all five genes, yet each re-
sponded differently to varying concentrations of antimiR-7 (Figures
5B–5G, purple bars).

Autophagy activation in DM1 TDMs and response tomiR-7 was also
assessed at the protein level. Amounts of ATG4A proteins were
dramatically lower after the transfection of DM1 TDMs with a
miR-7mimic, achieving values similar to those obtained in CNT cells
(green dotted line, Figure 6A). Consistent results were obtained when
miR-7 was blocked in CNT TDMs, as ATG4A levels showed a potent
increase of around 80%–100% compared to the same cells treated
with the scramble at the same concentration. Similar results, although
milder, were obtained after ATG7 quantification (Figure 6B). P62 is

a scaffold protein that delivers proteins committed for lysosomal
degradation to the autophagosome. Low levels of autophagic activity
lead to the accumulation of P62, as the protein is degraded by auto-
phagy itself.35,36 Our data indicate that the transfection of DM1
TDMs with agomiR-7 at 10 and 100 nM was sufficient to totally
restore P62 levels. Even at 1 nM, there was a mild but significant
rescue (Figure 6C, blue bars). On the contrary, the reduction of the
miRNA in CNT TDMs showed a trend to reduce P62 at the highest
concentration of the miR-7 inhibitor, thus confirming the activation
of the autophagy pathway. We next evaluated levels of soluble and
autophagosome-associated LC3 (LC3I and II, respectively), since
the conversion of LC3I into LC3II marks the accumulation of auto-
phagosomes in the cells37 (Figure 6D). We observed that increasing
miR-7 levels by transfection of 100 nM agomiR achieved a reduction
of autophagy in DM1 TDMs. On the contrary, by blocking the
miRNA in CNT TDMs, we observed an accumulation of LC3II at
all three concentrations of the inhibitor compared to the same cells
treated with scramble oligonucleotide. Finally, we tested the activa-
tion of AKT and AMPK by calculating the ratio of phos-
pho(Ser473)-AKT to AKT and phospho(Thr)172 AMPK to AMPK.
This is a relevant measure, as AKT and AMPK control both protein
synthesis via mTOR and protein degradation (including autophagy)
via the transcription factors of the FoxO family.38,39 We observed a

Figure 4. Restoring miR-7 Levels Rescues Hyperactivated Autophagy in DM1 Myoblasts

(A–L) Fluorescent images of LysoTracker staining (green) in human CNT (A–F) and DM1 TDMs (G–L) treated with antagomiR-7 at 1 (B), 10 (D) and 100 nM (F) or agomiR-7 at 1

(H), 10 (J) and 100 nM (L), respectively, and their corresponding scramble controls for the antagomiR-7 1 (A), 10 (C) and 100 nM (E) or for the agomiR-7 1 (G), 10 (I) and 100 nM

(K)Nuclei were counterstained with Hoechst 33342 (blue). Scale bar, 50 mm.
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spectacular increase in the levels of p-AKT/AKT at 100 nM agomiR-7
in DM1 TDM achieving levels slightly higher than those obtained for
CNT cells transfected with scramble oligonucleotide. Conversely,

CNT TDMs transfected with antagomiR-7 lowered the ratio at all
three tested concentrations, except for the 10 nM condition (Fig-
ure 6E). However, no differences in AMPK ratios were observed be-
tween CNT and DM1 TDM, nor even after miR-7 modulation
(Figure S6).

To further demonstrate the relevance of miR-7 modulation on auto-
phagy flux, we used tandem mCherry-GFP-tagged LC3 and
mCherry-GFP-tagged P62 expression vectors. The rationale behind
these constructs is that GFP signal is reduced in an acidic environ-
ment, whereas mCherry is more stable. In this way, the colocalization
of GFP and mCherry fluorescence indicates a cellular compartment
that has not fused with an acidic organelle (autophagosome), whereas
mCherry signal in the absence of GFP fluorescence corresponds to an
autophagosome vesicle that has fused with a lysosome, thus becoming
an autolysosome.37 Consistent with our previous results, when we
simultaneously transfected DM1 TDM cells with the vector express-
ing mCherry-GFP-LC3 and the scramble oligonucleotide, the signal
corresponding to mCherry was much stronger than that of GFP
compared to CNT TDMs, thus supporting an enhanced autophagic
flux in DM1 TDM (Figures 6F and 6H). Experimental manipulation
of miR-7 levels revealed a dramatically increased autophagy flux in
the CNT TDMs upon miR-7 blocking, generating a staining pattern
comparable to that of the DM1 TDMs (Figure 6G). In contrast, exper-
imental supply of miR-7 mimic to DM1 model cells increased GFP
signal over that of mCherry, indicating alleviation of the excessive au-
tophagic flux of DM1 cells (Figure 6I). As a control, the cells were
treated with chloroquine, a compound that blocks autophagy by pre-
venting the formation of autolysosomes (Figure 6J). In this case, the
expression pattern of the reporters was very similar to that observed
after the addition of agomiR-7, supporting the hypothesis that the
restoration ofmiR-7 levels is sufficient to normalize autophagic activ-
ity in DM1 TDMs. Similar results were obtained when cells were
transfected with the construct expressing mCherry-GFP-P62
(Figure S7).

Taken together, these data demonstrate thatmiR-7 plays a crucial role
in the negative regulation of the autophagic pathway, as its modula-
tion was sufficient to significantly halt (agomiR-7 in DM1 TDMs)
or activate (antagomiR-7 in CNT TDMs) the process.

miR-7Restores Expression of Genes Involved inMuscle Atrophy

Considering the impaired activation of AKT in DM1 TDMs (Fig-
ure 6E) and that AKT regulates transcription factors of the FoxO fam-
ily, which subsequently regulate expression of genes involved in pro-
tein degradation, we decided to further analyze expression levels of
several genes involved in these pathways. AKT1, AKT2, and AKT3
form the AKT family. In DM1TDMs, we found thatAKT1was down-
regulated and its levels could be set back to normal by transfection
with 100 nM agomiR-7 (Figures 7A and 7B). Consistent with these
data, silencing of AKT1 increased autophagy marker LC3II in glioma
cells.40 AKT1 transcript levels, however, remained unchanged upon
blocking ofmiR-7 activity in CNT TDMs. The FoxO family in skeletal
muscle is comprised of three paralogs: FoxO1, FoxO3, and FoxO4.

Figure 5. Impaired Expression of Autophagy-Related Genes Is Restored by

Increasing miR-7 Levels in DM1 Myoblasts

(A) Quantification of relative expression of autophagy-related genes (ATG4A, ATG7,

ATG5, ATG2B, ATG3, and VPS34) in DM1myoblasts by qRT-PCR using the 2�DDCt

method. Green dashed line indicates the relative expression levels of the genes in

CNT myoblasts. Logarithmic representation on base 2 (log2) of the qRT-PCR

quantification of (B) ATG4A, (C) ATG7, (D) ATG5, (E) ATG2B, (F) ATG3, and (G)

VPS34 in CNT (purple) and DM1 (blue) myoblasts transdifferentiated for 7 days after

transfection with the indicated concentration of antagomiR-7 (in control TDMs) or

agomiR-7 (in DM1 TDMs), respectively. Gene expression levels were normalized to

cells transfected with antagomiR or agomiR scramble at each concentration. In all

cases, GAPDH expression was used as reference gene (n = 3). Data were obtained

using the 2�DDCt method. The bar graphs showmean ± SEM. *p < 0.05, **p < 0.01,

***p < 0.001 according to Student’s t test.
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Figure 6. Positive miR-7 Modulation Is Sufficient to Restore Autophagy-Related Protein Levels Altered in DM1 Myoblasts

Western blot analysis and representative blots of (A) ATG4A, (B) ATG7, (C) P62, (D) LC3-II/LC3-I ratio, and (E) AKT-P/AKT total protein levels in DM1 TDM (blue) treated

with agomiR-7 andCNT TDM (purple) transfectedwith antagomiR-7 at the indicated concentrations. b-ACTINwas used as an endogenous control to normalize protein levels

(n = 3). Dashed lines represent themean of the three concentrations (1, 10, 100 nM) fromCNT (0.787 ± 0.065; 0.226 ± 0.041; 1.421 ± 0.043; 0.148 ± 0.013; 1.861 ± 0.140; in

A–E, respectively, green) or DM1 (2.265 ± 0.183; 0.462 ± 0.067; 0.596 ± 0.044; 0.499 ± 0.019; 0.910 ± 0.127; in A–E, respectively, red) TDMs transfected with scramble

versions of the modified oligonucleotides. Representative confocal images of fluorescent LC3 puncta. CNT TDMs were cotransfected with mCherry-GFP-LC3 plasmid and

100 nM scramble oligonucleotide or antagomiR-7 (F and G). DM1 cells were cotransfected with the reporter plasmid and 100 nM scramble or agomiR-7 oligonucleotides

(H and I). DM1 cells were also treated with 10 mM chloroquine for 16 h as a positive control of autophagy blockade(J). The merged images (yellow) show overlap of GFP-LC3

(green) and mCherry-LC3 (red). Scale bar represents 20 mm. Statistical analysis was performed comparing each concentration of agomiR-7 or antagomiR-7 with their

respective scramble at a given concentration. The bar graphs show mean ± SEM. *p < 0.05, **p < 0.01 according to Student’s t test.
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We quantified transcript levels of FoxO1 and FoxO3 and observed
that they were abnormally overexpressed in DM1 TDMs, and these
levels could be lowered upon transfection with a miR-7 mimic (Fig-
ures 7A, 7C, and 7D, blue bars). We also tested the possibility of
generating a DM1-like expression profile of FoxO1 and FoxO3 in
CNT cells upon inhibition of miR-7, and we confirmed our hypothe-
sis with different concentrations of antagomiR-7. AKT, through nega-
tive regulation of the FoxO transcription factors, downregulates the
expression of FBXO32, MuRF1 (involved in protein degradation),
and other autophagy-related genes such as LC3 or BNIP3.41 Levels
of MuRF1 and FBXO32 were quantified in DM1 TDMs and were
found higher compared to CNT myoblasts. Both genes responded
to miR-7 manipulations as expected, and while agomiR-7 promoted
lower expression, antagomiR-7 reduced it (Figures 7A, 7E, and 7F).

Skeletal muscle inflammation is one of the most common symptoms
in muscle atrophy.42 Specifically, activation of the innate immune
response, as well as increased production of pro-inflammatory cyto-
kine interleukin-1b (IL-1b) in plasma of DM1 patients were previ-
ously described.43,44 We decided to quantify the expression levels of
IL-1b in our cell model as an additional atrophy marker. IL-1b
expression in DM1 TDMs was upregulated compared to CNT,
supporting the notion of an immune response alteration in DM1.
Surprisingly, restoration of miR-7 levels in DM1 TDMs yielded a
significant downregulation of IL-1b in a dose-dependent manner.
In contrast, antagomiR-7 transfection in CNT increased the IL-1b
expression at two of the three tested concentrations, thus mimicking
a DM1-like phenotype (Figure 7G). Taken together, these results
support the ability of miR-7 to modulate several pathways that
contribute to muscle atrophy, including ubiquitin-proteasome
system.

miR-7 Modulation Affects Primary HSALR Myoblast Fusion

DM1 model mice that express 250 CTG repeat units in the context of
a human skeletal actin gene (HSALR)45,46 reproduce several symp-
toms of the disease, such as myotonia and splicing defects, but fail
to show overt muscle atrophy, according to several reports.27,28,45

To test the hypothesis that it is lack of miR-7 under-expression in
the model that prevents atrophy, we decided to modulate levels of
miR-7 by agomiR and antagomiR administration in primary myo-
blasts isolated from diaphragm and gastrocnemius muscles of control
(wild-type [WT]) and DM1 (HSALR) mice. First, we quantifiedmiR-7
levels and detected no significant differences in expression between
WT and HSALR myoblasts derived from either of the analyzed mus-
cles (Figure 8A). Of note, however, was the strong variability ofmiR-7
levels among samples. Thus, we confirmed these data in diaphragm
and gastrocnemius muscle samples from WT and HSALR mice, and
we concluded that miR-7 levels were normal in HSALR mice (Fig-
ure 8B). Then we treated WT myoblasts with antagomiR-7 and
HSALR cells with agomiR-7, both at 50 nM. Cells were also treated
with their corresponding scramble versions.miR-7 levels dramatically
increased when HSALR myoblasts were treated with agomiR-7 (Fig-
ure 8C), while blocking ofmiR-7with the antagomiR showed no effect
on expression levels of the miRNA, as could be expected considering

Figure 7. AgomiR-7 Rescues Expression Levels of Genes Involved in

Muscle Atrophy

(A) qRT-PCR analyses in 7-days DM1 TDMs of genes involved in signaling pathways

of muscle degradation (FOXO1, FOXO3,MuRF1, FBXO32, IL-1b, and AKT1). Gene

expression in DM1 TDMs was compared to the expression level of the corre-

sponding gene in CNT TDMs (green dashed line). Logarithmic representation on

base 2 (log2) of the qRT-PCR quantification of (B) AKT1, (C) FOXO1, (D) FOXO3, (E)

MuRF1, (F) FBXO32, and (G) IL-1b in CNT (purple) and DM1 (blue) TDMs treated

with three concentrations (1, 10, and 100 nM) of antagomiR-7 and agomiR-7,

respectively. Gene expression was normalized to cells transfected with antagomiR

or agomiR scrambles at the corresponding concentration. In all cases, GAPDH

expression was used as reference gene (n = 3). Data were obtained using the 2�DDCt

method. The bar graphs show mean ± SEM. *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001

according to Student’s t test.
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the fact that the antagomiR binds to the natural miRNA blocking its
activity but not necessarily promoting its degradation. The fusion in-
dex of the myoblasts was analyzed by Desmin immunostaining. We
observed that this parameter was significantly reduced in gastrocne-
mius and diaphragm (p = 0.0030 and p < 0.0001) HSALR myoblasts
compared to WT myoblasts (Figure S8). We also found that

treatment with antagomiR-7 inWTmyoblasts was sufficient to signif-
icantly reduce the fusion index in both myoblast lines (Figure S8). In
contrast, recovery of the phenotype was detected upon replenishing
miR-7 with the agomiR in HSALR cells from diaphragm and gastroc-
nemius (Figures 8D–8H). To test the possibility that it is high levels of
miR-7 in HSALR myoblasts that prevent them from stronger fusion

Figure 8. miR-7 Levels Affect the Fusion Capacity of Primary Myoblasts

Quantification by qRT-PCR of relative expression ofmiR-7 in (A) WT and HSALR myoblasts from the indicated tissues and in (B) gastrocnemius and diaphragm fromWT and

HSALRmodel mice.U1 andU6were used as endogenous controls. Data were obtained using the 2�DDCt method (n = 3). (C) Quantification by qRT-PCR of relative expression

ofmiR-7 inWT andHSALRmyoblasts isolated from the indicated tissues after treatment with antagomiR-7 (purple bars) or agomiR-7 (blue bars), respectively.U1 andU6were

used as endogenous controls. Comparisons are relative to cells treated with their corresponding scramble, indicated with the black dotted line (1.194 ± 0.663 and 1.014 ±

0.112 for HSA and WT diaphragm, respectively, and 1.053 ± 0.222 and 1.124 ± 0.366 for HSA and WT gastrocnemius, respectively). Data were obtained using the 2�DDCt

method (n = 3). (D) Analysis of the myogenic fusion index of HSALR mouse myoblasts from the indicated tissues transfected with agomiR-7, antagomiR-7, or their respective

scrambles (n = 7–10 images in each condition). Green dashed lines represent the mean fusion index fromWTmyoblasts treated with scramble versions (see Figure S8). The

statistical analysis was performed comparing values from treated cells with their respective scramble. The bar graphs show mean ± SEM. *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001

according to Student’s t test. (E–L) Representative confocal images of Desmin-immunostained (green) in HSALRmyoblasts from Diaphragm and Gastrocnemius treated with

agomiR-7 and their scramble (F and E for Diaphragm and H and G for Gastrocnemius) or antagomiR-7 and their scramble (J and I for Diaphragm and L and K for

Gastrocnemius) . Nuclei were counterstained with DAPI (blue). Scale bar, 100 mm.
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index phenotypes, we measured this parameter after treating HSALR

cells with antagomiR-7. These experiments revealed a robust reduc-
tion in the fusion index whenmiR-7 activity was inhibited by the anti-
sense oligonucleotide (Figures 8D and 8I–8L). In this case, we de-
tected around 60% reduction in the fusion index of HSALR

myoblasts treated with antagomiR-7 when compared to WT cells,
similarly to values obtained in CNT and DM1 human myoblasts.
Thus, like human myoblasts, primary mouse myoblasts respond to
miR-7 levels so that downregulation enhances differentiation defects
and replenishment in CUG-expressing cells rescues them.

DISCUSSION
Muscle atrophy is the most debilitating symptom in DM1,2 but the
triggering molecular mechanisms are poorly understood. In the pre-
sent study, we first correlated levels of miR-7 target mRNAs with
ankle dorsiflexion weakness in DM1 patients. We then used a DM1
myoblast cell model to demonstrate that miR-7 was downregulated
and the autophagic flux was impaired in these cells, which was consis-
tent with previous reports.11,13,16,20,33 Importantly, we restored the
levels of miR-7 in human DM1 myoblasts by transfection of a miR-
7 mimic and found that it was sufficient to drastically ameliorate
myoblast fusion capacity in a dose-dependent manner, to restore
normal autophagic flux, and to prevent overexpression of muscle-at-
rophy-related genes. Conversely, transfection of CNT cells with a
miRNA inhibitor (antagomiR-7) generated DM1-like molecular phe-
notypes, including lower fusion potential of myoblasts, activation of
the autophagy process, and increased expression of atrophy-related
genes. These effects were MBNL1 independent, suggesting that
miR-7 acts downstream or in parallel of MBNL1 in this pathogenic
pathway.

We analyzed the fusion index and diameter of DM1 myotubes af-
ter agomiR-7 transfection and, while we detected a mild improve-
ment in the diameter, the rescue of DM1 myoblast fusion index
was dramatic. Conversely, CNT treated with the miR-7 inhibitor
showed a significant deterioration in both parameters, which
further supports a role for miR-7 in the atrophic process. In line
with these observations, normal levels of miR-7 in HSALR cells
might explain both the mild fusion defects detected and weak
rescue of fusion index by agomiR-7. Indeed, a miR-7 blocker
strongly enhanced cell fusion defects. Our data suggest that
miR-7 is necessary and sufficient to sustain myoblast fusion, but,
while it is required for myotube growth, additional molecular de-
fects may remain in DM1 myotubes because replenishing of miR-7
levels was only capable of a mild improvement of this phenotype.
Importantly, independent evidence supports that fine-tuning of
autophagy is critical to normal muscle differentiation. Fortini
et al.47 observed that during myogenesis, a given amount of basal
autophagy is required, as a part of the metabolic reprogramming,
to achieve appropriate myotube fusion. By contrast, they demon-
strated that hyperactivated autophagy, by rapamycin induction,
markedly inhibited myoblasts fusion. Hence, in our case, we
propose that the abnormal activation of autophagy may directly
contribute to the myoblast fusion defect, and thus, dampening

the autophagy flux by agomiR-7 treatment explains the recovery
in myoblast fusion capacity.

Notably, we disfavor the possibility that miR-7 acts through MBNL1
regulation, as we did not observe any changes in MBNL1 protein
levels, nor in several MBNL1-dependent splicing events, in DM1
and CNT muscle cells after transfection with agomiR-7 and antago-
miR-7, respectively. Specifically, changes in DMD exon 78 regulation
were monitorized. The study of this splicing event was of particular
interest, as it was demonstrated to be involved in muscle atrophy
and muscle weakness in DM1.9 However, these results do not exclude
a role of MBNL1 in the atrophic process, since in DM1 model
flies, overexpression of mblC managed to rescue cross-sectional
muscle area.13 Instead, we hypothesize that miR-7 acts downstream
of MBNL1, or in parallel, in the CTG-mediated muscle disease
pathways (Figure S5).

In the skeletal muscle, the ubiquitin-proteasomal system and auto-
phagy constitute the major catabolic processes for protein break-
down. Interestingly, previous reports found a significant increase in
trypsin-like proteasome activity and Fbxo32 (Atrogin-1) expression
in the muscles of mice expressing 45 kb of mutant human DMPK,
thus indicating that the UPS may contribute to progressive muscle
wasting and weakness.14 Overactivation of the UPS was also
confirmed in the DMSXL DM1 mouse model.48 Consistently, our
data suggest that the pathological activation of the UPS and auto-
phagy play an important role in muscle wasting since we report
increased expression of MuRF1 and FBXO32 in DM1 TDMs. More-
over, transcription factor FoxO3, which is induced in atrophic skeletal
muscle when AKT-P levels are reduced, is known to control the tran-
scription of FBXO32, MuRF1, and other autophagy-related genes.38

Consequently, the upregulated expression of FoxO1 and FoxO3 in
DM1 TDMs, and reduced AKT-P, could explain the abnormal over-
expression of the atrophy-/autophagy-related genes. Importantly,
transfection with the miR-7 mimic in DM1 TDMs was enough
to rescue the expression of MuRF1, FBXO32, FoxO1, and FoxO3 to
levels close to CNT TDMs. Moreover, analyses of AMPK phosphor-
ylation status demonstrated no alteration in DM1 TDMs, and miR-7
modulation did not show any effect on AMPK levels. AMPK is
involved in the regulation of several metabolic pathways that regulate
muscle size, such as autophagy and UPS activation or inhibition of
protein synthesis via mTOR blockade.49 However, our data suggest
that this pathway remains unaltered in DM1 and that, in conse-
quence, the activation of autophagy and UPS system are AKT depen-
dent and that miR-7 exerts a specific effect on the AKT signaling
pathway. We also report the recovery of IL-1b expression by ago-
miR-7, showing a significant downregulation of the cytokine expres-
sion. These results provide more evidence for the beneficial effect of
miR-7 upregulation in DM1 atrophy and suggest a dual negative
modulation of miR-7 on both catabolic processes (UPS and auto-
phagy; Figure S5). Although we cannot rule out the possibility of a
direct inhibition of miR-7 on atrophy-related genes, as described in
the case of autophagy,21 only marginal predictions were found be-
tween miR-7 and these genes (data not shown). Considering the
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crosstalk between autophagy and UPS,38 it is possible that miR-7
directly inhibits autophagic flux and, thus, autophagy restoration
prevents UPS activation (MURF1 and FBXO32). Another possibility
is that the miR-7 effect is upstream of MuRF1 and FBXO32, since
these genes are downstream of several atrophy-related pathways.38

In conclusion, although the mechanisms by which mutant DMPK
transcripts trigger miR-7 downregulation remain unclear, by modu-
lating miR-7 levels we discovered that this miRNA plays a crucial
role in tuning the autophagy process and other atrophy-related
pathways, such as the UPS, in DM1. Consequently, we propose
that miR-7 dysregulation is the cause, at least in part, of the auto-
phagy overactivation, which is regarded as one of the most impor-
tant contributors to muscle atrophy in DM1.11,13 Furthermore, we
report the implication of miR-7 in myoblast fusion capacity both
in human-derived myoblasts and primary myoblasts from DM1
model mice. Importantly, several authors have reported that young
HSALR mice (6 months) do not reproduce muscle wasting and
degeneration.27,28,45 Our results suggest that lack of miR-7 downre-
gulation in DM1 model mice prevents muscle-wasting phenotypes
observed in human myoblasts and biopsies, in which miR-7 is
clearly under-expressed.

In this work, we demonstrate thatmiR-7 is strongly downregulated in
DM1 cells. Our results suggest that modulation ofmiR-7 levels in vivo
in murine models of the disease improves on muscle homeostasis
and serve as proof of concept in the development of a therapeutic
strategy against DM1 based on agomiR-7-mediated restoration of
miR-7 levels as therapeutic approach for DM1 atrophy treatment.
When considering miR-7 modulation as a therapeutic option, our
proposal is to re-establishmiR-7 to control levels, not to induce over-
expression of the miRNA. This is relevant because miR-7 is involved
in normal brain development.50 Additionally, several studies high-
light the importance of miR-7 expression in the developing pancreas
for normal pancreatic development and function, which may be
distinct from that in the mature pancreas.51,52 Considering the adult
nature of the disease, in a treatment based inmiR-7modulation we do
not expect to interfere with the development-related functions of
the miRNA.

MATERIALS AND METHODS
Chemically Modified Oligonucleotides

Cy3-labeled and non-labeled hsa-miR-7 agomiR (agomiR-7), antago-
miR (antagomiR-7), and their respective scramble controls were syn-
thesized by Creative Biogene (NY, USA) according to the following
sequences:

50-UGGAAGACUAGUGAUUUUGUUGU-30 (agomiR-7 sense
strand),

50-mA*mC*mGmUmGmAmCmAmCmGmUmUmCmGmGmA
mGmA*mA*mT*mT*-30-chol (agomiR-7 antisense strand),

50-UUCUCCGAACGUGUCACGUTT-30 (scramble agomiR-7
control, sense strand),

50-mA*mC*mGmUmGmAmCmAmCmGmUmUmCmGmGmA
mGmA*mA*mT*mT*-30-chol (scramble agomiR-7 control, anti-
sense strand),

50-mU*mG*mGmAmAmGmAmCmUmAmGmUmGmAmUmU
mUmUmGmU*mU*mG*mU*-30 (antagomiR-7), and

50-mC*mA*mGmUmAmCmUmUmUmUmGmUmGmU-
mA*mC*mA*mA*-30-chol (scramble antagomiR-7 control),

where m denotes 20-O-methyl-modified phosphoramidites, * denotes
phosphorothioate linkages, and “chol” denotes cholesterol groups.
Cy3-labeled oligonucleotides were used to visualize the distribution
of the compounds in cells.

Transgenic Mice

Homozygous transgenic HSALR (line 20 b) mice were provided by
Prof. C. Thornton45 (University of Rochester Medical Center, Ro-
chester, NY, USA) and mice with the same genetic background
(Friend Virus B; FVB) were used as controls and obtained from
The Jackson Laboratory. Gastrocnemius and diaphragm muscles
were isolated from control mice (FVB) and DM1 model mice
(HSALR) expressing 250 CUG repeats. Tissues were divided in two
parts. One part was snap-frozen for RNA extraction, and the other
part was used to isolate mouse primary myoblasts, as described
previously.45

Cell Culture and Transfection Conditions

A cell model of the disease26consisted of normal (CNT) and DM1
(1300 CTG repeats) immortalized (hTERT) skin fibroblasts condi-
tionally expressing MyoD. Fibroblasts were grown in DMEM with
4.5 g/L of glucose, 1% of penicillin and streptomycin (P/S), and
10% fetal bovine serum (FBS) (Gibco-BRL, Grand Island, NY,
USA) Fibroblasts were transdifferentiated into myoblasts by inducing
the expression of MyoD.20 Cells were plated in muscle differentiation
medium (MDM) made of DMEM 4.5 g/L glucose with 1% P/S,
2% horse serum, 1% apo-transferrin (10 mg/mL), 0.1% insulin
(10 mg/mL), and 0.02% doxycycline (10 mg/mL). In all cases, the cells
were grown at 37�C in a humidified atmosphere containing 5% CO2.

Fibroblasts were transfected with agomiR-7 and antagomiR-7 using
X-tremeGENE HP (Roche Life Sciences; Indianapolis, IN, USA) to
final concentrations ranging from 1 to 100 nM. After 4 h, transfection
reagent was replaced by MDM. Fibroblasts were in MDM for 7 days,
and the medium was replaced thrice.

Myoblasts from gastrocnemius, quadriceps, and diaphragm of FVB
control mice and DM1 model mice, HSALR, expressing 250 CUG re-
peats, were isolated as previously described.53 Myoblasts were grown
F-10/DMEM medium containing 50% Ham’s F-10 medium (Gibco)
and 50% DMEM (4.5% glucose and L-glutamine, Gibco), 1% P/S
(Gibco), and 20% FBS (Gibco). Just before use, basic fibroblast growth
factor was added to the medium (10 ng/mL, Peprotech). Myoblast
differentiation to myotubes was induced by replacing F-10/DMEM
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medium by other containing DMEM, 5% horse serum (Gibco), and
1% P/S. Myoblasts were transfected with modified oligonucleotides
using Lipofectamine RNAiMAX transfection reagent (Invitrogen)
following the manufacturer’s recommendations. Oligonucleotides
were at a final concentration of 50 nM. Myoblasts were differentiated
for 5 days.

Immunofluorescence Staining and Fusion Index Determination

Fibroblasts were seeded in 24-well plates with 2.5 � 104 cells/well.
After transfection of agomiR-7 or antagomiR-7, cells were fixed
with 4% paraformaldehyde (PFA) for 15 min at room temperature
followed by three washes in PBS 1�. Cells were then permeabilized
with PBS-T (0.3% X-Triton in PBS), blocked (PBS-T, 0.5% BSA,
1% donkey serum) for 30 min at RT, and incubated with mouse
anti-Desmin (1:50, Abcam; Cambridge, MA, USA) overnight
at 4�C. After three washes with PBS-T, cells were incubated for
1 h with biotin-conjugated anti-mouse-immunoglobulin G (IgG)
(1:200, Sigma-Aldrich). Signal was amplified with an Elite ABC kit
(VECTASTAIN Vector Laboratories; Burlingame, CA, USA) for
30 min at RT, followed by PBS-T washes and incubation with strep-
tavidin-fluorescein isothiocyanate (FITC) (1:200, Vector) for 45 min.
Samples were counterstain mounted with VECTASHIELD mounting
medium containing DAPI (Vector Laboratories) to detect the nuclei.
Images were taken in a confocal microscope (FV1000, Olympus Life
Science Europe; Hamburg, Germany) using a 200� magnification.
In the case of chloroquine and metformin, fibroblasts were transdif-
ferentiated for 7 days. The last 48 h, cells were treated with 10 mM
chloroquine or 30 mM Metformin (Sigma-Aldrich).

The fusion index was defined as the percentage of nuclei within my-
otubes (>2 myonuclei) regarding the total number of nuclei in each
condition. The average number of total nuclei per myotube was deter-
mined by counting over 250 nuclei from randomly chosen Desmin-
positive cells (5–7 micrographs). Myotube diameters were measured
at five points along the entire tube. A total of 50 myotubes were exam-
ined for each experimental condition. Three independent transfection
experiments were carried out. Quantification was performed using
ImageJ software (NIH).

Foci Detection

Fibroblasts were seeded into 96-well plates (1.0 � 104 cells per well).
After agomiR-7 or antagomiR-7 treatment, cells were fixed in 4% PFA
for 10 min at room temperature followed by washes in 1� PBS. Fixed
cells were incubated in pre-hybridization buffer (2� saline sodium
citrate [SSC], 30% deionized formamide) for 10 min at room temper-
ature and hybridized with Cy3-(CAG)7-Cy3-labeled probe diluted
1:500 in hybridization buffer (40% formamide, 2� SSC, 0.2% BSA,
10% dextran sulfate, 2 mM ribonucleoside-vanadyl complex, 10%
tRNA [10 mg/mL], and 10% herring sperm) for 2 h at 37�C. After hy-
bridization, cells were washed twice with pre-hybridization buffer for
15 min at 45�C, twice with 0.5� SSC for 5 min at 37�C, and once with
1� PBS for 15 min at room temperature. Cells were then incubated
with Hoechst 33342 (5 mg/mL) diluted 1:2,000 in 1� PBS for
20 min at room temperature and mounted with 20% Mowiol. Images

were taken and analyzed using an IN cell analyzer 2200 imaging
system.

LysoTracker Staining

2.5 � 104 cells were seeded in a 24-well plate. After treatment with
oligonucleotides, cells were incubated for 30 min at 37�C with
100 nM LysoTracker Green DND-26 (Invitrogen, Life Technologies,
Grand Island, NY) and 5 mg/mL Hoechst 33342 (Sigma-Aldrich).
Then, cells were washed twice with warmed 1� PBS and mounted
using fluorescence-mounting medium (Dako; Glostrup, Denmark).
Images were immediately taken on a DM4000 Leica fluorescence
microscope (Leica; Wetzlar, Germany) at 400� magnification.

Toxicity Assay

CNT cells were aliquoted in 96-well plates with 1.0 � 105 cells per
well. After 24 h, cells were transfected with different agomiR-7 and
antagomiR-7 concentrations (from 1 nM to 1 mM) and were transdif-
ferentiated into myoblasts for 7 days. To measure cell viability, 20 ml
of MTS/PMS ([3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxy-
phenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium, inner salt and phenazine
methosulfate respectively) was added to each well, that contains 100
ml of medium, and was incubated for 2 h at 37�C in a humidified
chamber with 5% CO2. The conversion of MTS into soluble formazan
(accomplished by dehydrogenase enzymes from metabolically active
cells) was measured by absorbance at 490 nm (CellTiter 96 aqueous
non-radioactive cell proliferation assay, Promega; Madison, WI,
USA). Absorbance was measured using an Infinite 200 PRO plate
reader (Tecan Life Sciences; Männedorf, Switzerland). Data were
transformed to percentage of survival relative to cells not exposed
to oligonucleotides, which was considered 100% viability.

RNA Extraction, Semiquantitative PCR, and Real-Time PCR

For each biological replicate, total RNA from 1 � 106 cells was ex-
tracted using the miRNeasy mini kit (QIAGEN; Hilden, Germany)
according to the manufacturer’s instructions. One microgram of
RNA was digested with DNase I (Invitrogen) and reverse-transcribed
with SuperScript II (Invitrogen) using random hexanucleotides. To
analyze alternative splicing events, 20 ng of cDNA was used in a stan-
dard PCR reaction with GoTaq polymerase (Promega). Specific
primers were used to analyze the alternative splicing of SPTAN1,
BIN1, ATP2A1, INSR, DMD, cTNT, and DLG1 in CNT and DM1
muscle cells (Table S2). qRT-PCR was performed using 2 ng of
cDNA template with 5� HOT FIREPol EvaGreen qPCR mix
plus (ROX) (Solis BioDyne) and QuantiFast probe PCR kit reagent
(QIAGEN; Vedbaek, Denmark) and specific primers and probes
(Table S3). In all cases, GAPDH was detected as endogenous control
using 0.2 ng of cDNA. miRNA expression in cells was quantified
using specific miRCURY locked nucleic acid miRNA PCR primers
(Exiqon) according to the manufacturer’s instructions. Relative
gene expression was normalized to U1 or U6 small nuclear RNA
(snRNA). qRT-PCRs were carried out in a Step One Plus real-time
PCR system (Applied Biosystems; Foster City CA, USA). Three bio-
logical replicates and three technical replicates per biological sample
were performed. Relative expression to endogenous gene and the
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control group were obtained by the 2�DDCt method. Pairs of samples
were compared using a two-tailed Student’s t test (a < 0.05), applying
Welch’s correction when necessary.

Western Blotting

For total protein extraction, 1� 106 cells were sonicated in radioim-
munoprecipitation assay (RIPA) buffer (150 mM NaCl, 1.0% IGE-
PAL (octylphenoxypolyethoxyethanol), 0.5% sodium deoxycholate,
0.1% SDS, 50 mMTris-HCl [pH 8.0]) plus protease and phosphatase
inhibitor cocktails (Roche Applied Science). Total protein concen-
tration was measured at 562 nm using a BCA protein assay kit
(Thermo Scientific Pierce, Grand Island, NY, USA) and BSA as pro-
tein standard. 20 mg of protein were denatured for 5 min at 100�C,
electrophoresed on 12% SDS-PAGE gels, and transferred onto
0.45 mm nitrocellulose membranes (GE Healthcare). Membranes
were blocked with 5% non-fat dried milk in PBS-T (0.05% Tween
20 [pH 7.4]) for 1 h, then incubated overnight at 4�C in 5% blocking
solution with primary antibodies at the appropriate dilution. Pri-
mary antibodies used for blotting were rabbit anti-ATG4A
(1:1,000, Cell Signaling Technology), mouse anti-SQSTM1
(1:1,000, Abcam), rabbit anti-LC3B (1:3,000, Abcam), rabbit anti-
AKT (1:1000, Cell Signaling Technology; Danvers, MA, USA),
mouse anti-MBNL1 (1:200, clone MB1a, TheWolfson Centre for In-
herited Neuromuscular Disease, UK), rabbit anti-AMPKa (1:1,000,
Cell Signaling Technology), rabbit anti-phospho-Akt (Ser473)
(1:1,000, Cell Signaling Technology), rabbit anti-ATG7 (1:1,000,
Cell Signaling Technology), and rabbit anti-phospho-AMPKa
(Thr172) (1:1,000, Cell Signaling Technology) membranes were
blocked and incubated with the primary and secondary antibodies
with BSA 5% in PBS-T. Goat horseradish peroxidase (HRP)-conju-
gated anti-mouse-IgG (1:5,000, Sigma-Aldrich) and goat HRP-con-
jugated anti-rabbit-IgG (1:5,000, Sigma-Aldrich) were used as sec-
ondary antibodies and were incubated for 1 h RT. Loading control
was detected with a primary mouse anti-b-Actin antibody (1 h,
1:5,000, Sigma-Aldrich) followed by HRP-conjugated anti-mouse-
IgG antibody (1 h, 1:5,000, Sigma-Aldrich). Immunoreactive bands
were detected using enhanced chemiluminescence (ECL) western
blotting substrate (Pierce), and images were taken in an ImageQuant
LAS 4000 (GE Healthcare, Pittsburgh, PA, USA). Quantification was
performed using ImageJ software (NIH).

Tandem mCherry-EGFP Reporter Fluorescence Assay

3.5 � 104 immortalized fibroblasts per well were seeded in 24-well
plates. The next day, cells were transfected with 100 nM of the ago-
miR-7 (DM1) or antagomiR-7 (CNT) and their respective scramble
using Lipofectamine RNAiMAX transfection reagent (Invitrogen)
following the manufacturer’s recommendations. After 24 h, modified
oligonucleotides in MDM were removed and replaced with fresh
MDM. At day 2 of differentiation, myoblasts were transiently trans-
fected with 1 mg of pDest-mCherry-eGFP-LC3B or pDest-
mCherry-eGFP-P62 (kindly provided by Prof. Fuentes, University
of Extremadura, Spain) using X-tremeGENE HP DNA transfection
reagent (Roche Life Science) following the manufacturer’s recom-
mendations in Opti-MEM (Gibco) for 6 h. Then, medium was re-

placed withMDM. 72 h post-transfections, 5-day-differentiated myo-
blasts were visualized in vivo using LSM800 confocal microscope
(Zeiss, Jena, Germany) at 400� magnification. In the case of chloro-
quine control, myoblasts were incubated with chloroquine 10 mM
(chloroquine diphosphate salt solid, R 98%, C6628 Sigma Aldrich)
16 h before visualizing the cells.
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Supplemental Figures 

Fig. S1 Uptake of modified oligonucleotides by myoblasts Fluorescence images of CNT 

myoblasts transfected with Cy3-labelled agomiR-7 (B’-D’) and antagomiR-7 (E’-G’) versions 

(red) at the indicated concentrations. Untransfected cells (mock) (A) were used as controls. 

Bright-field images (A, B-D and E-G) were taken to confirm that the red fluorescent came from 

cells. Scale bar=200 µm. In all cases myoblasts were transdifferentiated for 7 days. 



 

Fig. S2 DM1 cells show impaired diameter and fusion capacity. (A,B) Representative 

confocal images of control (CNT) and disease model (DM1) TDM stained with anti-Desmin 

antibody (green) (upper panels) in the absence of any oligonucleotide treatment used to 

quantify the diameter and the fusion index (C,D; n=5-7 images in each condition). Nuclei were 

counterstained with DAPI (blue). Scale bar, 50 μm. The bar graphs show mean±S.E.M. *** 

p<0.001 according to Student’s t-test. 

 

 

 

Fig. S3 Autophagy levels affect fusion capacity of DM1 cells. (A-C) Representative confocal 

images of DM1 TDM untreated (A) or treated with chloroquine (B) or metformin (C). Cells were 

stained with anti-Desmin antibody and images were used to quantify the fusion index (D; n=5-7 

images in each condition). Nuclei were counterstained with DAPI (blue). Scale bar, 20 μm. The 

bar graphs show mean±S.E.M. ** p<0.01 according to Student’s t-test. 

 

 



  

Fig. S4 MBNL levels are independent of miR-7 modulation (A) Western blot analysis of 

MBNL1 total protein levels in DM1 TDM (blue) treated with agomiR-7 and CNT TDM (purple) 

transfected with antagomiR-7 at the indicated concentrations. β-ACTIN was used as an 

endogenous control to normalize protein levels (n=3). Dashed lines represent the mean of the 

three concentrations (1, 10, 100 nM) from CNT (1.359±0.040; green) or DM1 (1.225±0.0646; 

red) TDMs transfected with scramble versions of the modified oligonucleotides (B) 

Semiquantitative RT-PCR analyses of splicing events dependent on MBNL proteins and altered 

in DM1 cells (ATP2A1 (exon 22), BIN1 (exon 11), cTNT (exon 5), DMD (exon 78), INSR (exon 

11) and SPTAN-1 (exon 23)). GAPDH was used as internal control (n=3). 

 

 

 

Fig. S5. Hypothetical model for miR-7 contribution to skeletal muscle atrophy in DM1.  

miR-7 might be involved in muscle atrophy through a series of simultaneous and 

complementary missregulation of autophagy genes and other atrophy-related pathways. (A) In 

DM1, mutant DMPK transcripts (CUG) sequester MBNL1 and trigger miR-7 down-regulation 

through an unknown mechanism. miR-7 regulates autophagy, so its down-regulation enhance 

autophagy-related gene expression and therefore autophagy flux. In addition, miR-7 could 



regulate other genes implicated in different muscle atrophy-related pathways that finally activate 

the expression of Ubiquitin-proteasome system (UPS) genes like MuRF1 and FBXO32. 

Collectively, these miR-7-regulated processes result in increased protein degradation ultimately 

leading to muscle atrophy. (B) The administration of agomiR-7 replenishes miR-7 levels which 

restores basal autophagy flux and UPS activity resulting in decreased abnormal protein 

degradation that could subsequently rescue, at least in part, muscle atrophy. 

 

 

Fig. S6. AMPK ratio remains unchanged upon miR-7 modulation. Western blot analysis and 

representative gels of AMPK-P/AMPK total protein levels in DM1 TDM (blue) treated with 

agomiR-7 and CNT TDM (purple) transfected with antagomiR-7 at the indicated concentrations. 

β-ACTIN was used as an endogenous control to normalize protein levels (n=3). Dashed lines 

represent the mean of the three concentrations (1, 10, 100 nM) from CNT (0.5272±0.1316, 

green) or DM1 (0.7906±0.1316, red) TDMs transfected with scramble versions of the modified 

oligonucleotides. Statistical analysis was performed comparing AMPK-P/AMPK ratio from each 

concentration of agomiR-7 or antagomiR-7 with their respective scramble at a given 

concentration. None of the differences was statistically significant according to Student’s t-test. 

The bar graphs show mean±S.E.M.  

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. S7 Representative confocal images of fluorescent p62 puncta. CNT TDM were 

cotransfected with mCherry-GFP-p62 plasmid and 100 nM scramble oligonucleotide or 

antagomiR-7 (A-B). DM1 cells were cotransfected with the reporter plasmid and 100 nM 

scramble or agomiR-7 oligonucleotides (C-D). DM1 cells were also treated with 10 nM 

chloroquine for 16 h as a positive control of autophagy blockade. (I). The merged images 

(yellow) show overlap of GFP-p62 (green) and mCherry-p62 (red). Scale bar represents 20 µm. 

  



 

.  

Fig. S8 Reduction of miR-7 levels impairs fusion index in WT myoblasts. (A) Analysis of 

the myogenic fusion index of WT mice myoblasts from the indicated tissues transfected with 

scramble oligonucleotide or antagomiR-7 (n=7-10 images in each condition). The statistical 

analysis was performed comparing values from treated cells with their respective scramble. The 

bar graphs show mean±S.E.M. * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001 according to Student’s t-test. 

(B-E) Representative confocal images of Desmin-immunostained (green) WT myoblasts from 

the indicated tissues. Nuclei were counterstained with DAPI (blue). Scale bar = 100 µm. 

 

 

 

 



Supplemental Tables 

Table S1 Predicted targets of miR-7 and their expression in DM1 patient biopsies 

according to DM-seq database 

Gene P-value Strength 

correl. 

ATG4A 0.16275 0.225 

FOS 0.64114 0.076 

CTSB 0.67674 0.068 

MSH3 0.10518 -0.260 

VCL 0.04139 -0.324 

SRSF1 0.03077 -0.342 

PTK2 0.02250 -0.36 

XRCC2 0.00934 -0.406 

ATG7 0.00896 -0.408 

PIK3R3 0.00759 -0.416 

ILF3 0.00089 -0.505 

EGFR 0.00030 -0.542 

ILF2 .00003 -0.612 

TET2 <0.00001 -0.648 

XIAP < 0.00001 -0.703 

 
Table S2. RT-PCR primers for MBNL1 and MBNL2 RNA targets 
 

Gene Exon Forward primer sequence (5→3´) Reverse primer sequence (5→3´) 

ATP2A 22 GATGATCTTCAAGCTCCGGGC CAGCTCTGCCTGAAGATGTG 

BIN1 11 CTCAACCAGAACCTCAATGATGTG CTGAGATGGGGACTTGGGGAG 

cTNT 5 ATAGAAGAGGTGGTGGAAGAGTAC GTCTCAGCCTCTGCTTCAGCATC 

DLG1 19 AGCCCGATTAAAAAACAGTGA CGTATTCTTCTTCGACCACGGT 

GAPDH - CATCTTCCAGGAGCGAGATC GTTCACACCCATGACGAACAT 

INSR 11 TGCTGCTCCTGTCCAAAGAC GAAGTGTTGGGGAAAGCTG 

SPTAN1  23 GATTGGTGGAAAGTGGAAGTGAA TGATCCATTGCTGTAGTTCATTC 



DMD 78 GTGAGGAAGATCTTCTCAGTCC CTCCATCGCTCTGCCCAAATC 

 

 
Table S3 Sequence of the primers used to quantify the relative expression of the 

indicated genes by RT-qPCR 

 Gene Forward primer sequence (5→3´) Reverse primer sequence (5→3´) 

AKT1 TGGACTACCTGCACTCGGAGAA GTGCCGCAAAAGGTCTTCATG 

ATG2B CTTCAGATGGAGTTGGAGGAGAC AGTGGCTCCTTTCAGTCCTACG 

ATG3 ACTGATGCTGGCGGTGAAGATG GTGCTCAACTGTTAAAGGCTGCC 

ATG4A CAAGCCAGAAGTGACAACCA TTATGGTGCCAGATGGAAGA 

ATG5 GCAGATGGACAGTTGCACACAC GAGGTGTTTCCAACATTGGCTCA 

ATG7 CGTTGCCCACAGCATCATCTTC CACTGAGGTTCACCATCCTTGG 

DMPK AGCCTGAGCCGGGAGATG GCGTAGTTGACTGGCGAAGTT 

FBXO32 CACTGGTCCAAAGAGTCGGCAA GCACAAAGGCAGGTCAGTGAAG 

FOXO1 CTACGAGTGGATGGTCAAGAGC CCAGTTCCTTCATTCTGCACACG 

FOXO3 TCTACGAGTGGATGGTGCGTTG CTCTTGCCAGTTCCCTCATTCTG 

GAPDH CAACGGATTTGGTCGTATTGG TGATGGCAACAATATCCACTTTACC 

Il-1B CCACAGACCTTCCAGGAGAATG GTGCAGTTCAGTGATCGTACAGG 

MuRF1 AAGCCAGTGGTCATCTTGCCGT CTCCAGACATGGACACTGAGCT 

VPS34 GCGTTCTTTGCTGGCTGCACAA CTCCAAGCAATGCCTGTAGTCTC 
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Musashi-2 contributes to myotonic dystrophy
muscle dysfunction by promoting excessive
autophagy through miR-7 biogenesis repression
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Skeletal muscle symptoms strongly contribute to mortality of
myotonic dystrophy type 1 (DM1) patients. DM1 is a neuro-
muscular genetic disease caused by CTG repeat expansions
that, upon transcription, sequester the Muscleblind-like family
of proteins and dysregulate alternative splicing of hundreds of
genes. However, mis-splicing does not satisfactorily explain
muscle atrophy and wasting, and several other contributing
factors have been suggested, including hyperactivated auto-
phagy leading to excessive catabolism. MicroRNA (miR)-7
has been demonstrated to be necessary and sufficient to repress
the autophagy pathway in cell models of the disease, but the
origin of its low levels in DM1 was unknown. We have found
that the RNA-binding protein Musashi-2 (MSI2) is upregu-
lated in patient-derived myoblasts and biopsy samples. Because
it has been previously reported that MSI2 controls miR-7
biogenesis, we tested the hypothesis that excessive MSI2 was re-
pressing miR-7 maturation. Using gene-silencing strategies
(small interfering RNAs [siRNAs] and gapmers) and the small
molecule MSI2-inhibitor Ro 08-2750, we demonstrate that
reducing MSI2 levels or activity boosts miR-7 expression, re-
presses excessive autophagy, and downregulates atrophy-
related genes of the UPS system. We also detect a significant
upregulation of MBNL1 upon MSI2 silencing. Taken together,
we propose MSI2 as a new therapeutic target to treat muscle
dysfunction in DM1.

INTRODUCTION
Myotonic dystrophy type 1 (DM1) is a severe and chronically debil-
itating disease caused by an expansion of the CTG trinucleotide
repeat in the 30 untranslated region (30 UTR) of the DM1 protein
kinase (DMPK) gene. DM1 is autosomal dominant and can affect
newborns to elderly people. Adult-onset patients may become phys-
ically disabled andmay have a shortened lifespan. Most symptoms are
neuromuscular, including muscle weakness (myopathy), muscle stiff-
ness and trouble relaxingmuscles (myotonia), and progressive muscle
wasting (atrophy), but DM1 is characteristically multisystemic and
also affects the heart, the brain, and the smooth musculature. Pneu-

monia and respiratory distress due to muscle weakness and atrophy
and heart failure are the most frequent causes of death.1

MutantDMPK transcripts in skeletalmuscle, heart, andbrain tissue get
retained in the cell nucleus into microscopically visible ribonuclear
foci.2 CUG trinucleotide expansions fold into stable, double-stranded
stem-loops that sequester the splicing factors Muscleblind-like
(MBNL).3 CUGBPElav-like familymember 1 (CELF1) regulates alter-
native splicing antagonistically to MBNL1. In contrast to MBNL1,
CELF1 is not sequestered into ribonuclear foci but is hyper-activated
and stabilized in the cell nucleus.4 Like CELF1, the RNA-binding pro-
tein heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A1 (HNRNPA1) is up-
regulated in DM1 and antagonizes MBNL activity inducing fetal
splicing shifts.5 In the context of splicing alterations due to MBNL1/
CELF1/hnRNPA1 imbalance, the post-transcriptional control of mus-
cle genes compromises the correct skeletal muscle differentiation and
function. One example is the mis-splicing of dystrophin (DMD),
induced byMBNL1, that affects muscle architecture and fiber mainte-
nance contributing to the dystrophic process characteristic of DM1
skeletal muscles.6 Additionally, the re-expression of the embryonic
M2 isoform of pyruvate kinase (PKM2) in DM1 alters glucose meta-
bolism homeostasis leading to defects in energymetabolism associated
with muscle dysfunction.7

Muscle wasting is a critical symptom in DM1 patients, and multiple
contributing factors have been proposed to explain muscle loss.8

Several studies support a relevant role for hyperactivated autophagy.
In a Drosophila DM1 model and DM1 myotubes, the autophagic flux
is overactivated, and genetic or chemical blockade of this pathway, by
mechanistic target of rapamycin kinase (mTOR) upregulation or
chloroquine treatment, an autophagy blocker, improves muscle
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function and molecular markers of muscle atrophy.9,10 In the same
Drosophila model, overexpression of Muscleblind is sufficient to
recover muscle area and expression of autophagy-related genes.9

Muscle wasting and histological defects are also found in an inducible
mouse model that expresses 960 CUG repeats, in which proteins
involved in the autophagic pathway are upregulated, thus suggesting
an imbalance between anabolic and catabolic pathways that normally
regulate muscle mass.11 In the widely used human skeletal actin long
repeats (HSALR) mouse model, expressing 250 CUG repeats in the
skeletal musculature, treatment with chloroquine also rescues muscle
dysfunction defects, possibly through increased levels of MBNL1 and
MBNL2.10 Importantly, primary myoblasts derived from DM1 pa-
tients show normal myogenesis but impaired apoptosis and
autophagy.12

Other studies have shown that some microRNAs (miRNAs) are mis-
expressed in skeletal muscle, heart, and blood samples from DM1 pa-
tients and DM1 muscle cells and mouse models.13–17 Specifically,
miRNA (miR)-7 levels are reduced in human skeletal muscle biopsies
and DM1 muscle cells. Through complementary miR-7 modulation
strategies, it was demonstrated that downregulation of miR-7 in con-
trolmyotubes originates DM1-like phenotypes, whereas restoration of
normal miRNA levels in DM1 cells downregulates excessive auto-
phagy and ubiquitin proteasome system (UPS). Thus,miR-7 is neces-
sary and sufficient to inhibit major catabolic processes contributing to
muscle wasting, placing miR-7 as a new target to treat DM1.13,17

Furthermore, independent studies place miR-7 as a critical inhibitor
of the autophagy pathway through upregulation of the mTOR
signaling and direct translational repression of critical autophagy
genes, namely ATG7, ULK2, and ATG4A.18 miR-7 biogenesis is regu-
lated by Musashi homolog 2 (MSI2) and Hu antigen R (HuR). MSI2
binds through HuR to the conserved terminal loop of pri-mir-7-1, re-
sulting in the stabilization of the immaturemiRNA reducing the levels
of themature form.19 Inmammals, the two familymembersMSI1 and
MSI2 are highly expressed in stem cells but almost absent from differ-
entiated tissues.20 Moreover, it was suggested in mouse models that
Msi proteins are splicing regulators, as numerous alternative exons
were altered after Msi1 or -2 knockout or overexpression.21 However,
as Msi was mainly located in the cytoplasm, effects in pre-mRNA
splicing might be indirect. Here, we report that MSI2 is upregulated
inDM1,which explains the reduced levels ofmiR-7 in disease samples,
and propose MSI2 as a new contributing factor to explain the muscle
atrophy of the disease.

RESULTS
MSI2 overexpression correlates with decreased levels of miR-7

in DM1

We previously reported that miR-7 is reduced in DM1 and that its
normalization rescuesmusclewasting phenotypes.17However, the rea-
sons leading to its reduction remained unknown. To shed light on this
problem, we first measured miR-7 levels in deltoid muscle biopsies
from 17 healthy controls (37 years ± 3; median ± SEM) and 16 DM1
donors (45 years ± 3), in six primary myoblast lines obtained from
the above biopsies (3 control and 3 DM1), and DM1 fibroblasts ex-

pressing 1,300 CTG repeats22 transdifferentiated into multinucleated
myotubes (TDMs) for 7 days (Figure 1A). In all cases, we confirmed
significantly lower levels of miR-7 in DM1 samples. Considering pre-
vious work demonstrating that the RNA-binding proteinMSI2 blocks
miR-7 biogenesis,19 we hypothesized that MSI2 could be upregulated
in DM1 cells (Figures 1B�1E). Indeed, we found an excess of MSI2
in muscle biopsies and TDMs (near 60 times at the protein level
compared to control TDMs) but not in primary myoblasts. Further-
more, we immunodetected MSI2 in healthy control and DM1
TDMs, where we confirmed the increased expression in DM1 muscle
cells and found thatMSI2 localization was predominantly cytoplasmic
(Figures 1C and 1D). Consistent with our hypothesis that increased
MSI2 inDM1might contribute to low levels of maturemiR-7, the rela-
tive expressions of miR-7 and MSI2 protein correlated negatively and
significantly in biopsies (r = �0.54, p = 0.045) (Figure 1F). To further
validateMSI2 overexpression in DM1 and that this alterationwas rele-
vant in the disease, we resorted to publicly available RNA sequencing
(RNA-seq) and ankle dorsiflexion strength data from 40 patients and
ten controls.23 Importantly, MSI2 was significantly overexpressed
(over 35%) in DM1 compared to controls, in full agreement with re-
sults obtained in our muscle sample cohort (Figure 1G). The analysis
also supported that MSI2 levels negatively correlated with ankle dorsi-
flexion strength (Figure 1H; r = �0.48, p = 0.0017).

Silencing of MSI2 rescues cell parameters related to muscle

disease in TDMs

To confirm that excessive MSI2 was involved in muscle-wasting mech-
anisms, we targeted MSI2 transcripts by small interfering RNAs
(siRNAs) and gapmers, triggering RNAi and RNase-H degradation,
respectively. We tested a combination of two siRNAs and a control
with a random sequence for 48 h in DM1 TDMs. MSI2 levels were
quantified finding a reduction of transcripts of almost 70% compared
to the same cells treated with the control (Figure 2A). Importantly,
this reduction had functional consequences in the cell since the direct
targetmiR-7 increased (more than three times). Additionally, we quan-
tified TGFBR1 levels, as it was demonstrated to be directly regulated by
MSI224 and also P21, which, in contrast to TGFBR1, is inhibited by
MSI2.25 TGFBR1 levels dropped (near 40%), and P21 levels, however,
did not significantly change (Figure 2B). MSI2 silencing was also as-
sessed at the level of the strong myotubes fusion phenotype described
for TDMs, which we previously showed thatmiR-7 overexpression was
sufficient to improve.17 After 7 days of differentiation, TDMs treated
with siRNAs were immunodetected for Desmin, a class-III intermedi-
ate filament protein widely used as a marker of myogenic cells (Figures
2C and 2D). The reduction inMSI2 levels was sufficient to improve the
fusion capacity of the cells to more than 70% compared to a mere 40%
in the same cells treated with the scrambled siRNA (Figure 2E). Myo-
tube diameter trended higher than controls upon MSI2 silencing but
did not reach statistical significance (Figure 2F).

As alternatives to siRNAs, we designed three antisense oligonucleo-
tides (ASOs) with RNase-H triggering activity (also known as
gapmers) against different exons within the MSI2 transcript isoform
1 and a scrambled control oligonucleotide with the same chemistry.
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Initially, we assayed their toxicity profile in control TDMs and
observed low toxicity, as at near 1,000 nM, the cell viability was still
higher than 50%. Two different concentrations were used in subse-
quent experiments: 30 nM, at which around 90% of cells were viable,
and 150 nM, at which between 70% and 80% of the cells were viable
when transfected with any of the three ASOs (Figure 3A). To confirm
the activity of the ASOs, we measuredMSI2 relative expression upon
transfection in DM1 TDMs.We observed a significant reduction with
ASO1 and -3, but ASO1 was better at both tested concentrations.
Similar results were observed quantifyingMSI2 protein levels (Figures
3B and 3C). The scrambled sequence ASO did not significantly reduce
MSI2 transcripts at 150 nM in transfected control TDMs (Figure S1).
Overall, the level of silencing achieved with ASOs was higher than that
obtained with siRNAs and, as expected, led to significant changes in
directMSI2 targets.miR-7was derepressed in ASO-treated DM1 cells,
except for ASO2, which did not significantly alter miR-7 levels

compared to scrambled ASO (Figure 3D). Given the lack of activity
onMSI2 transcripts and themiR-7 target, ASO2was discarded as a po-
tential molecule to silence the gene. The effect of reduced MSI2 levels
on P21 and TGFBR1 targets was also studied (Figure 3E). P21 was
strongly derepressed in muscle cells treated with ASO3 at the lowest
concentration, whereas TGFBR1 behaved the opposite at 150 nM of
ASO1.After 7 days of differentiation, TDMswere stainedwith an anti-
body against Desmin. Quantification of fusion capacity and myotube
diameter showed that reducing MSI2 levels in DM1 TDMs restored
the fusion index dramatically, in a dose-dependent manner in the
case of ASO3, and the size of the myotubes (Figures 3F�3J).

Reduction of MSI2 inhibits hyperactivated autophagy and

muscle atrophy-related genes in DM1 TDMs

Given the involvement ofMSI2 inmiR-7 biogenesis,19 we investigated
the expression of critical autophagy pathway genes in DM1 and

Figure 1. MSI2 is upregulated in DM1 samples

Quantification by qRT-PCR of the relative expression of (A)miR-7 and (B)MSI2 in human biopsies (gray; n = 17 controls; n = 16 DM1), cultured primarymyoblasts (blue; n = 3),

and transdifferentiated myoblasts (TDMs; orange; n = 1). miR-7 quantification is relative to endogenous U1 and U6 levels, and MSI2 is referenced to GADPH and GPI

expression. Sample sizes indicate biological replicates. At least three independent experiments were carried out for primary myoblasts and TDMs, and three technical

replicates were performed from each biological sample in all cases. Representative confocal images of MSI2 immunostained (green; C) healthy controls and (D) DM1 TDMs.

Nuclei were counterstained with DAPI (blue). Scale bar, 20 mm. (E) Analysis of relative protein levels of MSI2 by western blot and representative blots of protein extracts

obtained from human biopsies, cultured primarymyoblasts, and TDMs. b-actin andGAPDHwere used as endogenous controls to normalize protein levels of TDMs or human

biopsies and primarymyoblasts, respectively. Samples sizes as in (A) except n = 3 for primarymyoblasts and TDMs. The scatterplots show themedian with interquartile range

for human biopsies and mean ± SEM for cultured cells. *p < 0.05, **p < 0.01, and ***p < 0.001 according to Student’s t test. (F) Pearson’s correlations between the relative

miR-7 andMSI2 protein expression levels in human biopsies (gray). (G) The scatterplot representsMSI2 transcripts per million (TPM) in biopsies from 40 DM1 patients and 10

controls (according to Wang et al.23) with the median and interquartile range. ****p < 0.0001 according to Student’s t test. (H) Pearson’s correlation between MSI2 TPM in

DM1 biopsies and ankle dorsiflexion strength (ADS) measured in biopsy donors according to Wang et al.23
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control TDMs, namely ATG3, ATG4A, ATG5, ATG7, and mTOR
(Figure 4A). Their expression was rescued significantly, approaching
normal levels in all cases, after treatment with ASOs at one or both
concentrations tested, except ATG5, which only significantly reduced

its expression at the highest concentration of ASO1 (Figure 4B).
Autophagy status in DM1 TDMs in response to MSI2 levels was
also assessed at the protein level. We evaluated the expression of
ATG4A and ATG7, direct miR-7 targets, and observed that ATG4A
was dramatically reduced (around 50% compared to scrambled
ASO) at the highest concentration of ASOs, whereas ATG7 was
also repressed in response to low MSI2 upon ASO transfection (Fig-
ures 4C and 4D). Additionally, we tested the activation of the AKT
pathway by calculating the phospho(Ser473)-AKT (AKT-P)-to-to-
tal-AKT ratio. This is a relevant parameter, as AKT controls both
protein synthesis via mTOR and protein degradation (including auto-
phagy) via the FoxO family of transcription factors.26,27 Our data
show a robust increase in AKT-P/AKT ratio in cells treated with
150 nM ASO1 or ASO3 (Figure 4E). The soluble-to-autophago-
some-associated-LC3 (LC3-I and LC3-II, respectively) ratio was
also quantified since the transformation of LC3-I into LC3-II is an in-
dicator of increased autophagic flux in cells.28 Notably, autophagic
flux dropped to about one-half when MSI2 was silenced with the
highest concentration of ASOs (Figure 4F). Finally, we quantified
P62 scaffold protein levels that deliver proteins committed for lyso-
somal degradation to the autophagosome. Low levels of autophagic
activity lead to the accumulation of P62, as autophagy itself degrades
the protein.29,30 We did not detect any significant increase in P62
levels upon ASO treatment (Figure S2).

To further evaluate the autophagy status in DM1 TDMs treated with
ASOs, we performed immunofluorescence staining to detect LC3.
In cells transfectedwith the scrambledASO, a heavily punctated pattern
was observed. These spots correspond toLC3 conjugated tomembrane-
bound phosphatidylethanolamine (LC3-II) in autophagosomes.31

However, upon reduction in MSI2 levels, these spots disappear, and
the signal becomes mainly cytoplasmic and diffuse, indicating an in-
crease in soluble LC3-I and, therefore, lower autophagic flux (Figures
5A�5F).We analyzed LC3 immunofluorescence results by quantifying
LC3 dots per unit of area (Figure 5G). Analyzed dots correspond to the
LC3-II isoform involved in the autophagosome formation, an essential
step in the mechanism underlying autophagy. Our results confirmed
increased puncta formation in DM1 TDMs (around four times) and
also that this parameter can be modulated upon MSI2 targeting with
ASOs. Both ASO1 and -3 caused a significant decrease in LC3 dots
when added to DM1 TDMs compared to cells treated with the scram-
bled ASO at the same concentration. The acidotropic dye LysoTracker
marks the acidic cellular compartments, including lysosomes and auto-
phagolysosomes, which are excellent markers of autophagy flux levels.
When themuscle cells were treatedwith theASOs at the lowest concen-
tration, no noticeable changewas observed in the signal; however, treat-
ment with high ASO concentration strongly lowered the signal, thus
confirming the reduction in autophagic activity when MSI2 gets
silenced (Figures 5H�5M).

Since we have previously reported that increasedmiR-7 levels rescued
expression of muscle atrophy-related genes,17 we quantified the tran-
scripts of a set of genes involved in protein degradation belonging to
the UPS system, namely FBXO32, MuRF1, FOXO1, FOXO3, AKT1,

Figure 2. MSI2 is reduced after siRNA treatment in DM1 TDMs

Quantification by qRT-PCR of (A) MSI2 and (B) miR-7, P21, and TGFBR1 in DM1

TDMs treated with 100 nM scrambled (sc) siRNA or a combination of two siRNAs

targetingMSI2 at a final concentration of 100 nM. Levels ofMSI2, P21, and TGFBR1

are relative to the mean of GAPDH and GPI, whereas miR-7 was normalized to U1

and U6. Data come from three biological replicates. (C and D) Representative

confocal images of Desmin-immunostained (green) human TDMs for 7 days after

100 nM siRNA transfection into DM1 cells. Nuclei were counterstained with DAPI

(blue). Scale bar, 200 mm. Quantification of (E) myogenic fusion index and (F) my-

otube diameter of DM1myoblasts transfected with the indicated siRNA (between 10

and 15 images analyzed, totaling some 400�500 nuclei). The statistical analysis

was performed comparing values from treated cells with their corresponding

scramble (black dashed line in B). The bar graphs showmean ± SEM. *p < 0.05 and

***p < 0.001 according to Student’s t test.
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IGF1, IL-1b, andMSTN. We observed that all of them were misregu-
lated in DM1 myotubes demonstrating pathological upregulation of
this pathway (Figure 5N). Consistent with the observations upon
miR-7 modulation, MSI2 silencing rescued the expression of most
of the genes studied, at least at one of the two concentrations tested
(Figure 5O). IGF1, FBXO32, and MSTN levels were significantly
rescued by at least one ASO concentration. Taken together, these re-
sults indicate that ASO-mediated reduction in MSI2 transcript level

mimic gene expression rescues in autophagy and UPS systems
brought about by miR-7 agomiRs in DM1 TDMs.

Reducing MSI2 boosts MBNL1 levels in DM1 TDMs

Considering the key role of MBNL and CELF1 proteins in the patho-
genesis of DM1 and previous results where inhibition of autophagy
in DM1 promoted MBNL1 activity,17 we quantified MBNL1 and
MBNL2 and CELF1 levels after ASO treatments. Our data show that

Figure 3. Atrophic muscle markers ameliorate in DM1 TDMs upon MSI2 reduction

(A) Cell growth inhibition assay by 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxy-phenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium, inner salt (MTS) method. Human control

(CNT) myoblasts were transfected with a range of concentrations of ASO1, -2, and -3 (n = 4). TC10 (33.1 nM, 158.3 nM, and 40.6 nM for ASO1, -2 and -3, respectively) was

obtained using the least-squares non-linear regression model. Vertical dashed lines indicate 30 and 150 nM concentrations used in the subsequent experiments. MSI2

quantification by (B) qRT-PCR relative toGAPDH andGPI and (C) bywestern blot relative to b-actin expression. (D) Quantification ofmiR-7 relative toU1 andU6 in DM1 TDMs

transfected with the indicated ASOs. (E) Quantification by qRT-PCR of P21 and TGFBR1 expression relative to the mean of GAPDH and GPI levels after treatment of the

muscle cells with the indicated concentrations of ASOs. Relative expression of control myotubes 1.412 ± 0.068 and 0.643 ± 0.042 for P21 and TGFBR1, respectively. (D and

E) The sample size was three biological replicates. (F) Analysis of myogenic fusion index and (G) myotube diameter of DM1 myoblasts transfected with the indicated

concentrations of ASOs or scramble (n = 10�15 images analyzed). (H�J) Representative confocal images of Desmin-immunostained (green) human TDMs for 7 days after

ASO or scrambled control transfection at 150 nM. Nuclei were counterstained with DAPI (blue). Scale bar, 40 mm. The bar graphs show mean ± SEM. *p < 0.05, **p < 0.01,

and ***p < 0.001, according to Student’s t test. In all cases, the statistical analysis compares the values of ASO and scrambled-treated cells (black dashed line or gray bar).
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when DM1 muscle cells were treated with ASOs at 150 nM, MBNL1
protein was enhanced, achieving levels 50% higher than those ob-
tained in cells treated with scrambled ASO (Figure 6A). No effect
was observed on MBNL1 transcript levels upon ASO treatment (Fig-
ure S3). In contrast, MBNL2 and CELF1 levels remained unchanged
after ASO treatment (Figures 6B and 6C; Figure S3). These results
were confirmed by immunofluorescence staining to detect MBNL1
andMBNL2 in ASO-treated DM1 TDMs. For MBNL1, a low concen-
tration ofASOs did not change the intensity or the pattern of the signal

compared to scrambled-treated controls, but at the high ASO concen-
tration, a boost in the green signal became evident both in the cyto-
plasm and in the cell nucleus (Figures 6D�6I). An antibody against
MBNL2 gave results consistent with the western blot quantification,
except for a slight increase with 150 nM ASO1, although the signal
was very weak given the low expression of MBNL2 (Figures
6J�6O). To confirm that the additional protein detected was func-
tional, we studied splicing defects regulated by MBNL proteins (Fig-
ures 6P�6R). ASO-induced MBNL1 increase was sufficient to reduce

Figure 4. Inhibition of MSI2 expression in DM1 TDMs restores impaired autophagic markers

(A) qRT-PCR quantification of the relative expression of the indicated genes involved in different autophagy pathway steps in DM1 and control (green dashed lines) myotubes.

Statistical analyses were performed comparing DM1 versus controls. (B) Analyses of the expression of genes quantified in (A) in DM1 myotubes treated with ASOs targeting

MSI2 transcripts. All comparisons for the statistical analyses were performed using their corresponding scrambled control (dashed lines). The mean of GAPDH and GPI

expression was used as reference (n = 3). Quantification and representative western blots of (C) ATG4A, (D) ATG7, (E) AKT-P/AKT total protein levels, and (F) LC3-II/LC3-I

ratio in DM1 TDMs treated withMSI2 targeting or scrambled ASOs at the indicated concentrations. Green dashed lines indicate protein expression levels in control myotubes.

b-actin was used as an endogenous control to normalize protein levels (n = 3). The bar graphs show mean ± SEM. *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001, and ****p < 0.0001

according to Student’s t test.
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the inclusion of pyruvate kinase (PK) exon 10 (fetal PKM2 isoform)7

in all of the experimental conditions evaluated. The inclusion of
SERCA1 exon 22 (ASO3) or NFIX exon 7 (both tested ASOs) further
confirms the relevance of the extra MBNL1 detected.

MSI2 activity inhibitor Ro 08-2750 improves phenotypes in DM1

muscle cells

MSI2 contains two highly conserved RNA-binding domains. The first
is crucial for the binding specificity, whereas the second adds affinity
for its target sequences.32 It was recently demonstrated that Ro
08-2750 binds to the first RNA-binding site, thus blocking MSI2 abil-
ity to bind to its target RNAs and consequently, the regulation that
MSI2 exerts over them.33 Considering this, we treated DM1 TDMs
differentiated for 7 days with 10 and 15 mM Ro 08-2750, which were
concentrations below TC10 (11.44 mM) and below TC50 (20.06 mM;
Figure S4A), respectively. MSI2 levels were analyzed in cells treated
with the small molecule, and according to the described mechanism

of action of Ro 08-2750,33 a mild effect on MSI2 levels was observed
upon the treatment (Figures 7A and 7B; Figure S4). Consistent with
its role in miR-7 biogenesis, DM1 cells treated with the compound
at 10 mM showed a significant 2.5-fold increase in miR-7 levels
compared to control DM1 TDMs (DMSO; Figure 7C; Figure S4).
TGFBR1 expression, a direct target of MSI2, was also significantly
reduced by 10 mM of Ro 08-2750, whereas for P21, no change was de-
tected (Figure 7D; Figure S4). Since the strongest effect of themolecule
was detected at 10 mM, we decided to test the dose response on evalu-
ated phenotypes of lower concentrations. For this purpose, we treated
DM1TDMswith 1 and 3 mMof Ro 08-2750. No effect was detected on
MSI2 levels or its targets P21 and TGFBR1 at 1 mM. However, 3 mM
was sufficient to significantly de-repress miR-7 biogenesis leading to
levels similar to those obtained with the 10 mM treatment (Figure S4)

The fusion index and myotube diameter were obtained in Desmin-
immunostained cells to check whether the observed reduction in

Figure 5. Blocking MSI2 expression improves muscle wasting markers in DM1 TDMs

(A�F) Fluorescence confocal images of LC3 immunostaining (red) or (H�M) LysoTracker staining (red) in 7-day TDMs treated for 48 h with (A, D, H, and K) scramble, (B, E, I,

and L) ASO1, or (C, F, J, and M) ASO3 at the indicated concentrations. Nuclei were counterstained with DAPI. Scale bar, 20 mm. (G) Quantification of LC3 puncta per square

micrometer. Each condition was compared to cells treated with its corresponding scrambled oligonucleotides. The green dashed line shows the mean value obtained for

control muscle cells. Quantification by qRT-PCR of the relative expression of genes involved in catabolic pathways leading to muscle degradation in DM1 and control

myotubes (N) or DM1 cells treated with the indicated concentration of ASOs (O). Statistical analyses were carried out comparing DM1 with the control condition (N) or

comparing ASOs with their corresponding scramble (O). GAPDH and GPI were used as endogenous controls (n = 3). The bar graphs show mean ± SEM. *p < 0.05,

**p < 0.01, ***p < 0.001, and ****p < 0.0001 according to Student’s t test.
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Figure 6. Degradation of MSI2 transcripts enhances MBNL1 levels in 7-day differentiated TDMs

(A) Quantification and representative blots of MBNL1 levels in protein extracts obtained from DM1 TDMs treated with the indicated concentrations of MSI2-targeting or

scrambled ASOs. (B and C) The western blots shown are representative of the amounts of MBNL2 and CELF1. b-actin was used as an endogenous control (n = 3).

Representative confocal images of (D�I) MBNL1 (green) or (J�O)MBNL2 (red) immunodetection in DM1 TDMs treated for 48 h with scramble (D, J, G, andM), ASO1 (E, K, H,

and N), or ASO3 (F, L, I, and O) at the indicated concentrations. Nuclei were counterstained with DAPI (scale bar, 50 mm). (P�R) Semiquantitative RT-PCR analyses and

(legend continued on next page)
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MSI2 levels and activity inhibition had any impact on the DM1 cell
model (Figures 7E�7G). The fusion index and diameter of the cells
improved significantly at both concentrations of Ro 08-2750, but
the rescue was more robust at 10 mM (Figures 7H and 7I). Addition-
ally, we evaluated the fusion index after treating the cells with 1 or
3 mM of Ro 08-2750, and we confirmed that the recovery was in a
dose-dependent manner reaching a peak at 10 mM (Figure S4). Spe-
cifically, the recovery percentage was 48%, 77%, 98%, and 63%
when cells were treated at 1, 3, 10, and 15 mM of Ro 08-2750. Consid-
ering the results obtained at the different concentrations of Ro 08-
2750 tested, we found that 10 mM was the optimum concentration
to work with the compound, since when treating DM1 TDMs with
concentrations below or above, the rescues disappeared or worsened,
respectively. Given the regulation of the autophagy pathway by MSI2
and miR-7, three proteins involved in the process (ATG4A, ATG7,
P62) were quantified by western blot (Figures 7J�7L). The results
confirmed the contribution of MSI2 to the hyperactivation of the
autophagy pathway, since DM1 TDMs treated with 10 mM of the
MSI2 inhibitor significantly rescued the levels of the autophagy-
related proteins and qualitatively decreased the formation of autopha-
golysosomes according to LysoTracker stainings (Figures 7M�7O).
Overall, these results demonstrate that similar molecular and cell res-
cues can be obtained by MSI2 silencing and protein activity
inhibition.

To validate results, we treated independent DM1 cell lines with the
MSI2 inhibitor Ro 08-2750. Specifically, we treated immortalized
myoblasts differentiated for 7 days from the same donor as for
TDMs (Figure 8) and two primary myoblast lines obtained from addi-
tional patient biopsies (Table S1; Figure 9). We confirmed that MSI2
levels were significantly increased compared to controls, whereas
miR-7 behaved inversely (Figures 8A and 8B; Figure 9A). Notably,
Ro 08-2750 at 10 mMrescued the expression of the direct MSI2 targets
miR-7 and P21 in all cell lines and TGFBR1 in the DM1�14 (Fig-
ure 8B; Figure 9A). Similarly, UPS system and muscle degradation
genes showing impaired expression in DM1 muscle cells were signif-
icantly rescued upon treatment (Figure 8C; Figure 9B). Additionally,
we evaluated by anti-Desmin immunofluorescence the fusion capac-
ity of immortalized myoblasts at 7, 10, and 14 days of differentiation
(Figures 8D�8G; Figure S5). In all cases, the capacity of DM1 muscle
cells was much lower when compared to control counterparts.
Notably, the fusion index was significantly improved after treatment
with the compound, namely 160%, 77%, and 95% at days 7, 10, and
14, respectively, compared to DM1 cells treated with vehicle only.
In the case of primary myoblasts cultured for 7 days, it was also
confirmed that the fusion capacities of both DM1�14 and
DM1�16 lines were significantly impaired compared to healthy con-
trols (Figures 9C�9H) and that this phenotype was dramatically
reversed after the addition of 10 mM Ro 08-2750. Finally, DM1 cells

showed increased LC3 puncta formation (Figures 8H�8K; Figures
9I�9N), confirming the hyperactivation of the autophagic pathway.
In immortalized myotubes, this was reinforced by the detection of
increased ATG4A and ATG7 protein levels (Figures 8L and 8M).
Treatment with the small molecule was sufficient to reverse autopha-
gic markers to a non-DM1 state dramatically.

Taken together, all results support that MSI2 represents a valid new
therapeutic target to treat muscle dysfunction in DM1.

DISCUSSION
Akey aspect ofDM1pathogenesis is progressivemusclewasting. DM1
muscle atrophy research has focused on the RNA toxicity concept
and the increased activity and stability of glycogen synthase kinase 3
beta (GSK3b).34 However, this paradigm has changed in the last
years, as strong evidence supports alterations in various signaling
pathways contributing to DM1 muscle dysfunction.8 miR-7 downre-
gulation originates, at least in part, autophagy overactivation, which
is one of the most critical contributors to muscle atrophy in DM1
together with other atrophy-related pathways such as the
UPS.9,12,17,35 However, the mechanisms promoting miR-7 dysregula-
tion remain unclear. Here, we report that MSI2 is pathologically over-
expressed in DM1 samples, and its depletion by different gene-
silencing strategies (siRNA, ASOs) or small-molecule inhibition in-
creases miR-7 levels and ameliorates disease-related muscle markers.
The rescues detected were qualitatively similar to those observed in
previous work, where miR-7 was replenished with a miRNA mimic
in DM1 TDMs.17 Nevertheless, a quantitative comparison between
the different strategies to silence MSI2 indicates that the lower the
MSI2 levels and the higher miR-7, the better recovery parameters in
DM1 TDMs. This association was apparent between inhibition of
MSI2 and muscle growth rescue, showing the highest increase in
diameter when the levels of MSI2 were the lowest. The previously re-
ported treatment with amiR-7mimic or chloroquine in DM1 muscle
cells achieved a milder recovery of the cells’ diameter than the one
observed in the present work.10,17 This suggests that together with
the MSI2-miR-7-atrophy axis, MSI2 overexpression may have addi-
tional consequences independent of repression of miR-7 biogenesis.
However, based on the obtained results, it cannot be ruled out that
there are other alterations in the disease that are contributing, addi-
tionally to MSI2, to the deregulation of miR-7. Specifically, it has
been described thatmiR-7 biogenesis is also regulated by the quaking
protein, which, similarly to MSI2, binds to immature miR-7.37 More-
over, it was reported that Cyrano, a long non-coding RNA (lncRNA),
binds to miR-7 and effectively promotes its degradation via target-
directed miRNA degradation.38 In the context of DM1, of particular
interest is the regulation of miR-7 by the NF90-NF45 complex (also
known as ILF2 and ILF3, respectively), which binds to pri-miR-7-1,
inhibiting the synthesis of mature miRNA.41 Interestingly,

representative agarose gels of splicing events altered in DM1 cells: (P) PKM isoforms represented as the percent of PKM2 and (Q) SERCA1 (exon 22) and (R) NFIX (exon 7)

represented as the percent of exon inclusion. GAPDH was used as an internal control (n = 3). In all cases, the statistical analyses were performed comparing values from

treated cells with those obtained for cells treated with the scrambled ASO at the same concentration. Green dashed lines indicate values obtained for healthy control TDMs.

The bar graphs show mean ± SEM. *p < 0.05, **p < 0.01, and ***p < 0.001, according to Student’s t test.
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upregulation of ILF2 and ILF3 was demonstrated in biopsies from
DM1 skeletal muscles.17 Globally, it is possible that other new targets
exist in a DM1 context to modulate miR-7 levels.

Besides using strategies to inhibit MSI2, we treated four different
DM1 cell models with the small molecule Ro 08-2750 that binds
directly and selectively to MSI2 and competes for its RNA binding,
thus leading to inhibition of MSI2 RNA-binding activity and the
regulation of downstream targets.33 Globally, we fully validated

data obtained in the TDMs, provide evidence in multiple systems,
and build more confidence in the robustness of modulating
this pathway as a potential therapeutic strategy against DM1.
Finally, our data are consistent with previous observations demon-
strating that the axis miR-7-autophagy is involved in myotubes
differentiation.39

Skeletal muscle cells regulate their size by a balance of protein synthe-
sis and degradation pathways.40 Noteworthy, the reduction of MSI2

Figure 7. Downregulation of MSI2 activity by treatment with the small molecule Ro 08-2750 improves DM1-related phenotypes

MSI2 quantification by (A) qRT-PCR, relative to themean ofGAPDH,GPI, andHPRT1 levels, and (B) western blot in 7-day differentiated DM1 TDMs treated for 48 h with 10 or

15 mM Ro 08-2750 or with 0.8% DMSO as control. Bar graph and representative blot images of MSI2 immunodetection are shown. b-actin expression was used as an

endogenous control. (A and B) n = 6 for myotubes treated with DMSO and 10 mMRo 08-2750. (C) Relative expression levels ofmiR-7weremeasured by qRT-PCR. Data were

normalized to the mean of U1 and U6 levels. (D) Quantification by qRT-PCR of TGFBR1 after small-molecule treatment relative to the mean of GAPDH, GPI, and HPRT1

expression levels used as an endogenous reference. In all qRT-PCR and western blots, the sample size was n = 3, unless otherwise specifically indicated. Representative

confocal images of Desmin-immunostained (green) human DM1 TDMs for 7 days after treatment with (E) DMSO as control or with Ro 08-2750 compound at (F) 10 mM or (G)

15 mM. Quantification of the percentage of myogenic fusion index (H) and myotube diameter (I) of DM1 TDMs with the indicated concentrations of the compound (n = 10�15

images). Quantification by western blot of (J) ATG4A, (K) ATG7, and (L) P62. Representative blots used for quantification are shown below the bar graphs. b-actin was used as

an endogenous control to normalize protein levels (n = 3). Representative confocal images of LysoTracker staining (red) of 7-day DM1 TDMs treated with (M) DMSO as control

or with the Ro 08-2750 compound at (N) 10 mM or (O) 15 mM. (E�G and M�O). Scale bars correspond to 20 mm, and the nuclei were counterstained with DAPI. The bar

graphs show mean ± SEM. *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001, and ****p < 0.0001 according to Student’s t test.
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levels showed effects on both sides of this complex balance, because in
addition to dampening down catabolism via autophagy repression, it
also acted on muscle anabolism. MSTN, a member of the transform-
ing growth factor-b (TGF-b) superfamily, negatively regulates muscle
mass by inhibiting Akt phosphorylation, resulting in decreased pro-
tein synthesis and reduced cell size.42 Importantly, we observed that
treatment of DM1 TDMs with MSI2-targeting ASOs significantly
reduced MSTN expression levels and increased AKT1 and its active
form (p-AKT), thus derepressing muscle mass anabolism. Comple-
mentary, upon ASO treatment, IGF-1 was significantly upregulated.
IGF-1 promotes muscle protein synthesis via activating the Akt/
mTOR pathway,43 and consistently, inMSI2 silenced cells, we also de-
tected increased mTOR expression together with AKT activation.
These results and the fact that MSTN and IGF-1 have opposing roles

in regulating the growth and size of skeletal muscle42 indicate that
MSTN and IGF-1 rescue may ameliorate ASO-treated DM1 TDMs
via the Akt/mTOR pathways. Remarkably, reduction of MSI2 expres-
sion in DM1 TDMs with ASOs was sufficient to rescue the expression
of MuRF1, FBXO32, FoxO1, and FoxO3 genes involved in protein
degradation via the AKT/mTOR pathway, thus contributing to
improved fusion index and diameter of treated TDMs. Finally, it
has been reported that increased expression of PKM2 in type 1 myo-
fibers leads to type 1 myofiber atrophy.7 In our experiments, the per-
centage of the PKM2 isoform was significantly reduced after MSI2
silencing with the ASOs. This suggests that re-establishing normal
MSI2 levels promotes a PKM2-to-PKM1 switch characteristic from
differentiated myotubes, contributing to the improved fusion index
and myotube diameter observed in treated DM1 TDMs.

Figure 8. MSI2 inhibition in DM1 myoblasts improves pathological phenotypes

(A) MSI2 quantification by western blot and representative blots in control (orange) and DM1 myoblasts treated with vehicle 0.8% DMSO (gray) or 10 mM Ro-08-2750 (red)

during the last 48 h of 7-day differentiated myotubes; GAPDH expression was used as an endogenous control. (B) Quantification by qRT-PCR ofMSI2 and its direct targets

miR-7, P21, and TGFBR1 in the same conditions as those described in (A). (C) Quantification by qRT-PCR of the relative expression of genes involved in catabolic pathways

leading to muscle degradation in DM1 treated with vehicle (gray dashed line) and control myoblasts (orange) or DM1 cells treated with compound (red). Statistical analyses

were carried out comparing control and DM1 treated with Ro-08-2750 with DM1myoblasts treated with vehicle. mRNA levels shown in (A) and (B) are relative to the mean of

GAPDH, GPI, and HPRT1; miR-7 was normalized to the mean of U1 and U6 (n = 3). Representative confocal images of Desmin immunostaining (green; D�F) and LC3

staining (red; H�J) of 7-day control and DM1 myoblasts treated with DMSO (D, H, and E�I) as control or with 10 mMRo 08-2750. (F and J) Scale bars correspond to 40 mm,

and the nuclei were counterstained with DAPI. (G) Quantification of myogenic fusion index of the conditions represented in (D)�(F) at 7, 10, and 14 days of differentiation (n =

10�15 images). (K) Quantification of the number of LC3 puncta per square micrometer. (G and K) Each condition was compared to DM1 cells treated with DMSO.

Quantification by western blot of (L) ATG4A and (M) ATG7. Representative blots used for quantification are shown on the side of the bar graphs. GAPDH was used as an

endogenous control to normalize protein levels (n = 3). The bar graphs showmean ±SEM. *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001, and ****p < 0.0001 according to Student’s t test.
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The study of MBNL protein levels uponMSI2 silencing demonstrated
increased MBNL1 after treatment with the highest concentration of
ASO1. Moreover, extra MBNL1 protein was functional as splicing
events regulated byMBNL1 were significantly improved. Previous re-
sults have shown that miR-7 levels were MBNL1 independent.17

MBNL1 levels may increase because of autophagy repression via
MSI2/miR-7, resulting in reduced MBNL1 disposal as similarly
observed when autophagy was blocked with chloroquine in DM1
muscle cells.10 Another possibility would be for MSI2 to act indepen-
dently of themiR-7/autophagy axis since MSI2 regulates many targets
involved in varied processes, both at the level of mRNA stability or
post-transcriptionally.44,45

Maintenance of fetal-splicing patterns of certain transcripts is a key
phenotype in DM1.46 A potential direct role for MSI2 on alternative
splicing misregulation in DM1, combined with MBNL1, CELF1, and
HNRNPA1 dysregulations, cannot be discarded, but so far, the
involvement of this protein in splicing has been suggested to be indi-
rect, through the control of other regulators. Indeed, when we quan-
tified PKM2 levels after ASO treatments, we observed a significant

reduction at all tested conditions. However, MBNL1 levels were
only increased when cells were treated at the highest concentration
of ASO1. These results suggest that MSI2 could indirectly contribute
to PKM regulation, as it was reported that c-MYC,33 a direct target of
MSI2, upregulates transcription of PTB, hnRNPA1, and hnRNPA2,
which, in turn, promotes PKM2 levels.47

Upon MSI2 modulation, we observed a surprisingly modest effect on
the MSI2 mRNA-binding targets’ levels TGFBR1 and P21.24,48 How-
ever, these results do not exclude the possibility that other molecular
alterations in DM1, in addition to MSI2 overexpression, may also
contribute to TGFBR1 and P21 misregulation and, consequently,
counteract the effect of MSI2 silencing. Specifically, CELF1 was re-
ported to regulate P21 expression in DM1.49,50 Consistent with these
observations, CELF1 remained unchanged after MSI2 blocking, so
this fact could also be contributing to the mild effect over P21 levels
after MSI2 reduction.

In summary, this study sheds new light on the molecular mechanisms
leading to muscle atrophy in DM1 and, more specifically, on miR-7

Figure 9. Ro 08-2750 treatment of immortalized DM1 myoblasts differentiated for 7 days validates MSI2 as a new therapeutic target

(A and B) Quantification by qRT-PCR of the indicated genes in control primary myoblasts (line CNT-10, orange dashed line) and two DM1 lines, DM1�14 and DM1�16,

treated with vehicle (0.8% DMSO; gray) or 10 mMRo-08-2750 (red) for 48 h in 7-day differentiation cultures. Asterisks above gray bars indicate statistical differences between

CNT-10 and the DM1 lines. Asterisks over the black lines indicate the significant differences between both treatments (DMSO or Ro 08-2750). Gene expression is relative to

the mean ofGAPDH andGPI, andmiR-7was normalized to the mean ofU1 andU6 (n = 3). (C) Quantification of the myogenic fusion index and (D�H) representative confocal

images of Desmin immunostaining (green) of control primary myoblasts (D) and DM1�14 and DM1�16 lines treated with vehicle (E and G) or with 10 mMRo-08-2750 (F and

H). (I�M) Representative confocal micrographs of LC3 immunostaining (red) and (N) quantification of the number of LC3 puncta per square micrometer in cell cultures

identical to (D)�(H). Scale bar corresponds to 40 mm, and the nuclei were counterstained with DAPI (blue). The bar graphs show mean ± SEM. *p < 0.05, **p < 0.01, ***p <

0.001, and ****p < 0.0001 according to Student’s t test.
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downregulation and subsequent autophagy regulation. We demon-
strate that the RNA-binding protein MSI2 is strongly upregulated
in DM1 and, for the first time, propose that this protein is a new ther-
apeutic target to treat DM1 muscle dysfunction. Remarkably, we
observed a significant negative correlation between MSI2 levels and
ankle dorsiflexion force in biopsies from 40 DM1 patients, high-
lighting the relevance of MSI2 dysregulation as a contributor to the
muscle phenotype. Moreover, we demonstrate that the reduction of
MSI2 levels by three different strategies was enough to significantly
reduce miR-7 levels, constituting essential proof-of-concept studies
to develop new therapeutic strategies.

MATERIALS AND METHODS
Chemically modified oligonucleotides

siRNAs targeting MSI2 transcripts (ID S42755 and S42757; catalog
number 4392421) and negative control (catalog number 4390843)
were from the Invitrogen (Madrid, Spain) Silencer Select siRNA
collection. ASO and scrambled control were synthesized by
biomers.net. The ASO sequences were as follows: ASO1, 50 +T+G+
A*C*T*T*C*T*T*T*C*G*G+C+T+G 30; ASO2, 50 +C+A+C*G*A*
A*G*T*T*G*G*G*A+T+A+T 30; ASO3, 50 +T+T+G*G*A*T*T*A*
A*G*G*T*T+G+C+C 30; and scrambled ASO, 50 +T+T+C*C*C*T*
G*A*A*G*G*T*T+C+C+T 30, which are complementary to se-
quences from exon 9 (ASO1), exon 10 (ASO2), and exon 14
(ASO3). A + sign denotes locked nucleic acid nucleotides, and * indi-
cates phosphorothioate linkages.

Cell culture and treatment with oligonucleotides and small

molecule

Unaffected (control) and patient-derived (DM1) cells were kindly
provided by Dr. Furling (Institute of Myology, Paris, France).22

Briefly, DM1 cells were obtained from skin or skeletal muscle bi-
opsy of an 11-year-old female donor expressing 1,300 CTG repeats,
and counterpart control cells were obtained from a 25-year-old
non-DM1 donor. Both fibroblasts and myoblasts have been immor-
talized. Additionally, fibroblasts were transduced to express MyoD
(doxycycline) inducibly. Forced expression of MyoD transdifferen-
tiates fibroblasts into myotubes.22 TDMs were cultured as previ-
ously described.17 After 4 days in differentiation medium
(MDM), cells were transfected with a combination of the two
siRNAs targeting MSI2 transcripts (final concentration 100 nM) us-
ing Lipofectamine RNAiMAX transfection reagent (Invitrogen,
Madrid, Spain) following the manufacturer’s recommendations. Af-
ter 48 h, the medium containing the siRNAs was replaced by fresh
MDM. 24 h later, cells were collected. As a control, the same pro-
tocol was performed using 100 nM of a siRNA with a scrambled
sequence. Gapmers were transfected following the same protocol
at 30 and 150 nM. To treat cells with the small molecule Ro
08-2750 (Tocris catalog number 2272; Bristol, UK), cells were
cultured as before. Briefly, after 5 days in MDM, the medium was
supplemented with Ro 08-2750 to a final concentration of 1, 3,
10, or 15 mM (0.8% DMSO) or with 0.8% DMSO (vehicle) for 48
h. Immortalized myoblasts were cultured as previously described.22

Immortalized myoblasts cultured for 5 days in MDM were treated

with Ro 08-2750 to a final concentration of 10 mM for 48 h. In the
case of fusion index determinations at 7, 10, and 14 days, the com-
pound was added for the last 48 h.

Primary human skeletal muscle cultures

Primary human myoblasts from muscle biopsies from 3 DM1 pa-
tients and three controls were obtained as previously described.51 A
positive selection for the CD56 surface marker was performed to
enrich for myoblasts, using CD56-coated microbeads (Miltenyi Bio-
tec, Bergisch Gladbach, Germany) following the manufacturer’s in-
structions. Purified myoblasts were seeded in six-well plates (2.5 �
105 cells/well), and the following day, the medium was replaced
with MDM (DMEM + 2% horse serum + 1% penicillin-strepto-
mycin). The medium was changed every 2 days. To treat primary
myoblasts, CNT-10, DM1�14, and DM1�16 with the small molecule
Ro 08-2750 cells were cultured as before. After 5 days in differentia-
tion conditions, the medium was supplemented with Ro 08-2750 to a
final concentration of 10 mM (0.8% DMSO) or with 0.8% DMSO
(vehicle) for 48 h. Information about biopsy donors is compiled in
Table S1.

DM1 patients and skeletal muscle biopsies

All muscle biopsies were taken after informed consent by patients and
approval by the Experimentation Ethics Committee of the University
Hospital La Fe (Valencia, Spain; authorization 2014/0799). Methods
for the determination of the size of the CTG repeat expansion were as
reported in Fernandez-Costa et al.13 A detailed description of muscle
type, sex, age, and repeats length is provided in Table S1.

Immunofluorescence methods

Desmin immunostaining and fusion index and diameter determina-
tion were performed as previously described.10 For MSI2 immunode-
tection, 3.5� 104 fibroblasts/well were seeded in 24-well plates. After
7 days of differentiation into myotubes, cells were fixed with 4% para-
formaldehyde (PFA) for 15 min. After three washes with 0.1% Triton
X-100 in PBS 1� (PBS-T), cells were blocked (PBS-T, 1% BSA, 5%
normal goat serum) for 1 h and incubated with rabbit anti-MSI2
(1:100, EP1305Y; Abcam) in blocking buffer for 48 h at 4�C. After
three washes with PBS-T, cells were incubated for 1 h with goat
anti-rabbit fluorescein isothiocyanate (FITC) immunoglobulin G
(IgG; 1:200; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) in blocking buffer.
Finally, cells were washed thrice with PBS 1� and were counter-
stained and mounted with VECTASHIELD mounting medium con-
taining 40,6-dia-midino-2-phenylindole (DAPI; Vector Laboratories,
London, UK) to detect the nuclei.

For LC3B immunodetection, cells were differentiated in MDM for
7 days (3� 105 cells/well in 24-well plates). After 48 h of gapmer treat-
ment, cells were fixed with 4% PFA in PBS for 15min at room temper-
ature. After fixation, cells were permeabilized with methanol 100% for
15 min at �20�C and blocked with blocking buffer (PBS 1�, 0.5%
BSA, 1% goat serum) for 1 h at room temperature. Cells were incu-
bated overnight (O/N)with rabbit anti-LC3B (1:200, ab51520;Abcam,
Cambridge, UK) diluted in blocking buffer. Then, samples were
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incubated with goat anti-rabbit IgG (H+L) Alexa Fluor Plus 594
(1:200; Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) for 2 h. Between antibodies,
cells were washed three times with PBS 1�. Finally, cells were washed
three times with PBS and mounted in Vectashield (Vector Labora-
tories, London, UK) with 2 mg/mL DAPI. MBNL1 and MBNL2 were
detected in cells differentiated in MDM for 7 days as previously
described.10

For LysoTracker staining, 2.5 � 104 cells were seeded in a 24-well
plate. After treatment with ASOs for 48 h, samples were incubated
for 30 min at 37�C with 100 nM LysoTracker RED-DND99 (Invitro-
gen, Madrid, Spain). After two washes with warmed PBS, cells were
fixed with 4% PFA for 15 min, followed by washes in 1� PBS.
Then, cells were mounted using Vectashield (Vector Laboratories,
London, UK) with 2 mg/mL DAPI. Images were acquired in an
LSM800 confocal microscope (Zeiss) at 400� magnification.

LC3 puncta quantification

Image analyses of LC3-stained myotubes were performed using the
Ifdotmeter software52 following the authors’ recommendations.
Briefly, the quantification of the number of LC3 dots or LC3 puncta
was performed with 15�20 images per condition. Total LC3 dots per
image were normalized relative to the total area corresponding to all
of the myotubes observed in each image. Myotube area was measured
by using ImageJ software. Data were expressed as the number of LC3
dots/mm2.

Toxicity assay

Control cells were aliquoted in a 96-well plate with 1.0� 105 cells per
well. After 24 h, cells were transfected with different ASOs as
described17 (concentrations ranging from 1 nM to 1 mM) or treated
with Ro 08-2750 (Tocris Bioscience, Bristol, UK) at concentrations
ranging from 0.0195 to 80 mM (in 1:2 serial dilutions). Cell viability
was measured as previously described.10

RNA extraction, semiquantitative PCR, and real-time PCR

All of the procedures were performed as previously described.17

Primers not previously reported are listed in Table S2. qRT-PCR
data were obtained using the delta-delta CT method. Commercial
TaqMan probes (QIAGEN) were used to detect MBNL1 (6-carboxy-
fluorescein (FAM)-labeled probe) and reference GAPDH (NHS ester-
fluoro-phore (MAX)-labeled probe) genes (Integrated DNATechnol-
ogies, Leuven, Belgium). Relative quantification of the relevant genes
in healthy control TDMs was previously reported.17

Western blotting

Protein extraction, quantification, and immunodetection were per-
formed as previously described.10,17 Specifically, MSI2 detections
were performed by incubating membranes O/N with a rabbit anti-
MSI2 antibody (1:1,000, EP1305Y; Abcam, Cambridge, UK). Goat
horseradish peroxidase (HRP)-conjugated anti-rabbit-IgG (1:3,500;
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) was used as the secondary anti-
body. Images were acquired with an ImageQuant LAS 4000 or
Amersham ImageQuant 800 (GE Healthcare). Quantification was

performed using ImageJ software (NIH). Relative quantification of
the relevant proteins in healthy control TDMs was previously
reported.17

Statistical analyses

In all molecular studies, for comparison on mean data, we assumed
that all parameters follow a normal distribution, and the samples
were compared using two-tailed t tests (a = 0.05), applying Welch’s
correction when necessary. The statistical differences were estimated
by Student’s t tests (p < 0.05) on normalized data. Sample sizes (n) are
included in the figure legends.

SUPPLEMENTAL INFORMATION
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Figure S1. The scrambled (SC) control ASO does not affect MSI2 levels. Quantification by 

qRT-PCR of the MSI2 relative expression levels in healthy TDMs differentiated for 7 days treated 

with 150 nM of SC. The bar graph shows the mean ± s.e.m. The mean of GAPDH and GPI 

expression was used as a reference for normalization (n = 3).  

 

 

Figure S2. P62 levels of DM1 TDMs remain unchanged upon treatment with MSI2-targeting 

ASOs. Quantification and representative western blots of the P62 levels in protein extracts from 

TDMs treated with the indicated ASOs against the MSI2 transcripts. β-ACTIN expression was 

used as an endogenous control (n=3). Green dashed line indicates relative levels of P62 detected 

in control myotubes. Statistical analyses compared experimentally treated-TDMs with the 

scrambled gapmer at the same concentration and found no significant differences by Student´s 

t-tests. The bar graphs show the mean ± s.e.m. 

 



 

Figure S3. MBNL1 transcripts, MBNL2 and CELF1 protein levels do not significantly 

change upon treatment with MSI2 targeting ASOs. (a) MBNL1 transcripts quantification by 

RT-qPCR in DM1 myotubes transdifferentiated for 7 days and treated with the indicated 

molecules targeting MSI2 mRNA. GAPDH expression levels were used as endogenous controls 

(n=3). Western blot quantification of MBNL2 (b) and CELF1 (c) protein expression levels in 7-

days transdifferentiated DM1 TDMs after treatment with the indicated ASOs. β-ACTIN expression 

was used as an endogenous control (n = 3). None of the statistical comparisons of experimental 

to scrambled-treated TDMs reached the significance threshold. Green dashed lines indicate 

values detected in control myotubes. The bar graphs show the mean ± s.e.m. 

 



 

Figure S4. Effect of Ro-08-2750 treatment in DM1 myotubes. (a) Cell growth inhibition assay 

by the MTS method. Human normal TDMs were transfected with a range of Ro 08-2750 

concentrations (n=4). TC10 was obtained using the least-squares non-linear regression model. 

Quantification of mRNA relative expression by qRT-PCR of (b) P21, (c) MSI2, (e) miR-7, and (f) 

TGFBR1 in DM1 TDMs treated with the vehicle (DMSO), or the indicated concentration of Ro-08-

2750. GAPDH, GPI, and HPRT1 or U1 and U6 expression levels were used as endogenous 

controls in b,c,f and e, respectively (n=3). (d) MSI2 relative protein level was quantified by western 

blot relative to β-ACTIN in myotubes treated with vehicle or with the indicated concentrations of 

the compound (n=3). Representative blots from each condition are also shown. (j) Quantification 

of the percentage of myogenic fusion index of DM1 TDMs with the indicated concentrations of the 



compound (n=10-15 images). Representative confocal images of Desmin-immunostained (green) 

human DM1 myotubes transdifferentiated for 7 days after treatment with (g) DMSO as control or 

with 1 or 3 µM Ro 08-2750 (h,i). Scale bar 40 µm. Nuclei were counterstained with DAPI. The bar 

graphs show mean ± s.e.m. *P<0.05, according to Student’s t-test. 

 

Figure S5 MSI2 inhibition by Ro 08-2750 improves fusion capacity of 10 and 14 days-

differentiated DM1 myoblasts. Representative confocal images of Desmin-immunostained 

(green) immortalized myoblasts from control (a,d), DM1 treated with 0.8% DMSO (b,e) or DM1 

treated with 10 µM Ro 08-2750 (c,f ) differentiated for 10 (a-c) or 14 (d-f) days. Scale bar 40 µm. 

Nuclei were counterstained with DAPI. 

Table S1 Information of biopsies from skeletal muscle 

 Sample Sex Age Muscle Repeats 
length 

C
on

tr
ol

s 

CNT-1 Female 61 Deltoid  nd 
CNT-2 Male 34 Deltoid nd 
CNT-3 Female 35 Deltoid  nd 
CNT-4 Male 37 Biceps nd 
CNT-5 Male 24 Deltoid  nd 
CNT-6 Male 25 Deltoid  nd 
CNT-7 Female 29 Deltoid  nd 
CNT-8 Female 46 Deltoid nd 
CNT-9 Male 29 Deltoid  nd 

CNT-10(*) Male 18 Medial gastrocnemius nd 
CNT-11 Male 50 Deltoid  nd 
CNT-12 Male 63 Deltoid  nd 
CNT-13 Male 59 Deltoid  nd 
CNT-14 Male 47 Deltoid nd 
CNT-15 Female 34 Deltoid nd 
CNT-16 Male 55 Deltoid  nd 



CNT-17 Female 37 Deltoid nd 

           
Pa

tie
nt

s 
DM1-1 Male 30 Deltoid  nd 
DM1-2 Male 61 Deltoid 0.3 kb 
DM1-3 Male 45 Deltoid 3.6 kb 
DM1-4 Female 69 Deltoid 1.1 kb 
DM1-5 Male 28 Deltoid  nd 
DM1-6 Female 65 Deltoid  nd 
DM1-7 Female 33 Deltoid 0.9 kb 
DM1-8 Male 32 Deltoid 0.4 kb 
DM1-9 Female 68 Deltoid 0.2 kb 
DM1-10 Male 27 Deltoid 0.75 kb 
DM1-11 Female 44 Deltoid  nd 
DM1-12 Male 52 Deltoid  nd 
DM1-13 Male 36 Deltoid 3 kb 

DM1-14(*) Female 50 Deltoid 150 
DM1-15 Female 47 Deltoid  nd 

DM1-16(*) Male 54 Deltoid 0.8 kb 
nd: not determined (*) biopsies used to isolate primary cells  

 Table S2 Sequences of oligonucleotides used for qRT-PCR and 

semiquantitative RT-PCR  

Primers 
sequence Sequence (5’ → 3’) qRT-PCR/RT-PCR Species 

GAPDH fwd CATCTTCCAGGAGCGAGATC qRT-PCR/ RT-PCR Homo sapiens 

GAPDH rev GTTCACACCCATGACGAACAT qRT-PCR Homo sapiens 

GPI fwd CAGGGCATCATCTGGGACAT qRT-PCR Homo sapiens 

GPI rev TCTTAGCCAGCTGCTTTCCC qRT-PCR Homo sapiens 

HPRT1 fwd TGACACTGGCAAAACAATGCA qRT-PCR Homo sapiens 

HPRT1 rev GGTCCTTTTCACCAGCAAGCT qRT-PCR Homo sapiens 

IGF1 fwd CTCTTCAGTTCGTGTGTGGAGAC qRT-PCR Homo sapiens 

IGF1 rev CAGCCTCCTTAGATCACAGCTC qRT-PCR Homo sapiens 

MSI2 fwd GCAGACCTCACCAGATAGCCTT qRT-PCR Homo sapiens 

MSI2 rev AAGCCTCTGGAGCGTTTCGTAG qRT-PCR Homo sapiens 

MSTN fwd TGAGAATGGTCATGATCTTGCTGT qRT-PCR Homo sapiens 

MSTN rev TCATCACAGTCAAGACCAAAATCC qRT-PCR Homo sapiens 

mTOR fwd AGCATCGGATGCTTAGGAGTGG qRT-PCR Homo sapiens 

mTOR rev CAGCCAGTCATCTTTGGAGACC qRT-PCR Homo sapiens 



NFIX fwd GAGCCCTGTTGATGACGTGTTCTA RT-PCR  Homo sapiens 

NFIX rev CTGCACAAACTCCTTCAGTGAGTC RT-PCR Homo sapiens 

P21 fwd AGGTGGACCTGGAGACTCTCAG qRT-PCR Homo sapiens 

P21 rev TCCTCTTGGAGAAGATCAGCCG qRT-PCR Homo sapiens 

PKM fwd CTGAAGGCAGTGATGTCGCC RT-PCR Homo sapiens 

PKM rev ACCCGGAGGTCCACGTCTC RT-PCR Homo sapiens 

SERCA1 fwd GATGATCTTCAAGCTCCGGGC RT-PCR  Homo sapiens 

SERCA1 rev CAGCTCTGCCTGAAGATGTG RT-PCR Homo sapiens 

TGFBR1 fwd GACAACGTCAGGTTCTGGCTCA qRT-PCR Homo sapiens 

TGFBR1 rev CCGCCACTTTCCTCTCCAAACT qRT-PCR Homo sapiens 
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