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Resumen

La presente tesis aborda de manera exhaustiva el estudio de la regulacion del splicing alternativo, con
un enfoque en la inclusion del exdn 7 del gen SMN2, relevante en el contexto de la atrofia muscular
espinal (AME). A lo largo de esta investigacion, se exploraron multiples estrategias para modular la

inclusion de este exdn, empleando tanto tecnologias clasicas como novedosas.

Se llevé a cabo un andlisis detallado del impacto de las modificaciones epigenéticas y del estado de la
cromatina en el proceso de inclusion del exdn 7 en el RNA mensajero maduro. Los experimentos
demostraron que la pérdida de metiltransferasas de histonas como G9a y la eliminacion de proteinas
de heterocromatina como HP1P aumentan la inclusion del exén 7 y potencian la eficacia de los
tratamientos basados en oligonucledtidos antisentido (ASOs). Estos resultados subrayan la
importancia del estado de la cromatina en la regulacion del splicing y abren la puerta a terapias
combinadas que integren moduladores de la cromatina con ASOs para mejorar los resultados
terapéuticos. Se emplearon herramientas avanzadas de edicion génica, como CRISPR-dCas9, para
realizar modulaciones dirigidas de la cromatina sin alterar de manera permanente la secuencia del
DNA. La utilizacion de dCas9 fusionada a activadores transcripcionales como VP64 demostro ser una
estrategia eficaz para mejorar la inclusion del exén 7 de SMN2, superando las limitaciones de los
farmacos pleiotropicos como los inhibidores de histona deacetilasas (HDACI, e.g., &cido valproico).
Esta metodologia permite una modulacion especifica y reversible de los eventos transcripcionales, lo
que tiene implicaciones significativas en la busqueda de terapias personalizadas para la AME y otras
enfermedades genéticas. La investigacion también se centr6 en la aplicacién de técnicas de
inmunoprecipitacion de la cromatina (ChIP) para mapear los cambios en la estructura cromatinica y
su relacion con los niveles de inclusion del exdn 7. Estos anélisis revelaron una correlacion entre la
presencia de marcas epigenéticas asociadas a un estado de cromatina abierta, como la acetilacion de
lisinas en la histona H3 (H3Kac), la activacion del promotor del gen SMN2 y splicing del exén 7 del
mismo, lo que sugiere un vinculo directo entre la regulacién epigenética y el procesamiento del RNA
mensajero. Ademas, se comprobd que los tratamientos con oligonucle6tidos antisentido (ASOSs)
inducen modificaciones de la cromatina, las cuales pueden ser moduladas mediante combinaciones de
farmacos y herramientas epigenéticas especificas. Paralelamente, el uso de técnicas de captura de
conformacion cromosomica (3C) permitié identificar interacciones entre la region promotora 5” y la

region 3’ del gen SMN2. Se observd que dichas interacciones se alteraron dindmicamente tras el



tratamiento con ASOs y CRISPR/dCas9-VP64, lo que respalda los efectos observados en la activacion

transcripcional, splicing y el estado cromatinico en estos tratamientos.

En conjunto, esta tesis propone no solo un potencial enfoque innovador para el tratamiento de la AME,
sino que también revela mecanismos moleculares, hasta el presente desconocidos, que gobiernan las

interacciones funcionales y fisicas entre cromatina, transcripcion y splicing alternativo.

Palabras clave: Splicing alternativo, atrofia muscular espinal (AME), modulacion epigenética,
cromatina, oligonucle6tidos antisentido (ASO), CRISPR-dCas9.



Chromatin modifications and alternative splicing in the treatment for Spinal
Muscular Atrophy: targeted approaches of CRISPR-dCas9 and antisense
oligonucleotides.

Abstract

This thesis explores the regulation of alternative splicing with a focus on the inclusion of exon 7 of the
SMN2 gene, a critical element in the pathology of spinal muscular atrophy (SMA). By employing a
combination of classical and innovative techniques, the research investigates how chromatin

modifications and the epigenetic landscape influence splicing and therapeutic efficacy.

Key findings demonstrate that the loss of histone methyltransferases, such as G9a, and the depletion
of heterochromatin proteins like HP1B enhance the inclusion of SMN2 exon 7 and increase the
sensitivity to antisense oligonucleotide (ASO) therapies. These results emphasize the significant role
of chromatin state in modulating splicing events and support the potential of combined approaches that
integrate chromatin modulators with ASOs for improved treatment outcomes. The study also applied
cutting-edge CRISPR-dCas9 technology to achieve targeted chromatin modulation without permanent
changes to the DNA sequence. The use of dCas9 fused to transcriptional activators, such as VP64,
proved effective in increasing exon 7 inclusion, addressing limitations associated with pleiotropic
drugs like HDAC inhibitors (e.g., valproic acid). This approach allows for specific and reversible
modulation of transcriptional processes, underscoring its implications for personalized therapies in
SMA and other genetic disorders. Chromatin immunoprecipitation (ChIP) experiments were employed
to map changes in chromatin structure and link them to SMN2 exon 7 inclusion. These analyses
highlighted the connection between chromatin marks associated with an open chromatin state, such as
H3 lysine acetylation (H3Kac), promoter activation, and the splicing of SMN2 exon 7. Furthermore,
the study confirmed that ASO treatment can induce chromatin modifications that can be strategically
modulated using specific epigenetic tools and pharmacological agents. Additionally, a chromosomal
conformation capture (3C) technique was used to identify interactions between the 5° promoter region
and the 3’ region of the SMN2 gene. These interactions were found to be dynamically altered following
treatment with ASOs and CRISPR/dCas9-VP64, further supporting the observed effects on
transcriptional activation, splicing, and chromatin state. Together, this work proposes not only a



potential novel strategy for the treatment of SMA, but also reveals underlying molecular mechanisms

that govern functional interactions between chromatin, transcription and alternative splicing.

Key words: Alternative splicing, Spinal Muscular Atrophy (SMA), Epigenetic modulation,
Chromatin, Antisense Oligonucleotides, CRISPR-dCas?9.
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Listado de abreviaturas
« 3’ss: Sitio aceptor de splicing
o 57ss: Sitio dador de splicing
e AME: Atrofia muscular espinal
« ASO: Oligonucledtido antisentido
o CDNA: DNA copia (proveniente de retrotranscripcion de un RNA)
e FL: “full length” isoforma de tamafio completo
e A7: Isoforma que carece del exon 7 de SMN2
« KO: Knockout
« KD: Knockdown
e E:Exon
e I:Intron
e ChIP-gPCR: Inmunoprecipitacion de la cromatina seguida de PCR en tiempo real
e ChlIP-seq: Inmunoprecipitacion de la cromatina seguida de secuenciacion masiva
e CRISPR: Repeticiones palindrémicas cortas agrupadas y regularmente interespaciadas
« CRISPRa: Activacion dirigida por CRISPR
e CRISPRI: Inhibicion dirigida por CRISPR
e CTD: Dominio carboxilo-terminal de la RNA polimerasa Il (RNAPII)
e Cas9: proteina CRISPR asociada
e dCas9: Cas9 desactivado (sin actividad nucleasa)
o SR: proteinas ricas en serinas y argininas
e Downstream: Rio abajo
« DNA: Acido desoxirribonucleico
« RNA: Acido ribonucleico
o dNTPs: Desoxirribonucledsidos trifosfato (dAATP, dCTP, dGTP, dTTP)
e dsRNA: RNA de doble cadena
o ESE: Enhancer de splicing exénico (exonic splicing enhancer)
e ESS: Silencer de splicing exonico (exonic splicing silencer)
o FDA: Administracion de Medicamentos y Alimentos de los EE.UU. (Food and Drug
Administration)

o HAT: Acetiltransferasa de histonas
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HDAC: Desacetilasa de histonas

HMT: Metiltransferasa de histonas

hnRNP: Ribonucleoproteina nuclear heterogénea

ISE: Enhancer de splicing intronico (Intronic Splicing Enhancer)
ISS: Silencer de splicing intrénico (Intronic Splicing Silencer)
MiRNA: MicroRNA

MRNA: RNA mensajero

SNRNAs: RNA nucleares pequefios

pb: Pares de bases

PBS: Buffer salino de fosfato

PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa

pre-mRNA: RNA precursor del mensajero

PTGS: Silenciamiento post-transcripcional

gPCR: Reaccidn en cadena de la polimerasa cuantitativa

RNAI: RNA de interferencia

RNAP: RNA polimerasa

RNAPII: RNA polimerasa Il

RT: Retrotranscripcion

SDS-PAGE: Electroforesis en gel de poliacrilamida desnaturalizante (con SDS)
siRNA: RNA pequefio de interferencia

SMA: Spinal Muscular Atrophy (Atrofia Muscular Espinal AME)
snRNP: Ribonucleoproteinas pequefias nucleares

TF: Factor de transcripcion

TGS: Silenciamiento transcripcional (Transcriptional Gene-Silencing)
TSS: Sitio de inicio de la transcripcion

Upstream: Rio arriba

VPA: Acido valproico

WB: Western Blot

EHMTL1: euchromatic histone lysine N-methyltransferase 1 (GLP)
GLP: G9a like protein

EHMT?2: euchromatic histone lysine N-methyltransferase 2 (G9a)
KO: Knockout (eliminacion de un gen especifico)
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e« PRDM2: PR domain containing 2

e dCas9-VP64: Cas9 desactivado fusionado con VP64

e VP64: cuatro repeticiones tandem del dominio VP16

e VP16: dominio transactivador del virus de herpes simples

o EGFP: proteina de fluorescencia verde mejorada (Enhanced Green Fluorescent Protein)

e 3’ UTR: Region no traducida 3'

« SBF: Suero bovino fetal

o TE Buffer: Tris EDTA buffer

o 3C: técnica de captura de conformacidon cromosémica

e SgRNA: guia de RNA simple cadena

e NT: guia de RNA Non Targeting

« E7 Pool: guias de RNA con sitio blanco E7-17 de SMN2

e Pro-Pool: guias de RNA con sitio blanco la region promotora de SMN2

e RISC: (RNA-Induced Silencing Complex) complejo de silenciamiento inducido por RNA.

e islas CpG: regiones del DNA con una alta frecuencia de dinucle6tidos Citosina-Fosfato-
Guanina (CpG).

o pcDNA: plésmido de DNA complementario

e CED50: Concentracion Efectiva 50

En esta tesis se compilan datos e informacion sobre la atrofia muscular espinal, extraidos de
investigaciones realizadas en diversos laboratorios. Se ha optado por mantener algunas figuras
originales tomadas de dichas fuentes, sin traducirlas, para preservar la exactitud y el contexto de los

resultados presentados.
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Introduccion

1.1 EI RNAy su rol en la expresion génica

El dogma central de la biologia molecular, propuesto por Francis Crick por primera vez en 1958,
describe el flujo unidireccional de la informacion génica (Figura 11): del DNA al RNA y de éste a las
proteinas. Revolucionaria en su momento, esta vision simplificada ha evolucionado con el tiempo para
reflejar un panorama mas complejo, donde el RNA desempefia funciones diversas y criticas mas alla
de ser un simple intermediario. En 1957, Crick especuld sobre la posibilidad de un flujo de
informacion del RNA al DNA, representado como una linea punteada. Aunque esta idea carecia de
evidencia experimental en ese momento, fue confirmada en 1970 con el descubrimiento simultaneo
de la transcriptasa reversa viral por Howard Temin y David Baltimore, que permite la sintesis de DNA
a partir de un molde de RNA (Cobb, 2017)

Este trabajo se centra en el RNA y sus roles regulatorios y funcionales, destacando como esta
molécula, méas all& de su papel tradicional, desempefia funciones criticas en el funcionamiento celular.
Asimismo, se exploran las consecuencias de la desregulacion de eventos relacionados con el RNA,
que pueden resultar en enfermedades graves. Finalmente, se revisan los avances en biologia molecular
de las dltimas décadas, los cuales han transformado las herramientas disponibles para modular la
expresion génica y han abierto nuevas posibilidades terapéuticas para el tratamiento de enfermedades
genéticas.
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he Central Dogma: "Once information has got into a protein it

can't get out again". Information here means the sequence of
the amino acid residues, or other sequences related to it.
That is, 4 le to have

DNA RNA Protein

DNA RNA Protein

vhere ti arrows show the transfer of information.

Figura 1.1. El dogma central.

Nota no publicada de Francis Crick (1956), que ilustra el dogma central propuesto por Crick en 1958. Este dogma
describe el flujo unidireccional de la informacion génica desde el DNA al RNA y, posteriormente, a las proteinas, sin
posibilidad de retroceso. Las lineas azules representan el flujo de informacidn con cuatro opciones consideradas
posibles: de DNA a DNA, de DNA a RNA, de RNA a RNA y de RNA a proteina; asi como tres opciones consideradas
imposibles: de proteina a proteina, de proteina a RNA y de proteina a DNA. La linea punteada que conecta el RNA
con el DNA fue posteriormente justificada por Crick como una especulacion, sin evidencia experimental que
respaldara un flujo de informacion de RNA a DNA en ese momento.

Figura obtenida de la Wellcome Library, London, disponible en:
https://journals.plos.org/ploshiology/article?id=10.1371/journal.pbio.2003243

El &cido ribonucleico (RNA) es fundamental en la transferencia de informacion génica, la regulacion
de la expresion génica y diversos procesos celulares. Existen diferentes tipos de RNA con funciones
especificas que abarcan desde la codificacion de proteinas hasta la regulacién y organizacion celular.

La Figura 1.2 muestra ejemplos representativos de distintos tipos de RNA y sus funciones biolégicas.

Por ejemplo, los microRNAs (miRNASs) regulan la expresion génica postranscripcional al unirse a los
MRNAs y dirigir su degradacion o inhibir su traduccion, controlando procesos bioldgicos clave como
el desarrollo y la respuesta al estrés. Cambios en los niveles y actividad de los miRNAs han sido
asociados a diversas enfermedades, incluido el cancer, donde la desregulacion de estos Gltimos ocurre

a través de multiples mecanismos, subrayando su papel esencial en la homeostasis celular (Peng &
Croce, 2016).

Asimismo, los RNAs pequefios de interferencia (SIRNAs) (Figura 1.2) son cruciales para el
silenciamiento génico y la regulacion de la cromatina, guiando al complejo RISC en la degradacion

de mRNAs especificos. Los RNAs largos no codificantes (INcRNASs) (Figura 1.2) intervienen en el
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remodelado de la cromatina, asi como en la regulacion de la transcripcion y el splicing, desempefiando
papeles esenciales en procesos como la inactivacion del cromosoma X y la pluripotencia celular. Los
RNAs circulares (circRNASs) (Figura 1.2), gracias a su estructura estable, pueden actuar como esponjas
de miRNAs y participan en la regulacion transcripcional y el splicing. Por otro lado, los pequefios
RNAs nucleares (SnRNAS) y los pequefios RNAs nucleolares (snoRNAS) son imprescindibles para el

procesamiento del pre-RNA mensajero y la modificacion del RNA ribosomal (rRNA) (Figura 1.2).

Ademas, otros tipos de RNAs no codificantes, como los RNAs antisentido (asRNA), los RNAs de
enhancers transcripcionales (eRNAs), los RNAs PIWI-interactuantes (piRNAS) y los fragmentos de
RNAs de transferencia (tRNAs), destacan la diversidad de funciones que el RNA desempefia en la
célula. Estos descubrimientos subrayan que el RNA es un componente esencial en la regulacién y
diversidad de la expresion génica, actuando en multiples procesos dentro de una red de interacciones
complejas (Daxinger & Whitelaw, 2012; Heard & Martienssen, 2014).

mRNA tRNA ribosomal RNA miRNA IncRNA siRNA circRNA

@ o Pp@ Py, T
@ irm"\nm_—f\’ My e
3

encodes adaptor between forms part of the Regulates gene Regulates gene Gene silencing regulate gene
proteins RNA and amino Ribosome expression expression expression
acids

Figura 1.2. Diversidad y funciones del RNA.

Representacion esquematica de varios tipos de RNA que destacan su diversidad y funciones. De izquierda a derecha:
RNA mensajero (mRNA), representado con un "cap"” o capuchon 5’ (esfera violeta), una secuencia de RNA (linea negra
segmentada), y una cola de poli-A al final. Este RNA contiene la informacién génica necesaria para codificar proteinas.
A su derecha, el RNA de transferencia (tRNA), que forma estructuras secundarias y sirve como adaptador entre el RNA
y los aminoacidos durante la traduccion. A continuacidn, los RNA ribosomales (rRNA), componentes esenciales de las
subunidades ribosomales (en violeta y azul), necesarias para el proceso de traduccién. Le siguen los microRNA
(miRNA), pequefios fragmentos de RNA con pares de bases coloreados, mostrando una burbuja de no
complementaridad en el centro, regulan la expresién génica al unirse a sus sitios blanco. Luego estan los RNA largos
no codificantes (INcRNA), representados como una linea curva negra con estructuras secundarias. También se incluyen
los RNA de interferencia (SiRNA), secuencias cortas de RNA con pares de bases coloreados, y finalmente los RNA
circulares (circRNA), representados como un circulo negro con nucleé6tidos amarillos, que desempefian un papel
regulador en la expresion génica.

Revisitando el dogma central, se ha demostrado que el RNA no solo transfiere informacion génica,

sino que participa activamente en la regulacion de la expresion génica y en mecanismos de
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retroalimentacion que afectan tanto la transcripcion como el estado de la cromatina. Investigaciones
actuales muestran que RNAs no codificantes como los INcRNAs y miRNAs, asi como modificaciones
quimicas del RNA como la metilacion de la posicion 6 de las adeninas (m6A), juegan roles clave en

la regulacion epigenética y la expresion génica (Morris & Mattick, 2014) (Loda & Heard, 2019).

ElI RNA no solo influye en cambios en la estructura de la cromatina, sino que también puede participar
en la herencia epigenética transgeneracional (TEI), donde experiencias ambientales como el estrés o
la dieta alteran marcas epigenéticas que se pueden heredar sin modificar la secuencia del DNA. Esta
perspectiva moderna desafia conceptos anteriores como la barrera de Weismann, que establecia una

separacion estricta entre células somaticas y germinales (Daxinger & Whitelaw, 2012).

La investigacion en TEI resalta la complejidad de la regulacion génica y la necesidad de expandir la
comprension del dogma central. Estos avances evidencian que el sistema de regulacién génica es
mucho mas dinamico y sofisticado de lo que se pensaba cuando se propuso el dogma central. En este
contexto la Figura 1.3 sugiere un dogma revisado que incorpora niveles adicionales en el flujo de

informacion génica y su regulacion, yendo méas alld del dogma central propuesto inicialmente.

processing Regulatory RNAs

expression export

DNA Transcription 'mRNA Translation ' Protein

Retrotranscription
(! ) Replication

Figura 1.3. El Dogma central revisado.

Representacion esquematica del dogma central revisado, que incorpora niveles adicionales de complejidad en el flujo
de informacién génica y su regulacion, mas alla de lo propuesto inicialmente por Francis Crick. Las flechas negras
representan el flujo de informacion clasico: de DNA a DNA, de DNA a mRNA y de mRNA a proteinas. La flecha roja
indica el flujo de informacion de mRNA a DNA, a través del proceso de retrotranscripcion, siendo este el aporte mas
significativo que modificd el dogma desde su formulacion original. Las lineas azules destacan la interaccion del RNA
regulatorio con los distintos procesos involucrados en el flujo de informacion, sefialando en azul algunos de los roles
regulatorios que desempefia, como la modulacion de la expresion génica, estabilidad del RNA y otros procesos
celulares clave.

stability
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1.2 Epigenética

En sentido estricto, la epigenética es el conjunto de cambios heredables en la expresion génica que no
estan determinados por alteraciones en la secuencia de DNA. En sentido amplio, llamamos epigenética
a los cambios en la expresion génica que no involucran alteraciones en la secuencia del DNA, sean
éstos heredables o no. Estos mecanismos epigenéticos juegan un papel fundamental en la regulacion
de la expresion génica y la diferenciacion celular, permitiendo que células con el mismo material
genetico se especialicen en distintos tipos celulares con funciones diversas. Ademas, la epigenética es
crucial para procesos como la inactivacion del cromosoma X en mamiferos y el silenciamiento de loci

de apareamiento en levaduras (Morris & Mattick, 2014).

The epigenome

DNA methylation DNA
accessibility

Histone
modifications

Histone ) .,v
DNA ) N
\\ R A A ‘,1,,!,‘?5*{. —
"Eﬁ) A’/O, O
A\ \‘_, -;\\ S
DNA ‘ RNA
binding
proteins

Figura 1.4. Organizacion del epigenoma.

Diferentes capas de regulacién epigenética que influyen en la expresion génica y en la estructura de la cromatina.
Estas incluyen la metilacion del DNA, representada por esferas rojas que simbolizan modificaciones quimicas en las
bases del DNA (linea azul), capaces de silenciar regiones especificas del genoma; la accesibilidad del DNA, regulada
por la interaccion entre el DNA'y las histonas (esferas verdes), que a su vez estd modulada por modificaciones quimicas
en las colas de las histonas, representadas por esferas amarillas, las cuales influyen en la polaridad y las interacciones
entre el DNA y las histonas; y los complejos poliproteicos, como el complejo Polycomb, que modifican activamente la
estructura del epigenoma para modular la expresién génica. Tanto proteinas de unién al DNA como algunos RNAs
regulatorios tienen la capacidad de unirse al DNA y modular estos componentes epigeneticos y la expresién génica
(Bernstein et al., 2010).

La Figura 1.4 ilustra las diferentes capas de regulacion epigenética que constituyen el epigenoma.
Entre los mecanismos epigenéticos se destacan: la metilacion del DNA, la modificacion de histonas y
la accion de RNAs no codificantes. La metilacion del DNA, particularmente en las islas CpG cercanas
a los promotores de genes, generalmente esta asociada con la represion transcripcional. Las
modificaciones postraduccionales de las histonas, como la acetilacion y metilacion, también

desempefian un papel esencial en la estructura de la cromatina y, por ende, en la accesibilidad del
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DNA a enzimas Yy otros factores que participan en la transcripcion y en la duplicacion. Estas marcas
en las histonas actan como "cddigos"” que determinan si un gen sera activo o inactivo, facilitando o

bloqueando el acceso a la maquinaria de transcripcion

Ademas de estas modificaciones quimicas, la estructura y organizacion de la cromatina en el nucleo
celular también afectan la expresion génica. La cromatina puede existir en un estado "abierto”
(eucromatina) accesible para la transcripcién o en un estado "cerrado™ (heterocromatina) que limita la
actividad transcripcional. Los complejos que modifican la estructura de la cromatina junto con las
proteinas especificas que permiten el cambio entre estos estados son esenciales para una regulacion

génica precisa durante el desarrollo y en respuesta a estimulos ambientales (Bernstein et al., 2010).

El campo de la epigenética ha generado un gran interés en la investigacion biomedica debido a su
implicacion en diversas enfermedades, como el cancer, sindromes relacionados con la inestabilidad
cromosoOmica, retraso mental y otras condiciones asociadas con la desregulacion de la expresion génica
provocada por cambios en marcas epigenéticas, como la metilacion del DNA o alteraciones en la
arquitectura de la cromatina. Este conocimiento ha dado lugar al desarrollo de nuevos tratamientos
para estas patologias. Por ejemplo, el uso de 5-azacitidina como inhibidor de la DNA metiltransferasa
ha sido aprobado para el tratamiento del sindrome mielodisplasico y algunas leucemias. Asimismo,
estos inhibidores se han utilizado en el tratamiento de hemoglobinopatias al desmetilar promotores de
genes de hemoglobina fetal, lo que incrementa su produccion y ayuda a corregir la anemia asociada a
estas enfermedades. Por otro lado, los inhibidores de deacetilasas de histonas (HDAC), que impiden
la remocion de grupos acetilo de las colas de histonas y generan una cromatina mas laxa y permisiva,
han sido aprobados para el tratamiento de varias enfermedades, entre ellas el linfoma de células T y
en sindromes epileptoides. Ejemplos de estos farmacos incluyen vorinostat, romidepsina y belinostat
(Egger et al., 2004) (Eckschlager et al., 2017).

1.3 Importancia de la diversidad transcripcional y el splicing

La diversidad transcripcional es clave para la complejidad y funcionalidad de los organismos
eucariotas multicelulares. Aunque el nimero de genes en el genoma humano ronda los 20,000, una
cifra comparable a la de invertebrados mucho menos complejos como, por ejemplo, Caenorhabditis
elegans, la verdadera fuente de diversidad y sofisticacion radica en la capacidad de generar maltiples

isoformas de mMRNA a partir de un Unico gen mediante procesos como el splicing alternativo. Este
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fendmeno permite que un solo gen pueda codificar distintas proteinas, cada una con funciones
potencialmente diferentes, contribuyendo a la diversidad proteica que caracteriza a los organismos

mas complejos.

El splicing, al unir exones de diversas formas, es un mecanismo que no sélo incrementa la cantidad
de proteinas que un organismo puede generar, sino que también juega un papel crucial en la regulacion
de procesos bioldgicos como la diferenciacion celular, el desarrollo y la respuesta a estimulos externos.
Esta diversidad es esencial para la adaptacion y la especializacion celular, ya que permite que distintas
células y tejidos expresen diferentes combinaciones de proteinas segun el tejido con implicaciones
funcionales diversas y en respuestas a sefiales ambientales. La importancia de este proceso se destaca
en el hecho de que en més del 90% de los genes en el genoma humano ocurre algun tipo de splicing
alternativo (Pan et al., 2008).

La capacidad de modulacion a través del splicing alternativo, en conjunto con otros procesos de
modificacion co-transcripcional como la poliadenilacion, y el capping del extremo 5° del mMRNA,
permiten que la célula mantenga una complejidad bioldgica que supera ampliamente la que se podria
obtener solo a partir del nimero de genes presentes en su genoma. En otras palabras, la complejidad
de un organismo se correlaciona mas estrechamente con la sofisticacion de la regulacion génica y la
capacidad de producir diversas variantes de mMRNA que con la simple cantidad de genes (Bentley,
2014).

1.4 Procesamiento y maduracion del mRNA

El procesamiento y la maduracion del RNA, (Figura 1.5) son etapas esenciales que transforman el pre-
RNA mensajero (pre-mRNA) en un mensajero maduro y funcional (MRNA), listo para ser exportado
al citoplasma y traducido en proteinas. Estos procesos, que incluyen la adicién de un cap en el extremo
5' (capping), la poliadenilacion en el extremo 3', y el splicing, ocurren mayormente de manera co-
transcripcional, es decir, mientras el RNA es sintetizado. Esto ha sido demostrado mediante la técnica
de extension de Miller, como se observa en la Figura 1.5%. Cada uno de estos pasos desempefia un
papel crucial en la regulacion de la expresion génica y en la generacion de diversidad transcripcional
(Bentley, 2014).
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~1-4 kb per minute

Figura 1.5. Procesamiento del RNA.

(a) A la izquierda, micrografia electrénica tipo "Miller spread” que muestra un gen embrionario de Drosophila
melanogaster en proceso de transcripcion. A la derecha, su representacion esquematica, que ilustra el procesamiento
co-transcripcional del RNA. La micrografia muestra el templado de DNA ocupado por varias moléculas de RNA
polimerasa Il y sus transcriptos nacientes, asociados a proteinas (representadas como esferas negras). Las flechas
grises y blancas indican intrones que son eliminados durante el proceso co-transcripcional, mientras que la flecha
negra sefiala la direccion de la transcripcion a lo largo del templado de DNA.

(b) Esquema del procesamiento co-transcripcional del mRNA. Se muestra un gen transcripto con multiples moléculas
de RNA polimerasa 11, marcando el sitio de inicio de la transcripcién con una bandera verde. Las flechas negras curvas
representan los procesos de capping en el extremo 5', splicing y poliadenilacion en el extremo 3', llevados a cabo por
factores asociados a la RNA polimerasa Il que actian sobre el transcripto naciente (en rojo). Factores de capping,
procesamiento 3’y terminacion se unen directamente a la cola carboxiterminal (CTD) de la RNA polimerasa I1
(representada en azul). La elongacion de la transcripcién ocurre a velocidades variables (indicadas con flechas negras
rectas), con pausas transcripcionales frecuentes al inicio y al final del transcripto (marcadas con sefiales de pausa).
Durante el ciclo de transcripcion, la fosforilacion del CTD cambia: los altos niveles de fosfo-serina 5 (en azul) en el
extremo 5’ facilitan la union de factores de capping, mientras que los altos niveles de fosfo-serina 2 (en verde) en el
extremo 3’ favorecen la union de factores que afectan las marcas de histonas y la estructura de la cromatina y
modificadores de histonas, como SETD2, que establece marcas de trimetilacion en H3K36 (representadas como esferas
verdes). (Bentley, 2014)



1.4.1 5" Capping

La adicion de un capuchdn o ‘cap’ en el extremo 5' del pre-mRNA consiste en la incorporacion de una
7-metilguanosina a través de un enlace 5'-5' trifosfato. Este proceso, ilustrado en la Figura 1.6, protege
al mRNA de la degradacion por exonucleasas y facilita su reconocimiento por los ribosomas durante
la traduccion. Ademaés, el cap 5' participa en la regulacion de la estabilidad del mRNA y en su

exportacion eficiente desde el nucleo al citoplasma (Bentley, 2014).
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Figura 1.6. Proceso de capping en el extremo 5' del pre-mRNA, un paso esencial en el procesamiento co-
transcripcional del RNA.

El RNA naciente se muestra en verde, mientras que el GTP y el cap de guanosina (Gp) estan representados en azul. En
metazoos, la enzima de capping es bifuncional y posee actividades de trifosfatasa y guanililtransferasa, que eliminan el
grupo y-fosfato del transcripto naciente y transfieren un GMP desde el GTP dador, respectivamente. El dador de
metilos, S-adenosilmetionina (SAM), se convierte en S-adenosilhomocisteina (SAH) durante este proceso, lo que da
como resultado un cap de 7-metilguanosina (mostrado en rosa) que proteje el MRNA de endonucleasas (Bentley, 2014).

1.4.2 Corte y poliadenilacion en el extremo 3"

La poliadenilacion en el extremo 3' del pre-mRNA, ilustrado en Figura 1.7, implica el corte del
transcripto en una secuencia especifica, seguida de la adicion de una cola de poliadenosina
monofosfato (poli-A). Esta cola poli-A es fundamental para la estabilidad del mRNA, ya que protege
contra la degradacion enzimatica, y también mejora la eficiencia de la traduccion al facilitar la
circularizacion no covalente del mRNA vy la interaccion con los ribosomas. Asimismo, la
poliadenilacion influye en la exportacion del mMRNA al citoplasmay en la regulacion de su vida media

(Bentley, 2014).
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Figura 1.7. Poliadenilacion en el extremo 3' del pre-mRNA, un paso crucial en la maduracion, estabilidad y
exportacion del RNA mensajero al citoplasma.

El diagrama muestra cdmo el extremo 3' del pre-mRNA se forma mediante un proceso acoplado de corte y
poliadenilacion. El corte ocurre rio abajo de la secuencia consenso (AAUAAA), y es llevado a cabo por un complejo
multifactorial (representado en violeta). Este complejo incluye el factor de estimulacién de corte (CstF), el factor de
especificidad para el corte y la poliadenilacion (CPSF), que contiene la endonucleasa responsable del corte, y los
factores de corte 1 y Il (CFIm y CFlIm). La poli(A) polimerasa (PAP) agrega la cola de poli(A) al extremo 3'.
Adicionalmente, el esquema representa la accién de la exonucleasa de RNA 5'-a-3' XRN2, que degrada el RNA rio
abajo del sitio de corte y facilita la terminacion de la transcripcion. (Bentley 2014).
1.4.3 Splicing
El proceso de splicing es una etapa clave en la maduracion del pre-mRNA y se lleva a cabo de forma
mayormente co-transcripcional, es decir, mientras se produce la transcripcion por la RNA polimerasa
I1 (RNAPII). Este proceso implica la eliminacion de intrones (secuencias no codificantes) y la union
de exones, secuencias que quedaran representadas en el RNA maduro. El splicing es llevado a cabo
por el spliceosoma, un complejo ribonucleoproteico compuesto por pequefios RNAs nucleares
(snRNAs) y més de 150 proteinas asociadas. Los ShARNAs principales que participan en el spliceosoma
incluyen U1, U2, U4, U5 y U6, cada uno cumpliendo funciones especificas en el reconocimiento,

corte y empalme de los exones.
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El proceso de splicing, ilustrado en Figura 1.7, se inicia con ¢l reconocimiento del extremo 5’ del intron
por el SnRNP U1, que se une a la secuencia consenso GU presente en la mayoria de los sitios dadores
de splicing. Luego, U2 se asocia con la secuencia de ramificacion situada rio arriba del extremo 3’ del
intron, formando un lazo de estructura de lariat. Esta interaccion es fundamental, ya que la adenina
en el sitio de ramificacion juega un papel clave en la reaccion de corte y empalme. Una vez ensamblado
el spliceosoma completo, los snRNPs U4, U5 y U6 se unen, catalizando la escision del extremo 5° del
intrén y su unién al sitio de ramificacion, creando la estructura de lariat. Posteriormente, el extremo

3’ del intrén es cortado y los exones adyacentes se unen covalentemente (Bentley, 2014).
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Figura 1.8. Proceso de splicing durante la maduracion del pre-mRNA.

El diagrama muestra cdmo el proceso de splicing elimina un intron, en forma de un lariat, y liga los exones adyacentes
mediante dos reacciones de transesterificacion. Los elementos conservados intrénicos necesarios para el splicing estan
indicados en rojo. También se representan los ribonucleoproteinas nucleares pequefias (snRNPs) del spliceosoma U1,
U2, U4, U5y U6, junto con el factor auxiliar U2 (U2AF) necesarias para estos procesos. (Bentley 2014)

p Gl

El splicing alternativo, ilustrado en la Figura 1.9, es una variante de este proceso de splicing, que

permite la inclusion o exclusion selectiva de delimitados exones, lo cual contribuye significativamente
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a la diversidad del proteoma. Estos mecanismos aumentan ampliamente la capacidad génica
codificante en eucariotas, dando lugar a maltiples variantes de mMRNA provenientes de un solo gen.
Estos eventos ocurren cuando un sitio de splicing es ‘debil’, es decir suboptimo por tener una secuencia
parcialmente alejada del consenso, a diferencia de un sitio de splicing ‘fuerte’ que suele resultar en un
splicing constitutivo. Asi, un sitio débil o suboptimo, es usado en una proporcion menor al total de las
moléculas de pre-mRNA, generando diferentes proporciones de transcriptos de mMRNA maduro. Este
mecanismo es regulado por elementos en cis, como los “enhancers” y silenciadores exdnicos e
intronicos (ESE, ISE, ESS, ISS) del splicing, y por factores en trans, como las proteinas SR y hnRNPs,
que se unen a estas secuencias y modulan la inclusion o exclusion de exones (Marasco & Kornblihtt,
2023) (Hua et al., 2007).
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Figura 1.9. El proceso de splicing alternativo durante la maduracién del pre-mRNA.

(a) Un segmento de pre-mRNA con los elementos en cis que influyen sobre la inclusidn del exén tipo cassette (en rosa),
el cual presenta un sitio aceptor de splicing suboptimo. Flechas azules indican el efecto sobre el sitio aceptor, donde
los potenciadores de splicing exénico e intrénico (en azul) promueven la inclusion del exén, mientras que los
silenciadores de splicing exdnico e intrénico (en rojo) inhiben la inclusion del exén en el transcripto maduro.

(b) El diagrama ilustra el splicing constitutivo y cinco tipos de splicing alternativo. En la parte superior, se muestra el
splicing constitutivo que ocurre debido a la presencia de sitios de splicing 6ptimos. Sin embargo, también puede darse
en casos de sitios de splicing subdptimos si estdn asociados con ‘“enhancers" de splicing fuertes.
(Marasco y Kornblihtt, 2023)
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La regulacion del splicing es altamente dindmica y esta influenciada por varios factores, incluyendo la
velocidad de elongacién de la RNAPII y las modificaciones de la cromatina. Una elongacion mas lenta
de la polimerasa puede proporcionar una ventana de tiempo mayor para el reconocimiento y la unién
de los factores de splicing a sus sitios especificos en el pre-mRNA, promoviendo la inclusion de
exones. Por otro lado, un elongacion rapida puede favorecer la exclusion de exones débiles que no se
reconocen eficazmente en un periodo corto (Nogués et al., 2003). Este proceso no sélo aumenta la
diversidad de proteinas que una célula puede producir, sino que también juega un papel en la regulacion
de la expresién génica, adaptando la funcionalidad celular a diferentes contextos fisiologicos y de

desarrollo.

1.5 Organizacion de la cromatina y su papel en la regulacion génica
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Figura 1.10. Niveles de organizacion de la cromatina en interfase. Representacion esquematica que ilustra las
distintas capas de empaquetamiento del DNA en la cromatina.

De abajo hacia arriba: el DNA en su forma més simple, como una doble cadena (rojo) organizada en una estructura
helicoidal mediante el apareamiento complementario de nucledtidos; el DNA asociado a histonas (tambores amarillos)
para formar nucleosomas, que consisten en un octdmero de histonas alrededor del cual el DNA se enrolla 1.65 veces,
con un didmetro aproximado de 11 nm; los nucleosomas se asocian formando dominios cromatinicos de
aproximadamente 200 nm de diametro, mantenidos por la proteina cohesina; los dominios a su vez se asocian en
compartimentos cromatinicos. Como ejemplo, dos compartimentos, denominados A y B, se encuentran dentro de un
mismo territorio cromosomico. Cada cromosoma en interfase forma un territorio. Modificado de Maeshima et al.
(2021).
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La accesibilidad del DNA a los factores de transcripcion y a la RNA polimerasa Il depende de la
estructura de la cromatina, que influye directamente sobre la regulacion de la expresion génica. La
Figura 1.10 ilustra los niveles de organizacion de la cromatina que es una estructura compleja formada
por DNA y proteinas histonas, que permite empaquetar el material genético de manera eficiente dentro
del nacleo celular. La unidad fundamental de la cromatina es el nucleosoma, compuesto por un
octamero de histonas, dos copias de cada una de las histonas H2A, H2B, H3 y H4, alrededor del cual
se enrollan aproximadamente 147 pares de bases de DNA. Estos nucleosomas se conectan mediante
segmentos de DNA ‘linker’ y se organizan para formar estructuras de orden superior que regulan el
acceso al material genético (Maeshima et al., 2021).

Las colas N-terminales de las histonas se extienden hacia fuera del nucleosoma y son el blanco de las
modificaciones postraduccionales, como la acetilacion, metilacién, fosforilacion y otras. Estas
modificaciones pueden cambiar la carga de las histonas, lo que afecta la interaccion entre las histonas
y el DNAYy entre los nucleosomas. Por ejemplo, la acetilacion de las lisinas neutraliza la carga positiva
de las histonas, reduciendo la atraccion electrostatica entre las histonas y el DNA cargado
negativamente. Este proceso provoca un relajamiento de la cromatina, facilitando el acceso de los
factores de transcripcion y de la maquinaria de transcripcion al DNA, lo cual favorece la transcripcion

activa.

Estas modificaciones actlan como sefiales para el reclutamiento de factores que modifican la
cromatina y otros complejos reguladores, que pueden fortalecer o debilitar las interacciones entre los
nucleosomas y el DNA. Este control dindmico de la estructura de la cromatina es fundamental para la
regulacién de la expresion génica, ya que determina qué regiones del genoma estan accesibles para

ser transcriptas y cuales permanecen silenciadas (Venkatesh & Workman, 2015), (Zhou et al., 2011).

1.6 Modificaciones epigenéticas y sus implicaciones

Como se ha mencionado, las histonas son sujetas a diversas modificaciones postraduccionales,
incluyendo acetilacion, metilacion, fosforilacion, ubiquitinacion y SUMOQilacién, principalmente en
sus colas N-terminales. Estas modificaciones influyen en la estructura de la cromatina y, en
consecuencia, en la expresion génica. Como se menciond, la acetilacion de histonas, realizada por las
acetiltransferasas de histonas (HATS), lleva a una estructura de cromatina mas abierta y propicia para
la transcripcion. Por el contrario, las desacetilasas de histonas (HDACS) eliminan los grupos acetilo,
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resultando en la compactacion de la cromatina y la represion transcripcional (Bannister & Kouzarides,
2011).

Estas modificaciones y la estructura de la cromatina no sélo afectan la transcripcion, sino que también
impactan procesos co-transcripcionales, como el splicing alternativo, contribuyendo asi a la diversidad
proteica. A diferencia de las mutaciones que alteran la secuencia del DNA, las mutaciones o
desregulaciones que ocurren en los procesos epigenéticos son potencialmente reversibles, lo que las
convierte en blancos terapéuticos prometedores para el tratamiento de enfermedades epigenéticas. La
Figura 1.12 ilustra algunos mecanismos moleculares epigenéticos, su relacion con enfermedades, y

posibles blancos terapéuticos (Allis & Jenuwein, 2016).

Dentro de las desacetilasas de histonas se encuentran las sirtuinas, una familia de deacetilasas de
proteinas dependientes de NAD™, que desempefian roles cruciales en diversos procesos celulares. Estas
funciones abarcan desde el mantenimiento epigenético hasta la modulacion de respuestas al estrés, la

reparacion del dafio al DNA y la regulacion del metabolismo celular.

Entre las sirtuinas, SIRT6 se destacd inicialmente como un supresor de la inestabilidad gendmica. Esta
proteina nuclear, unida a la cromatina, “chromatin bound”, actiia principalmente como una
desacetilasa de histonas (HDAC), modulando el panorama epigenético celular en respuesta a la
disponibilidad de NAD". Su papel es fundamental en la regulacion de la respuesta metabdlica de la
célula, en el control de la senescencia celular, y la estructura telomérica mediante la desacetilacion de
la lisina 9 de la histona 3 (H3K9). En particular, se ha demostrado que SIRT6 reprime la actividad de
HIF-1a, un regulador critico en la respuesta al estrés nutricional de la célula, a través de la
desacetilacién de H3K9 en los promotores de genes relacionados con la glucélisis. En modelos de
ratones deficientes en SIRT6, se observan fenotipos de hipoglucemia letal, con niveles elevados de
captacién de glucosa incluso en condiciones normdxicas, es decir, con niveles normales de oxigeno,
un fendmeno similar al efecto Warburg observado en células tumorales. Este descubrimiento reveld
el rol de SIRT6 como un represor tumoral que regula la glucélisis en células cancerigenas. La ausencia
de SIRT6 promueve la tumorigenesis, mientras que la inhibicion de la glucolisis en células deficientes
en SIRT6 rescata el fenotipo tumorigénico. Estos descubrimientos, junto con la observacion de que
SIRTG6 esta desregulada en varios tipos de cancer, subrayan la importancia de mantener un estado

epigenético equilibrado mediante modificaciones cromatinicas para preservar la homeostasis celular
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y prevenir estados patologicos (Kugel & Mostoslavsky, 2014; Mostoslavsky et al., 2006; Zhong et al.,
2010).

La metilacion de histonas, otra modificacion clave, puede tener un efecto activador o represor sobre
la transcripcion, dependiendo del residuo de histona especifico y el estado de metilacion. Por ejemplo,
la trimetilacién de la lisina 4 en la histona H3 (H3K4me3) se asocia con transcripcion activa, mientras
que la trimetilacion de H3K9 y H3K27 se asocia con represion transcripcional y formacion de
heterocromatina. Estas modificaciones no sélo afectan la estructura de la cromatina, sino que también
actlan como sefiales para el reclutamiento de proteinas remodeladoras de cromatina y otros factores
reguladores, determinando la accesibilidad del DNA a la maquinaria transcripcional, ilustrado en la
Figura 1.11 (Allis & Jenuwein, 2016; Bannister & Kouzarides, 2011).

EHMT2, también conocida como G9a, es una metiltransferasa de histonas de la familia Su(var)-3-9,
que cataliza la mono- y di-metilacion de la lisina 9 de la histona 3 (H3K9). Esta enzima esta
involucrada en varios procesos celulares esenciales. La deplecion de G9a es letal durante el desarrollo
embrionario en ratones y provoca defectos graves en la diferenciacion de células embrionarias,

evidenciando que G9a es indispensable para el desarrollo embrionario adecuado.

Ademas, G9a se ha identificado como un componente clave en el mantenimiento de la pluripotencia.
En este contexto, G9a sinergiza con la metilacion del DNA para inducir la represion a largo plazo del
gen Oct-3/4, un regulador fundamental en la conservacion de la pluripotencia.

Por otro lado, otros factores como la proteina de heterocromatina 1 (HP1) son claves en la manutencion
del estado epigenético de la célula. HP1, involucrada en la manutencion de estados represivos de
cromatina, es reclutada a los sitios de metilacion de histonas tras la accion de G9a. A su vez, HP1
facilita el reclutamiento de las metiltransferasas de DNA (DNMT1), promoviendo la metilacion del

DNA y reforzando el efecto represivo sobre la expresion de sus genes target (Casciello et al., 2015).

Los trabajos de Fiszbein et al., 2016 demostraron la relacion entre esta metiltransferasa de histonas,
la diferenciacion neuronal y el splicing alternativo. G9a presenta dos isoformas generadas por la
inclusién o exclusion del exon 10 (+/—E10). La inclusion del exon 10 promueve la localizacion nuclear

de G9a, lo que incrementa los niveles globales de H3K9me2 sin afectar su actividad catalitica.

En estos estudios, se evidencid que la inclusién del exén 10 es indispensable para la diferenciacién

neuronal y que G9a regula el evento de splicing de su propio mMRNA para la inclusion del exon 10,
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estableciendo un bucle de retroalimentacion positiva que refuerza el compromiso celular hacia la

diferenciacion (Fiszbein et al., 2016).
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Figura 1.11. Niveles de organizacion de la cromatina en relacion con la transcripcion en células eucariotas.

En la parte superior, se muestra el DNA (linea negra) con su metilacion en residuos de citosina (esferas negras). La
presencia de metilacién "apaga" la transcripcién, mientras que su ausencia la activa. Los nucleosomas estan
representados como cilindros grises (histonas) envueltos en DNA. Las modificaciones de la cromatina se ilustran como
esferas de colores en las colas de las histonas; dependiendo del tipo de modificacién, estas pueden tener un efecto
inhibitorio (a la izquierda de la linea punteada) o activador (a la derecha). Las variantes de histonas se representan
como segmentos de colores distintos dentro de la estructura del octamero de histonas.

En el siguiente nivel, se observa la relacion entre la compactacion de la cromatina y la transcripcion. A la izquierda,
la cromatina compacta no permite la unién de la RNA polimerasa Il (RNAPII), mientras que a la derecha, el
espaciamiento laxo de la cromatina facilita la union de la RNAPII y de los factores de transcripcion.

En la parte inferior, se ilustra el empaquetamiento de la cromatina en niveles de organizacién superiores. A la
izquierda, la cromatina unida a la ld&mina nuclear es transcripcionalmente inactiva, mientras que a la derecha, la
cromatina activa est4 asociada con la RNA polimerasa Il. Los nucleosomas contienen modificaciones en las histonas,
lo que constituye la capa primaria de la estructura de la cromatina.

(Zhou et al., 2010)

Entre los ejemplos de mutaciones epigenéticas asociadas a enfermedades también se encuentran la
hipermetilacion del promotor del supresor de tumores Von Hippel-Lindau (VHL) en cancer renal y

del gen CDKN2A en varios tipos de tumores. La hipermetilacion de promotores puede interrumpir la
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regulacion transcripcional mediada por factores regulatorios, como los microRNAs, lo que resulta en
la sobrerregulacion de blancos oncogénicos, como BCL-6. Este proceso contribuye a la activacion
constitutiva de rutas de sefializacion que promueven actividades invasivas y metastasicas (Baylin &
Jones, 2011).

El término hipermetilacion del promotor generalmente hace referencia a modificaciones epigenéticas,
como la metilacion del DNA en residuos de citosina. Sin embargo, estas modificaciones del DNA y
de las histonas suelen actuar en conjunto como previamente mencionado donde marcas epigenéticas
como H3K9me o H3K27me3 pueden reclutar metiltransferasas de DNA (DNMTSs), que refuerzan
estados de cromatina represivos, interrumpiendo asi la regulacion transcripcional dependiente de

factores regulatorios (Rose & Klose, 2014)
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Figura 1.12. Caracteristicas moleculares distintivas del control epigenético, su relevancia médica y su potencial
como blanco terapéutico.

En el centro del circulo (en violeta) se representan los mecanismos epigenéticos clave, como la metilacion del DNA,
las modificaciones de histonas, entre otros, junto con sus factores asociados, indicados en el circulo marrén. Fuera
del circulo se detallan los procesos relacionados con enfermedades causadas por la desregulacion de los componentes
epigenéticos. Ademads, en los recuadros grises, se sefialan los posibles blancos terapéuticos para intervencion
farmacoldgica, destacando su potencial para revertir dichas desregulaciones epigenéticas. (Allis y Jenuwein, 2016)
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1.7 El rol de la elongacion de RNAPII en el splicing alternativo

La relacion entre la elongacion transcripcional y el procesamiento del transcripto ocurre a través del
acoplamiento entre estos dos eventos. Evidencias como las micrografias electronicas de embriones de
Drosophila (Figura 1.5) han demostrado que el procesamiento del transcripto puede comenzar incluso
antes de que la transcripcidn haya finalizado, ocurriendo de manera co-transcripcional y formando los
caracteristicos ‘loops’ en el transcripto naciente. Ademas, trabajos como el de Hagen Tilgner han
reforzado esta idea, mostrando que la mayoria de los eventos de splicing ocurren de forma co-
transcripcional en humanos (Naftelberg et al., 2015; Tilgner et al., 2012).

Existen dos modelos de acoplamiento que explican la relacion entre el splicing alternativo y el proceso
de transcripcion. EI modelo de reclutamiento que propone que los factores de splicing son reclutados
a sitios transcripcionales via el dominio C terminal (CTD) de la RNA Pol Il y que el acoplamiento es
mediado por modificadores de la cromatina y coactivadores transcripcionales. EI segundo modelo, el
modelo cinético, propone que la velocidad de la elongacion afecta la disponibilidad de los sitios de
splicing en el RNA naciente. Segun el modelo cinético la elongacion transcripcional mediada por la
RNA polimerasa Il (RNAPII) es un paso esencial en la expresion génica, ya que determina la velocidad
con la que se transcribe el pre-mRNA y en consecuencia afecta su procesamiento.

Por lo tanto, la velocidad de elongacion desempefia un papel en la regulacién de un subconjunto de
eventos de splicing alternativo, ya que influye en la exposicion de los sitios de splicing y en la
capacidad de los factores de splicing para reconocer y unirse a estos sitios. Una transcripcion mas lenta
incrementa el tiempo durante el cual los sitios de splicing estan disponibles, favoreciendo la inclusion
de ciertos exones. Por el contrario, una elongacion mas rapida reduce este tiempo y puede llevar a la
exclusion de los mismos exones (Fong et al., 2014; Kornblihtt et al., 2013; Naftelberg et al., 2015;
Nogués et al., 2003).

1.7.1 Exones Tipo 1y Tipo 2
En el contexto del splicing alternativo, los exones se clasifican en dos tipos segun su respuesta a la

velocidad de elongacion de la RNAPII:

Exones Tipo 1: Estos tipos de exones, ilustrados en Figura 1.13, comprenden la mayoria de los exones
sensibles a la velocidad de elongacion de la RNA Pol II, suelen tener un sitio de splicing débil en el
extremo 3'y un sitio fuerte en el extremo 5'. La elongacion lenta de la RNAPII permite una mayor
ventana temporal para que los factores de splicing reconozcan el sitio de splicing débil en el 3' del
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exon, lo que favorece su inclusion. Sin embargo, cuando la RNAPII se mueve rapidamente, no da
suficiente tiempo para que el sitio debil sea reconocido, y el spliceosoma tiende a usar el sitio fuerte
rio abajo, lo que resulta en la exclusion del exon. Este comportamiento muestra como la velocidad de
elongacion de la RNAPII afecta la capacidad de reconocer exones con sefiales débiles (de la Mata et
al., 2003).
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Figura 1.13. Exon Tipo I.

Representacion esquematica de cdmo la eleccion de splicing alternativo depende de la elongacién de la RNA
polimerasa Il mediante un mecanismo de acoplamiento cinético. La RNAPII se representa en verde, la cromatina
compuesta de DNA y histonas en celeste, el sitio 3’ de splicing débil (3°SS) en rojo y el sitio 3’ de splicing fuerte en
azul. Las flechas negras indican los dos posibles mecanismos de splicing dependiendo de la velocidad de elongacion
de la RNAPILI.

A la izquierda, una elongacién rapida resulta en la exposicidn simultanea de la maquinaria de splicing al sitio débil
(rojo) y al sitio fuerte (azul) de splicing, donde la competencia para el reclutamiento de factores de splicing (ovales
violeta, azul y verdes) da lugar al salteado del exdn mas débil (rectdngulo naranja). A la derecha, una elongacion lenta
de la RNAPII favorece el reclutamiento de la maquinaria de splicing al exén mas débil, lo que resulta en la inclusion
del exén. (De Luco et al., 2011).

Exones Tipo 2: A diferencia de los exones tipo 1, los exones tipo 2 generalmente tienen dos sitios de
splicing fuertes, pero estan regulados por factores de splicing negativos como, por ejemplo, hnRNP

A1/A2. En este caso, una elongacion rapida de la RNAPII no permite suficiente tiempo para que el
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factor inhibidor se una al sitio especifico en el pre-mRNA, lo que lleva a la inclusion del exon. Sin
embargo, cuando la elongacion es lenta, el factor inhibidor puede unirse a su sitio blanco en el pre-
MRNA, desplazando a factores de splicing positivos, lo que resulta en la exclusion del exdn. El exon
9 del gen CFTR es un ejemplo de exdn tipo 2 (Dujardin et al., 2014). Este tipo de exones ha sido
identificado en estudios de todo el genoma (Fong et al., 2014; Muiioz et al., 2009).

1.8 Modificaciones de cromatina y cinética transcripcional

La cinética de elongacion de la RNAPII y las modificaciones de cromatina estan estrechamente
interrelacionadas y juntas desempefian un papel fundamental en la regulacion del splicing alternativo.
Las modificaciones de cromatina afectan directamente la velocidad de elongacion de la RNAPII y la
accesibilidad de los sitios de splicing. En un estado de cromatina abierta, facilitado por la acetilacion
de histonas, la RNAPII puede transcribir con mayor eficacia y a una velocidad mas rapida, lo que
favorece la exclusion de exones tipo 1 y la inclusion de exones tipo 2. Por el contrario, cuando la
cromatina estd mas compacta debido a modificaciones como la metilacion de histonas o la
desacetilacion de las mismas, la velocidad de elongacion de la RNAPII disminuye, lo que favorece la
inclusion de exones tipo 1y la exclusion de exones tipo 2. En el caso del exon 18 del gen NCAM , un
exon de tipo 1, la depolarizacion de células neuronales resulta en el salteado de este exdn debido a una
hiper acetilacion (H3K9ac) en una region interna del gen, alrededor del exdn alternativo (Schor &
Kornblihtt, 2009).

Se ha demostrado que la modificacion de la cromatina mediante inhibidores de desacetilasas de
histonas (HDACI) o inhibidores de metiltransferasas puede alterar la dinAmica de elongacién de la
RNAPII. Por ejemplo, los inhibidores de HDAC, como la tricostatina A (TSA) aumentan la acetilacion
de histonas, promoviendo un estado de cromatina mas abierto que facilita la elongacién de la RNAPII
y que, en consecuencia, puede apoyar la inclusion de exones tipo 2. Estos estudios demuestran cdmo
la manipulacién del estado de la cromatina, junto con la regulacion de la velocidad de elongacion de
la RNAPII, puede tener un impacto significativo en la regulacion del splicing alternativo y en la
generacion de diversidad transcripcional y por lo tanto en la respuesta bioldgica como diferenciacion
celular (Schor & Kornblihtt, 2009).

1.9 Atrofia muscular espinal (AME)
La atrofia muscular espinal, AME, (SMA en inglés por spinal muscular atrophy) es una enfermedad

neurodegenerativa grave y progresiva que se manifiesta principalmente desde una temprana edad,

37



caracterizada por la pérdida de funcionalidad de motoneuronas y la subsiguiente atrofia del mdsculo
esquelético. Es una enfermedad autosémica recesiva causada por mutaciones de pérdida de funcion o
deleciones en el gen SMN1, que codifica la proteina SMN (por survival of motoneurons), donde
"autosdémica recesiva" se refiere a la transmision de la enfermedad en la cual el paciente afectado debe
haber heredado los dos alelos no funcionales del gen SMN1, uno de cada progenitor. Esta proteina es
crucial para la supervivencia de las motoneuronas y el mantenimiento sinaptico, entre otras funciones
celulares. (Hua et al., 2007)

En particular la proteina SMN esta involucrada en multiples procesos celulares esenciales, como el
ensamblaje del spliceosoma y la biogénesis de sSnRNPs (small nuclear ribonuclear proteins) que son
componentes clave de la maquinaria de splicing. Es una proteina que se encuentra en ambos el ndcleo
y citoplasma y es particularmente importante en axones, dendritas y sinapsis donde su expresion es
alta durante el desarrollo y disminuye en el sistema nervioso central en etapas adultas. Cumple un
papel clave en la regulacién de la traduccion de proteinas donde se asocia con ribosomas y regula la
disponibilidad de estos para la traduccién de RNA mensajeros. Es fundamental para la polarizacion y
maduracion de motoneuronas durante el desarrollo y también para su funcion en etapas adultas.
También desempefia un rol en la regulacion del citoesqueleto celular mediante su interaccion con
actinay microtibulos, destacando su importancia en la morfologia y funcién celular. Esta amplia gama
de funciones explica porqué las motoneuronas son particularmente susceptibles a la perdida de SMN,

lo cual resulta en el desarrollo de la atrofia espinal muscular (Chaytow et al., 2018).

El genoma humano contiene una copia casi idéntica de SMN1, el gen SMNZ2, también de
aproximadamente 30 kpb de longitud y localizada en el cromosoma 5, cuya secuencia difiere en
alrededor de 11 nucledtidos de la del gen SMN1. Como ambas copias son capaces de codificar una
proteina SMN funcional, tedricamente SMN2 podria compensar la pérdida de SMN1. Sin embargo,
una diferencia critica de nucleétido, una mutacion de C a T en el exon 7 de SMN2 (Monani, 2000),
resulta en un alto porcentaje de exclusion de este exdn en sus transcriptos. El salteado del exon 7 da
lugar a una proteina SMN truncada e inestable, que se degrada rapidamente, incapaz de cumplir con
su funcion. Como resultado, SMN2 no logra compensar adecuadamente la pérdida de SMN1. Aunque
se genera aproximadamente un 20% de proteina SMN de longitud completa a partir de SMN2, esta
cantidad es suficiente para que el embarazo llegue a término y los afectados nazcan, pero su

supervivencia sin tratamiento, en el caso de la forma mas grave de la enfermedad, se limita a los
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primeros meses de vida, a menos que sean asistidos con ventilacion mecanica. La gravedad de la

enfermedad depende de la cantidad de proteina SMN intacta que se produce (Hua et al., 2007).

1.10 Rol del numero de copias de SMN2 en la gravedad de la enfermedad

El nimero de copias de SMN2 en el genoma es uno de los factores mas importantes que influye en la
gravedad de la AME. La variabilidad en el nimero de copias de SMN2 esta estrechamente relacionada
con la severidad del fenotipo clinico, y esta correlacion es crucial para clasificar los diferentes tipos de
AME. AME tipo 0 es la forma mas severa de la enfermedad, caracterizada por una sola copia del gen
SMNZ2, la manifestacién prenatal de los sintomas, la necesidad de soporte respiratorio desde el
nacimiento, y una expectativa de vida, sin tratamiento, menor a 6 meses.

En individuos con AME tipo I, la forma mas comudn de la enfermedad, generalmente se encuentran
solo 2 copias de SMN2. Esto resulta en una produccion minima de proteina SMN, sintomas tempranos
y potencialmente mortales, y una expectativa de vida, sin tratamiento, menor a 2 afios. Los pacientes
con AME tipo | no pueden sentarse ni pararse. En los pacientes con AME tipo I, generalmente se
observan 3 copias de SMN2, lo que da lugar a una manifestacion de la enfermedad de gravedad
intermedia. Estos pacientes pueden retener algo de funcién motora y logran sentarse, pero no pueden
pararse ni caminar. En este grupo, los sintomas suelen manifestarse entre los 6 y 18 meses de vida, con
una longevidad mas prolongada en comparacion con los pacientes de tipo I, alcanzando una sobrevida
de 10 a 40 afos. Los pacientes con AME tipo Il y tipo IV presentan sintomas mas leves. En el caso
de AME tipo 11, suelen tener entre 3 'y 4 copias de SMN2, lo que les permite mantener una funcién
motora mas preservada. En AME tipo 1V, los pacientes presentan mas de 4 copias de SMN2, lo que

contribuye a un inicio mas tardio de los sintomas y a una mayor expectativa de vida (Butchbach, 2016).

1.11 Terapias dirigidas a SMN2 para promover la inclusion del exén 7 en el mMRNA maduro

La importancia de SMN2 en la compensacion de la deficiencia de SMN1 ha motivado el desarrollo de
estrategias terapéuticas dirigidas a aumentar la inclusion del exén 7 de SMN2 en el mMRNA maduro y
la produccion de proteina SMN funcional. Una de estas estrategias es el uso de oligonucledtidos
antisentido (ASO), como nusinersen cuyo nombre comercial es Spinraza. Nusinersen, descubierto y
desarrollado por el Dr. Adrian Krainer, es el primer farmaco aprobado por la FDA de los EE.UU. para
el tratamiento de la AME; el mecanismo se ve ilustrado en Figura 1.14. Nusinersen actua sobre el pre-
MRNA de SMN2, bloqueando un silenciador intronico del splicing localizado en el intrén 7 que impide
la inclusion del exon 7. Este tratamiento facilita la inclusidn de este ex6n, mejorando la produccion de

proteina SMN de longitud completa y compensando parcialmente la falta de SMN1. Desde 2016,
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nusinersen se aplica por inyeccion intratecal, es decir por puncién lumbar en el liquido
cefalorraquideo, con notables mejoras en la sobrevida y parametros neuromusculares de los pacientes.
Hasta el presente mas de 14.000 afectados de distintos tipos de AME han sido tratados con nusinersen

en todo el mundo.

(https://www.spinraza.com/content/dam/commercial/spinraza/careqgiver/en us/pdf/getting-

acquainted-adult-brochure.pdf)

El grado de inclusion del exon 7 de SMN2 esta regulado por dos secuencias blanco de factores de
splicing. La primera es un "enhancer" del splicing exdnico (ESE) que une el factor de splicing SRSF1
(antiguamente conocido como SF2/ASF) en el exdn 7, favoreciendo su inclusién. La segunda es un
"silencer" del splicing intronico (ISS) presente en el intrén 7, que une los factores de splicing negativos
hnRNPAL/A2 y favorece la exclusion del exdn. La mutacion disruptiva C-T del ESE presente en el

gen SMN2 altera el balance de splicing hacia la exclusion del exon 7.

Por otro lado, el ASO Spinraza/nusinersen al aparearse por complementariedad de bases con la
secuencia de union de hnRNPA1/A2, a través de una inhibicion estérica, bloquea la unién de este
factor negativo de splicing. Esto restaura el balance del evento de splicing de SMN2, favoreciendo la
inclusién del exon 7. Estos enfoques terapéuticos han mostrado resultados prometedores al restaurar
la produccion de proteina SMN funcional en los pacientes con AME, mejorando la salud y la calidad

de vida de estos pacientes (Hua et al., 2007).
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Figura 1.14. Representacion esquematica del mecanismo de splicing alternativo en la atrofia muscular espinal
(AME).

A la izquierda, se muestra un fragmento del gen SMNL1. Los exones 6 y 8 estan representados como rectangulos grises,
el exdn 7 en verde, y las lineas negras representan los intrones flanqueantes. EI mecanismo normal de expresion de
este gen consiste en la transcripcion de DNA a pre-mRNA (con exones e intrones), el splicing de los intrones (dejando
solo los exones en el MRNA maduro), y la posterior traduccion del mRNA a proteina SMN (esferas verdes).

Una X roja representa una pérdida de funcién causada por una lesion o mutacién que impide que el gen SMN1 se
transcriba a pre-mRNA. Como consecuencia, los mecanismos rio abajo, como el splicing del pre-mRNA o la traduccién
del mMRNA maduro a proteina SMN, no ocurren.

En el recuadro central, se representa el gen SMN2, que es casi idéntico al gen SMN1, excepto por mutaciones puntuales
en el exén 7 (rectangulo violeta). Estas mutaciones generan un desbalance en el splicing alternativo hacia la exclusion
del exén 7 debido a la unidn del factor de splicing hnRNP A1/A2 (en naranja) a su sitio blanco en el intrén 7 del pre-
mRNA, lo que inhibe la inclusion del exon 7 de SMN2. Esto da lugar a que la mayoria (80%) de las proteinas
producidas por el gen de SMN2 carezcan del exon 7, resultando en proteinas truncadas e inestables (esferas grises
rotas). Solo el 20% de las proteinas SMN producidas incluyen el exén 7 y son de longitud completa.

A la derecha, se muestra el gen SMN2 tratado con el ASO Spinraza/nusinersen. Este ASO se une al pre-mRNA en el
sitio blanco del factor inhibitorio de splicing hnRNP A1/A2, bloqueando su unién. Esto cambia el balance del splicing
alternativo hacia una mayor inclusion del exén 7 en el mRNA, lo que resulta en una mayor cantidad (80%) de proteinas
SMN full length y funcionales derivadas del gen SMN2.

Otra estrategia aprobada por la FDA en el tratamiento de la atrofia muscular espinal es el farmaco
Risdiplam, que, a diferencia del ASO, es una molécula pequefia que promueve la inclusion del exdn
7 de SMNZ2, pero cuyo mecanismo no esta del todo elucidado. Se sabe que el Risdiplam estabiliza el
complejo formado por los SnRNP U1l y el sitio 5' de splicing (5'ss) del exdn 7 de SMN2. Lo que no
queda claro es por qué esta molécula es tan especifica para el exdn 7 de SMN2, en comparacion con
otros exones del genoma humano. Se ha sugerido que la especificidad de Risdiplam en promover la
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inclusion del exon 7 de SMN2 se debe a la unidn de la molécula a un segundo sitio blanco de RNA en

el exdn 7 (Ishigami et al., 2024).

Cabe reflexionar que el tratamiento con nusinersen no es, en términos estrictos, una terapia génica, ya
que ni se corrige al gen afectado ni se agrega a las células del paciente copias del gen sano. Es en
consecuencia una terapia por oligonuclétidos antisentido correctores del splicing. No obstante, se han
desarrollado estrategias terapéuticas claramente identificadas como terapia génica, donde se introduce
una copia funcional del gen SMN1 mediante infeccion con un adenovirus asociado (AAV), que
reemplaza la falta de SMN1 enddgeno lesionado y produce proteina SMN intacta y funcional. Este
tipo de terapia, comercializada bajo el nombre de Zolgensma y aprobada por la FDA, utiliza un DNA
de cadena simple de SMN1 introducido a través de un vector viral AAV9. Este vector reemplaza el
gen SMN1 funcional con un DNA episomal que incluye su propio promotor. Zolgensma esta aprobado
para el tratamiento de todos los tipos de AME en pacientes menores de 2 afios. Consiste en una sola
inyeccion intravenosa de efecto sistémico. Sin embargo, estd asociada a efectos adversos mas graves
que las otras terapias descriptas y puede causar insuficiencia hepatica aguda, respuesta inmunolégica
sistémica, recuento bajo de plaquetas (trombocitopenia), 0 microangiopatia tromboética. A diferencia
de las terapias con moléculas pequefias 0 ASOs, que requieren readministracion recurrente, Zolgensma
es una terapia permanente. Sin embargo, también es la terapia méas cara en el mercado, con un costo

de mas de 2 millones de dolares por dosis. (https://www.curesma.org/zolgensma/)

1.12 Cromatina y regulacion transcripcional del splicing del exén 7 de SMN2

En los estudios experimentales realizados por Marasco et al. (2022) demostramos que la velocidad de
elongacion de la RNAPII afecta significativamente la inclusion del exén 7 de SMN2, y han permitido
clasificarlo como un exo6n de tipo 2, ya que su inclusién depende del tiempo de exposicién de la
secuencia reguladora a los factores de splicing, particularmente los factores negativos como hnRNP
Al1/A2. Los experimentos utilizando mutantes de RNAPII lentos mostraron una disminucién en la
inclusion del exdn 7, mientras que los mutantes de RNAPII rdpidos favorecieron su inclusion. Estos
resultados destacan la importancia de la modulacion de la velocidad de elongacion de la RNAPII como
una estrategia terapéutica potencial para mejorar la inclusion del exén en enfermedades como la atrofia

muscular espinal (AME).

En el estudio de Marasco et al. (2022) investigamos este mecanismo utilizando una mutante lenta de

RNAPII resistente a alfa-amanitina y una RNAPII ‘wild type’ (WT) también resistente a alfa-
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amanitina. Mediante el tratamiento de las células con alfa-amanitina para inhibir la RNAPII endogena,
el experimento garantizé que solo se produjeran transcriptos generados por la RNAPII transfectada
(ya fuera la mutante lenta o la WT). Los resultados mostraron que la mutante lenta de la RNAPII
disminuyd la inclusion del exdn 7 de SMN2, lo que concuerda con la clasificacion del exdn 7 como
exon de tipo 2. Al reanalizar datos de RNA-seq de mutantes de RNAPII rapidas y lentas generados
por Fong et al. (2014), corroboramos que la mutante lenta de la RNAPII redujo la inclusion del exon

7 de SMN2, mientras que la mutante rapida la aumento.

La capacidad de manipular estos procesos ofrece una via potencial para terapias dirigidas a
enfermedades relacionadas con el splicing alternativo, como la atrofia muscular espinal (AME), donde
la regulacion precisa del exon 7 de SMN2 es crucial para la produccién de la proteina funcional SMN.
Este estudio respaldd el potencial terapéutico de modular la velocidad de la RNAPII para favorecer la
inclusion del exén 7 y la produccién de proteina SMN, proporcionando una base para combinar la
modulacion de la cromatina con tratamientos de ASO existentes para lograr una respuesta mas

efectiva, ilustrado en Figura 1.15 (Marasco et al., 2022).
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Figura 1.15. Representacion esquemética de la influencia del estado de la cromatina en la velocidad de elongacion
de la RNA polimerasa |1 y su efecto en la inclusién del exén 7 de SMN2.

Racional del uso de inhibidores de HDAC, como el acido valproico (VPA), para abrir la cromatina, aumentar las tasas
de elongacion de la RNA pol 11 y favorecer la inclusion del exon 7 de SMN2 (E7).

En el recuadro superior, se observa una cromatina compacta (esferas rojas) con la RNA polimerasa 1l (RNAPII)
representada en azul, transcribiendo lentamente. A la derecha, un fragmento del pre-mRNA del gen SMN2 muestra el
exon 7 (rectangulo violeta), los exones flanqueantes (rectangulos grises) y los intrones (lineas negras). La flecha roja
indica que, en este caso, la transcripcion lenta de la RNAPII favorece la exclusion del exdn alternativo E7 (violeta).
En el recuadro inferior, el tratamiento con inhibidores de HDAC (HDACI) como el acido valproico (VPA) resulta en
una cromatina mas laxa, con una conformacién abierta. Aqui, las histonas acetiladas se representan como esferas
verdes, y el DNA (lineas negras) esta mas expuesto. La RNAPII (en azul) transcribe a una velocidad mayor, lo que
favorece la inclusion del exdn alternativo E7 (violeta), como se indica con una flecha verde.
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1.13 Justificacion para la terapia combinada del ASO nusinersen y modulacion de la cromatina
La combinacion de terapias con oligonucleétidos antisentido (ASQOs), como nusinersen, y la
modulacion de la cromatina ha emergido como una estrategia prometedora para mejorar la inclusion
del exdn 7 de SMN2, una alteracion clave en la atrofia muscular espinal (AME). Como se menciono,
nusinersen se une al intron 7 de SMN2, bloqueando la union de los factores de splicing inhibidores
hnRNPA1/A2 y promoviendo la inclusion del exdn 7. Sin embargo, los ASOs pueden tener efectos
secundarios en la cromatina que interfieren con este proceso. Como demostramos en el estudio de
Marasco et al. (2022), el ASO1 induce marcas de histonas represivas, como H3K9me2, que
promueven un estado de cromatina compacta. Esto resulta en un obstaculo transcripcional que
enlentece la elongacién de la RNAPII, contrarrestando parcialmente los efectos beneficiosos de

nusinersen.

Este descubrimiento subray6 la importancia de la elongacion de la RNAPII en el splicing alternativo
del exon 7 de SMN2. Dado que el exon 7 de SMN2 es un exdn tipo 2, una elongacion rapida de la
RNAPII favorece la inclusion de este exon, mientras que la elongacién lenta facilita su salteado. Las
modificaciones cromatinicas que afectan la velocidad de elongacion de la RNAPII, como las mediadas
por marcas represivas de histonas, pueden, por lo tanto, interferir con el equilibrio de splicing de este

exon.

Sobre la base de estos resultados propusimos una terapia combinada ilustrada en Figura 1.16, que
incorporaba inhibidores de histona desacetilasa (HDACIs) como el &cido valproico (VPA) junto con
los ASOs. Los HDACIs promueven la acetilacion de histonas, lo cual abre la cromatina y facilita la
elongacion de la RNAPII. Al combinar el tratamiento con ASOs y HDACIs, demostramos que se
elimina el estado represivo de cromatina inducido por los ASOs, permitiendo que la RNAPII avanzara
de manera mas eficiente a través del exon 7 de SMN2. Esta combinacion no s6lo mejord la inclusion

del exdn 7, sino que también aumento la produccidn de proteina SMN funcional (Marasco et al., 2022).
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Figura 1.16. Representacion esquematica del estado de la cromatina tras el tratamiento con ASO1 y con inhibidores
de desacetilasas de histonas (HDACI).

Se ilustra el efecto del tratamiento con ASO1 (nusinersen) sin y con HDACI sobre la cromatina y la inclusion del exon
7 de SMN2 (E7), como se describe en Marasco et al. (2022).

En ausencia de HDACI (izquierda), ASOL1 tiene dos acciones: a nivel del pre-mRNA desplaza a los factores negativos
del splicing hnRNP A1/1 promoviendo la inclusién del exén 7 (flecha verde), mientras que a nivel de la cromatina
promueve la metilacion de la histona H3 en su lisina 9, lo cual contribuye a inhibir la inclusion del exén 7 por generar
un blogueo a la RNA polimerasa Il (flecha roja), En presencia de HDACi como VPA o TSA (derecha), el efecto sobre
el pre-mRNA persiste pero la apertura de la cromatina causada por mayor acetilacion de histonas libera el bloqueo y
una mayor elongacién contribuye a mayor inclusion del exén 7 (dos flechas verdes frente a una verde y una roja en la
situacion de la izquierda).

La potenciacion del efecto de nusinersen fue observada tanto en cultivos celulares como en modelos
murinos de AME. En los experimentos con ratones, se observo una mayor sobrevida en los animales
tratados con ASO1 y HDACI juntos, en comparacion con ambos tratamientos por separado, lo que los
asemeja mas a un raton wild type que carece de la enfermedad. Ensayos de ganancia de peso y pruebas
neuromusculares también demostraron una eficacia superior con el tratamiento combinado, en
comparacion con los tratamientos individuales. Es importante recalcar que, en el caso de los ratones
tratados s6lo con HDACI, estos murieron a los 7 dias de haber nacido, al igual que los ratones tratados
con solucion salina (control negativo), ya que este tratamiento por si solo no es suficiente para mejorar
la enfermedad. Sin embargo, con una sola administracion combinada de ASO1 y HDACI, la mejoria
en los animales fue muy evidente en comparacion con los tratamientos individuales (Marasco et. al,
2022).
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La combinacion de ASOs con moduladores cromatinicos ofrece una via prometedora para superar los
obstaculos inducidos por los efectos cromatinicos adversos y potenciar la terapia dirigida al exén 7 de
SMN2. Este enfoque integrador subraya la importancia de la dinamica de la cromatina y como esta
puede influir en el splicing alternativo, abriendo nuevas oportunidades para tratamientos de

enfermedades relacionadas con la regulacion transcripcional.

2.1 CRISPR-Cas9 y sus aplicaciones en la regulacion génica

El sistema CRISPR-Cas9, inicialmente descubierto como un mecanismo inmunoldgico adaptativo en
bacterias, ha evolucionado hasta convertirse en una herramienta poderosa para la edicion génica. Esta
tecnologia permite modificaciones precisas en las secuencias de DNA, facilitando el estudio y el
tratamiento potencial de diversas enfermedades genéticas. Este sistema consta de dos componentes:
una endonucleasa llamada Cas9, por CRISPR-associated-protein, que corta la doble hélice de DNA 'y
una RNA guia (gRNA) que contiene: un segmento de 20 nucledtidos que se unen por
complementariedad al sitio blanco de DNA y una estructura secundaria que une especificamente a la
Cas9. Una vez que el gRNA se aparea con el sitio blanco de DNA, la Cas9 es reclutada donde genera
un corte de la doble cadena de DNA, Figura 1.17. (Anders et al., 2014).

2.2 Descubrimiento y evolucion de CRISPR-Cas9

Las repeticiones palindromicas cortas agrupadas y regularmente interespaciadas (CRISPR) fueron
identificadas por primera vez en el genoma de Escherichia coli en 1987 por el investigador japonés
Yoshizumi Ishino. Inicialmente, su funcién era desconocida. El descubrimiento funcional de CRISPR
se atribuye al investigador espafiol Francisco Martinez Mojica, de la Universidad de Alicante, quien
encontrd estructuras similares en el genoma de la arquea Haloferax mediterranei. La presencia de
estas estructuras en dos dominios evolutivamente distantes sugirié la importancia funcional de los
elementos CRISPR.

Mojica observé similitudes entre los elementos descriptos en arqueas y las repeticiones de DNA en
genomas bacterianos, siendo uno de los primeros en hipotetizar que estos loci incluian fragmentos de
DNA foréneo y que eran parte de un sistema inmune en bacterias y arqueas. En 2003, Mojica descubrid
que las bacterias contenian fragmentos del genoma de virus que las hacian resistentes a infecciones.
Estas secuencias, caracterizadas por ser palindromicas, repetidas y espaciadas regularmente, fueron

interpretadas como un sistema de defensa de los organismos procariotas frente a infecciones virales.
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Inicialmente, se asumid que estos sistemas funcionaban mediante un mecanismo de RNA de
interferencia. Sin embargo, Marraffini y Sontheimer demostraron que el blanco de la respuesta
inmunoldgica procariota era el DNA foraneo y no el mMRNA. En 2005, se confirmd que las secuencias
CRISPR formaban parte de un sistema inmunolégico adaptativo en bacterias y arqueas, donde
almacenan segmentos de DNA viral para reconocer y defenderse contra futuros ataques virales.

Estos descubrimientos sentaron las bases para el desarrollo de CRISPR-Cas9 como una herramienta
de edicidn génica, ilustrado en Figura 1.17. En 2012, las investigadoras Emmanuelle Charpentier y
Jennifer Doudna desarrollaron un método revolucionario que utilizaba el sistema CRISPR-Cas9 para
cortar el DNA en sitios especificos, permitiendo ediciones precisas, dando lugar al término “tijeras
genéticas”. Estos hallazgos fueron seguidos por el laboratorio de Feng Zhang que publico el primer
protocolo completo que describia como utilizar esta herramienta de principio a fin para la modificacion
génica en células en cultivo (Ran et al., 2013). Estos avances abrieron nuevas fronteras en la
biotecnologia y la medicina, llevando a la rapida adopcion de CRISPR como una poderosa herramienta
de edicidn génica. Por este logro, Charpentier y Doudna recibieron el Premio Nobel de Quimica en
2020. (Gostimskaya, 2022; Jinek et al., Science 2012).
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Figura 1.17. Representacion esquematica del sistema CRISPR-Cas9 y su mecanismo de accion.

El sistema CRISPR-Cas9 utiliza la nucleasa Cas9, dirigida por un RNA guia (QRNA), para localizar y realizar un corte
en la doble hélice de DNA mediante complementaridad de bases. En la figura de arriba, la endonucleasa Cas9 se
representa en grisy el DNA de doble cadena en azul.

El sistema CRISPR-Cas9 funciona con RNAs guia (gRNA). La porcién de la guia que se aparea con la secuencia del
sitio blanco del DNA gendmico por complementaridad de bases esta representada en rosa. La porcion de la guia que
reconoce y se une a la proteina Cas9, en naranja. Esto permite que la nucleasa Cas9 se cargue en la regién blanco y
genere un corte en la doble cadena del DNA justo antes de la secuencia de 3 nucleétidos conocida como PAM.
figura disponible en: https://www.novohelix.com/molecular%20biology/crispr-tools

2.3 Impacto de las herramientas CRISPR en la medicina

El advenimiento de las tecnologias basadas en CRISPR ha revolucionado el potencial de la terapia
génica. En particular, la FDA aprobd en diciembre de 2023 la primera terapia basada en CRISPR,
denominada Casgevy, para el tratamiento de la anemia falciforme.

La anemia falciforme es una enfermedad autosémica recesiva causada por una mutacién puntual en el
gen que codifica la hemoglobina (HBB), lo que resulta en la malformacion de los glébulos rojos y
limita la capacidad de transporte de oxigeno a los tejidos del cuerpo. Casgevy es una terapia génica
que utiliza CRISPR/Cas9 para modificar ex vivo las células madre hematopoyéticas de los pacientes.
Esta modificacion se realiza en el gen BCL11A, un factor de transcripcion que reprime la expresion de
la gamma-globina (y-globina) y la hemoglobina fetal (HbF) en las células eritroides.

Una vez modificadas, las células son trasplantadas de vuelta en el paciente, donde se integran en la

médula 6sea y aumentan la produccion de hemoglobina fetal (HbF). Esto mejora el transporte de
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oxigeno y previene la formacién de glébulos rojos andémalos en forma de hoz (“sickling™). En
particular, Casgevy requiere edicion genica ex vivo mediante la introduccidn de ribonucleoproteinas
CRISPR/Cas9 a traveés de electroporacion, donde llevado por RNA guias (QRNAS) a su sitio blanco,
elimina la expresion de BCL11A en las células del linaje eritroide y aumenta los niveles de HbF.

Este hito destaca la creciente promesa de las tecnologias CRISPR para tratar enfermedades genéticas
y subraya su impacto transformador en la medicina. El sistema CRISPR-Cas9 ha permitido
modificaciones génicas precisas en organismos modelo, facilitando avances en la investigacion y el
desarrollo de estrategias terapéuticas. Estos descubrimientos acercan al campo de la medicina
personalizada con el potencial de corregir defectos genéticos (Gostimskaya, 2022) (Fuente:

https://www.casgevyhcp.com/sickle-cell-disease/mechanism-of-action)

2.4 Transicion hacia la regulacién génica basada en dCas9

Ademas, las aplicaciones de CRISPR se estan expandiendo mas alla de la edicion tradicional del
genoma, con sistemas como CRISPRa (activacion) y CRISPRI (interferencia), que permiten la
modulacion de la expresion génica a nivel transcripcional. Para ampliar sus aplicaciones mas alla de
la edicion geénica, la proteina Cas9 fue modificada mediante mutagénesis a una forma cataliticamente
inactiva, conocida como Cas9 "muerta”, es decir impedida de cortar al DNA (dCas9, por dead Cas9).
Mientras que dCas9 conserva su capacidad de unién al DNA, carece de actividad endonucleasa, lo que
la hace adecuada para la regulacién génica sin inducir mutaciones en el sitio blanco. Este avance
permite reutilizar el sistema CRISPR-Cas9 para ejercer un control preciso sobre la expresion génica.
Si bien los efectos off-target de la Cas9 son una preocupacion importante en terapias basadas en
CRISPR debido al riesgo de generar cortes de doble cadena que frecuentemente pueden generar
translocaciones cromosémicas, la dCas9 tiene la ventaja de no inducir dichos cortes. Ademas, los
estudios han demostrado que la dCas9 no produce efectos off-target significativos sobre la
transcripcion en todo el genoma (genome-wide), lo que la convierte en una herramienta mas segura

para aplicaciones terapéuticas (Chavez et al., 2023).

2.5 Activacion CRISPR (CRISPRa) e interferencia CRISPR (CRISPRi)
Al fusionar dCas9 con activadores o represores transcripcionales, se desarrollaron los sistemas
CRISPRay CRISPRAI, ilustrados en Figura 1.18, para modular la expresion génica. CRISPRa implica

el reclutamiento de activadores para aumentar la expresion génica, mientras que CRISPRi emplea
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dominios represivos para reducir la expresion de genes blanco. Estos sistemas fueron originalmente
descritos por Larson et al. (2013), Qi et al. (2013) y Gilbert et al. (2013).

En el trabajo de Himeda et al. (2015), se utilizé un sistema CRISPR-dCas9 fusionado al transactivador
VP64 o al represor KRAB para modular el estado cromatinico de una region de microsatélites, el
arreglo repetitivo D4Z4 en el cromosoma 4g35. La desregulacion epigenética de esta region esta
relacionada con patologias musculares como la distrofia muscular facioescapulohumeral (FSHD).
Mediante estas herramientas de CRISPRa y CRISPRI, lograron modular el estado epigenético de
manera especifica, demostrando el potencial terapéutico del uso de CRISPR-dCas9 en la correccion
de la desregulacién epigenética asociada a FSHD (Himeda et al., 2016).

Por otro lado, en el trabajo de Stepper et al. (2016), se utiliz6 una dCas9 fusionada a la DNA-
metiltransferasa DNMT3a-DNMT3L junto con guias de RNA especificas para dirigir la metilacion del
DNA de manera precisa y modular la expresion génica sin alterar la secuencia de DNA. Usando esta
dCas9-DNMT3a-DNMT3L dirigida a los promotores de los genes EpCAM, CXCR4 y TFRC, lograron
el silenciamiento epigenético de estos genes y destacaron el potencial terapéutico de esta herramienta

de CRISPRI para corregir epimutaciones en estados patoldgicos (Stepper et al., 2017).
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Figura 1.18. Modulacién transcripcional utilizando CRISPRa y CRISPRI.

En azul, las histonas envueltas en DNA (lineas grises) y las colas de histonas representadas como lineas curvas negras.
Izquierda: Representacion esquematica de la modulacion epigenética utilizando CRISPRa. En violeta, la endonucleasa
Cas9 cataliticamente inactiva (dCas9) esta fusionada al dominio transactivador VP64 (hexagono verde), lo que resulta
en la deposicion (flechas grises) de marcas activadoras de cromatina, como H3K27ac (esferas verdes). Estas marcas
estén asociadas con la activacion de la expresion génica.

Derecha: CRISPRI, donde la dCas9 esta fusionada al dominio KRAB, que deposita marcas represivas de cromatina,
como H3K9me3 (esferas rojas), relacionadas con la represién de la expresion génica.
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2.6 Justificacion del uso de la tecnologia CRISPRa para mejorar la terapia combinada con
inhibidores de HDACs y tratamiento con ASOs

El potencial de utilizar tecnologias basadas en CRISPR para mejorar la terapia combinada previamente
descripta de inhibidores de HDAC (HDACIs) y tratamiento con ASO1, como lo describe Marasco et
al. (2022), radica en la capacidad de CRISPRa para modular con precision el estado cromatinico y, de
este modo, influir en los eventos de splicing. Los inhibidores de HDAC, como el acido valproico
(VPA), abren la cromatina de manera global y promueven la inclusion del exén 7 de SMN2, lo que
puede causar efectos pleiotropicos sobre la expresion génica en todo el genoma. En contraste,
CRISPRa ofrece un enfoque dirigido para modular localmente la estructura de la cromatina en

regiones especificas involucradas en la regulacion del splicing.

Como se ilustra en la Figura 1.19, la estrategia desarrollada en la presente tesis se basa en el uso de
CRISPRa para colaborar con el ASO en la promocion de la inclusion del exén 7 de SMN2 en el mMRNA
maduro, dirigiéndose especificamente a secuencias intronicas cercanas a dicho exon, al propio exon 7
y al promotor del gen. Se emplearéa el uso de una proteina de fusion dCas9-VP64. VP64 es un fuerte
activador transcripcional sintético compuesto por cuatro copias del factor de transcripcién VP16 del
virus herpes simplex. VP64 recluta varios activadores transcripcionales enddgenos y entre ellos a la

acetil transferasa de histonas p300 enddgena.
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Figura 1.19. Estrategia utilizada en esta tesis para promover acetilacion de histonas dirigida especificamente a la
region del gen SMIN2.

Esquema del enfoque de modulacion dirigida de la cromatina en el gen SMN2 para mejorar la inclusion del exén 7
(E7) en combinacién con ASO, utilizando el sistema CRISPR-dCas9-VP64. La nucleasa cataliticamente inactiva
dCas9 es dirigida al sitio blanco mediante sgRNAs y, al estar fusionada con VP64, recluta factores como p300 para
promover la acetilacion de la cromatina en la region de interés.

En la ilustracion, el sgRNA se representa como una linea fucsia ondulada con secuencia complementaria a la hebra
de DNA en violeta. La dCas9 aparece en rosa y el dominio transactivador VP64 en marroén. La acetiltransferasa
p300 enddgena se representa como una esfera azul.

El recuadro central muestra la dCas9-VP64 unida al DNA formando un bucle, donde el sgRNA guia la unién al sitio
blanco, facilitando el reclutamiento de p300. En gris se representan las histonas y el DNA.

El recuadro inferior ilustra la acetilacion de histonas (H3Kac), representadas como esferas rojas, tras el
reclutamiento de p300 por dCas9-VP64. Este proceso genera un estado cromatinico més abierto, favoreciendo una
mayor velocidad de elongacion de la RNA polimerasa Il (RNAPII), representada en marron.

CRISPRa permite modular las modificaciones cromatinicas de manera especifica, aumentando la
eficacia del evento de splicing sin afectar otras regiones del genoma. Esto resalta el potencial
terapéutico del uso de herramientas de CRISPR/dCas9 en el mejoramiento de tratamientos para
enfermedades genéticas, destacando la importancia del estado cromatinico y la modulacion
epigenética en la patogénesis y tratamiento de estas enfermedades.

Ademas, se profundiza en los componentes involucrados en la deposicion de las marcas cromatinicas

depositadas por el tratamiento con ASOs, los cuales pueden ser utilizados como posibles blancos
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terapéuticos para mejorar los tratamientos actuales. Esto también sirve como prueba de principio para
desarrollar nuevas metodologias en potenciales tratamientos para enfermedades genéticas donde tanto

el estado cromatinico como los mecanismos del tratamiento puedan ser aprovechados.

La mayoria de los estudios realizados con herramientas de CRISPRa o CRISPRi han dirigido la dCas9
fusionada a activadores o inhibidores hacia los promotores de genes para activar o reprimir la
transcripcion. En este trabajo, el enfoque es diferente: el objetivo es dirigir la dCas9-VP64 a regiones
intergénicas, alejadas de las zonas promotoras, para modificar el estado cromatinico y regular eventos
de splicing alternativos. Este enfoque, que ha sido poco investigado, apoya y amplia el uso de estas
herramientas para aplicaciones menos estudiadas, abriendo nuevas posibilidades en el ambito de la

modulacion epigenética y la terapia génica
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Objetivos

Generales

Los objetivos generales de este trabajo comienzan con profundizar la comprension de la interaccion
entre el estado de la cromatinay el splicing alternativo, con un enfoque particular en la atrofia muscular
espinal (AME) y el evento de splicing alternativo del exon 7 del gen SMN2, que se utilizara como
modelo de estudio. Este proyecto se basa en los trabajos previos realizados en nuestro laboratorio,
orientados a entender mejor los efectos cromatinicos asociados con las terapias basadas en

oligonucleottidos antisentido y su impacto en la estructura de la cromatina.

Se implementara una estrategia innovadora de modificacion dirigida de la cromatina con el propdsito
de mejorar las estrategias combinatorias previamente descriptas en Marasco et al. (2022) para el
tratamiento de la AME, empleando la tecnologia de CRISPR-dCas9 como herramienta especifica para
la modulacién del estado cromatinico y la optimizacion del tratamiento actual con ASOs. Se evaluara
la especificidad de las estrategias nuevas y anteriores, aprovechando esta tecnologia de CRISPR para
modular el estado cromatinico dentro de un gen, con especial enfoque en la modulacién de eventos de
splicing. A través de esta investigacion, se espera proponer nuevas estrategias con potencial terapéutico

en la modulacion epigenética mediante tratamientos dirigidos.

Especificos

e Evaluacidn de los efectos de diferentes ASOs Spinraza/nusinersen sobre el evento de splicing
del Exon 7 de SMN2: Comparar la potencia y eficacia de distintos oligonucle6tidos antisentido
(ASOs) en aumentar la inclusién del exdn 7 del gen enddégeno SMN2 en su RNA mensajero maduro
en células humanas en cultivo.

e Investigacion sobre el efecto de metiltransferasas de histonas sobre el evento de splicing del
E7 de SMNZ2: Se usarén células G9a KO, deficientes en la metiltransferasa de histonas EHMT2,
asociada a un estado de cromatina represivo. Se evaluaran los niveles globales y especificos de
marcas de metilacion de histonas para investigar su relacion con el evento de splicing alternativo
del exon 7 del gen SMN2 y su interaccion con el tratamiento con oligonucleotidos antisentido
(ASOs).

e Investigacion de otras metiltransferasas y factores de mantenimiento de estados cromatinicos

sobre el splicing de SMN2 E7: Se explorard el papel de otras metiltransferasas y factores
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involucrados en la deposicion de marcas de histonas globales y el mantenimiento de estados

cromatinicos, para evaluar su relevancia en el evento de splicing del SMN2.

Exploracion de una posible interaccion entre el tratamiento con ASOsy el DNA: se investigara
si la deposicion de marcas cromatinicas por el tratamiento con el ASO podria ser debido a la
interaccion del ASO no so6lo con el RNA, sino también el RNA; utilizando oligonucle6tidos
sintéticos que no pegan el RNA para investigar sus efectos sobre la deposicion de marcas

cromatinicas y el evento de splicing en cuestion.

Evaluacion del efecto de inhibidores de HDACs (HDACI): Se analizaran los efectos de drogas
pleiotropicas, como los inhibidores de desacetilasas de histonas, sobre la estructura de la cromatina,

la transcripcion y su papel en la modulacion del evento de splicing asociado a la AME.

Uso y evaluacién de CRISPR-dCas9 para la modulacién de la cromatina: Se implementaran
herramientas innovadoras de CRISPR-dCas9 para modificar el estado cromatinico. A diferencia
de su uso convencional en la activacion transcripcional (CRISPRa), se enfocaran en regiones
intergénicas para modular el splicing alternativo mediante la modificacién dirigida de la cromatina.
Se evaluara la efectividad y la especificidad de esta estrategia, aprovechando los sistemas
enddgenos de remodelacion de la cromatina con fines terapéuticos y validando su impacto en la
modulacidon del evento de splicing del exén 7 del gen SMN2.

Andlisis de los efectos transcripcionales de la terapia con dCas9-VP64: Se estudiaran los
efectos sobre la transcripcion derivados de los diferentes tratamientos aplicados y como estos
correlacionan con el evento de splicing alternativo que se busca modular, especialmente en el
contexto del uso de CRISPR-dCas9.

Exploracion de posibles interacciones cromosomicas entre regiones 5’ y 3° del gen SMIN2: Se
investigara si la regién promotora (5°) del gen SMN2 interactia con regiones distantes (3°) del
mismo para explicar los efectos cromatinicos y transcripcionales que se observaron en trabajos
previos en el direccionamiento de los ASOs a su sitio blanco, los cuales también inciden sobre la

regién promotora.
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Resultados

El trabajo presentado en esta tesis se construye sobre décadas de evidencias generadas en nuestro
laboratorio acerca de la relacion entre el estado de la cromatina, la elongacion de la RNAPII y el
proceso de splicing alternativo. Asimismo, se fundamenta en la manipulacion de conceptos de ciencia
basica acumulados para mejorar estrategias terapéuticas que modulan el splicing alternativo (de la
Mata et al., 2003; de la Mata et al., 2006; Kadener et al., 2001; Kadener et al., 2002; Schor et al., 2009;
Schor et al., 2013; All6 et al., 2009; All6 et al., 2013; Marasco et al., 2022).

En este trabajo, profundizamos en estos conceptos, elucidando componentes clave involucrados en los
mecanismos estudiados y empleando nuevas estrategias para corroborar descubrimientos previos en el
campo. Asimismo, exploramos cémo el desarrollo de herramientas innovadoras, combinado con un
mayor conocimiento de la ciencia basica, puede ofrecer nuevas estrategias para la modulacion
epigenética con potencial terapéutico.

Nuestra hipotesis se basa en los resultados de Marasco et al. (2022), donde demostramos el potencial
del tratamiento combinado de AME con oligonucleétidos antisentido (ASO) y HDACI. En este trabajo,
utilizamos estrategias especificas, como la dCas9 fusionada al transactivador VP64, para revertir los
efectos cromatinicos del tratamiento con ASO1 descriptos por Marasco et al. (2022) y potenciar el
efecto terapéutico del ASO Spinraza/nusinersen.

Esta acumulacién de investigaciones, incluido el presente trabajo, evidencia la importancia de la
ciencia basica 'y como, a lo largo del tiempo, conduce a descubrimientos con aplicaciones terapéuticas

concretas.
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Capitulo 1

1. Comparacion de la potencia y eficacia de distintos oligonucleotidos antisentido (ASOs) en
aumentar la inclusién del exén 7 del gen enddégeno SMN2 en su RNA mensajero maduro en

células humanas en cultivo.

Nuestro modelo de estudio es el evento de splicing alternativo que ocurre en el exén 7 de SMN2 y su
respuesta al tratamiento con oligonucledtidos antisentido (ASOs). En un primer instante, el ASO
comercial para el tratamiento de la atrofia muscular espinal, conocido como Spinraza/nusinersen, es
un oligonucle6tido de cadena simple modificado, compuesto por 18 nucleétidos con modificaciones
2'-MOE. Estas modificaciones estabilizan el oligonucleétido, previniendo su degradacion por
endonucleasas enddgenas y aumentando su afinidad por los acidos nucleicos, lo que permite su

correcto apareamiento con el pre-mRNA de SMN2 y favorece la inclusion del exdn alternativo (E7).

En trabajos previos (Marasco et al., 2022), se utilizé un ASO de 20 nucleétidos, denominado ASO1,
idéntico a nusinersen pero con 2 bases adicionales de complementariedad, debido a restricciones de
patentes con el ASO comercial. En este trabajo, investigamos si el efecto del ASO1 y el de nusinersen
son equivalentes en células en cultivo. Ademas, incluimos en el analisis un ASO genérico tipo
nusinersen, producido por una compafiia farmacéutica nacional cuya identidad permanece anénima, y
un ASO scramble, que contiene los mismos nucle6tidos que ASO1 pero con una secuencia
desordenada (scrambled), lo que impide que tenga un sitio blanco en el genoma humano, actuando

como control negativo.
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Adicionalmente, investigamos los efectos descriptos por Marasco et al. (2022) para ASO1 y ASO2. El
ASO2 (Figura R.1) es un oligonucle6tido cuyo sitio blanco se encuentra en el intron 7, pero rio abajo
del sitio blanco de hnRNP A1/A2 (el blanco de ASO1). Aunque ASO2 no tiene un efecto directo a
nivel de RNA que favorezca la inclusion del exon alternativo, demostramos que ejerce un efecto
represivo sobre el estado de la cromatina, inhibiendo la inclusion del exdn alternativo de SMN2 (E7).
En conjunto, investigamos los niveles de inclusion del exon alternativo E7 de SMN2 tras el tratamiento
con estos oligonucledtidos modificados, comparandolos con células no tratadas para evaluar los efectos

especificos de todos los ASOs sintéticos en cuestion en la inclusion del exén 7 de SMN2.

SMNZ2

ttttgttgaataaaataagtaaaatgtcttgtgaaacaaaatgctttttaacatccatataaag

ctatctatatatagctatctatatctatatagctattttttttaacttectttattttecttac
Exon 7 2gGGTTTTAGACARARTCAAAAAGAAGGAAGGTGCTCACATTCCTTARATTAAGGAG EaagtCt
tgaaticttacttttgtaaaactttatggtttgtggaaaacaaatgttt
ttgaacatttaaaaagttcagatgttagaaagttgaaaggutaatgtaaaacaatcaatattaa
agaattttgatgccaaaactattagataaaaggttaatctacatccctactagaatteteatac
- ttaactggttggtt I c2 c2ataaagagct ttaggatatgatgeea
ttttatatcactagtaggcagaccagcagacttttttttattgtgatatgggataacctaggea
tactgcactgtacactctgacatatgaagtgctctagtcaagtttaactggtgtecacagagga
catggtttaactggaattcgtcaagectetggttctaatttetcatttgcagGAAATGCTGGCA
TAGAGCAGCACTAAATGACACCACTAAAGARACGATCAGACAGATCTGGAATGTGAAGCGTTAT
AGAAGATAACTGGCCTCATTTCTTCAAAATATCAAGTGTTGGGARAGAAARAAGGAA

Exon 8

exon 7 exon 8 exon 7 exon 8

— ] — ]
A;U 7

hnRNPAl hnRNPA1

Figura R.1. Representacién de los sitios blancos de ASO1 y ASO2 y sus mecanismaos de accion.

En el recuadro superior se muestra un fragmento de la secuencia genémica del gen SMN2, desde parte del intrén 6
hasta el exon 8. Los nucledtidos correspondientes a secuencias intrénicas se presentan en mintscula, mientras que los
de secuencias exonicas estan en mayuscula. La secuencia del exdn 7 se muestra en azul y la del ex6n 8 en rojo. En
verde se resalta la secuencia blanco de ASO1 dentro del intrén 7, la cual se superpone al sitio blanco del factor
represivo de splicing hnRNP A1/A2. Rio abajo, en rojo, se resalta la secuencia blanco de ASO2, ubicada cerca del sitio
blanco de ASO1, pero sin superposicion con el sitio de unién del factor hnRNP A1/A2.

En el recuadro inferior se presenta una representacion esquematica de la interaccion entre los ASOs previamente
descritos y el factor de hnRNP A1/A2. Los exones se ilustran como cajas azules y los intrones como lineas que los
conectan. ASOL1 se representa como una linea verde con barras, ASO2 en rojo y el factor hnRNP A1/A2 en rosa.

A la izquierda, ASOL1 (en verde) compite con hnRNP A1/A2 por la unién a su sitio blanco debido a que se superponen
las secuencias, lo que favorece la inclusion del exén 7. A la derecha, el ASO2 (en rojo) no solapa con el sitio blanco
de hnRNP A1/A2, por lo que no impide la unidn del factor represivo y, en consecuencia, no promueve la inclusion del
exon 7 de SMN2.
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Figura R.2. Eficacia de los diferentes ASOs en la inclusion del exén 7 de SMN2.

(a) Fragmento de la cuantificacién de las RT-PCR de punto final obtenidas de la curva de concentracion de ASOs
(hasta 40 nM) en la linea celular HEK293T WT. El porcentaje de inclusidn del exén 7 de SMN2 se muestra en el eje y,
mientras que las concentraciones de los oligonucle6tidos investigados se presentan en el eje x. Los oligonucle6tidos
comparados incluyen: el ASO comercial nusinersen/Spinraza (lineas rojas), el ASO scramble (lineas grises) como
control negativo, un ASO genérico (lineas violetas) con la misma secuencia que Spinraza, y ASO1 (lineas azules). N =
3 réplicas bioldgicas. Barras de error = error estandar.

(b) Gréfico de Linweaver-Burk de la curva de concentracion completa (hasta 10 uM de ASO) para las linea celular
HEK?293T WT, graficada como la inversa del porcentaje de inclusion del exén 7 de SMN2 (1/inclusion) en el eje y frente
a la inversa de la concentracion del ASO en M (1/concentracion) en el eje x. Extrapolando el punto de corte del eje de
las abscisas se obtiene un valor equivalente a la negativa de la inversa de la concentracion de ASO que promueve la
inclusion del exén 7 en un 50% respecto del maximo de inclusién lograble (CE50). Este célculo se realiz6 mediante una
aproximacién con el método de Lineweaver-Burk.
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(c) Cuantificacion de las RT-PCR de punto final obtenidas de la curva de concentracién de ASOs (hasta 40 nM) en
fibroblastos de pacientes con AME (3813). La representacion es similar al panel (a), con los mismos ASOs y sus
respectivas concentraciones: Spinraza (rojo), scramble (gris), ASO genérico (violeta) y ASO1 (azul). N = 3 réplicas
biologicas. Barras de error = error estandar.

(d) Cuantificacién de la curva de concentracion completa (hasta 10 uM de ASO) para los fibroblastos de pacientes
con AME (3813), graficada como 1/inclusién en el eje y frente a 1/concentracion en el eje x. Este analisis sigue el
mismo enfoque que en el panel (b) para determinar el CE50, utilizando el método de Lineweaver-Burk.

a determinar el CE50, utilizando el método de Lineweaver-Burk.

(e) Comparacién de ASO1, ASO2, scramble a 100nM de concentracién y transfeccion sin oligo (No Oligo) en el
porcentaje de inclusién del exén 7 de SMN2, basado en los trabajos de Marasco et al. (2022). En el recuadro superior
se muestran las bandas de RT-PCR correspondientes a las isoformas de SMN2: FL (incluye el exén 7, ~382 pb) y AE7
(exclusion del exén 7, ~328 pb). En el recuadro inferior, un grafico de barras presenta en el eje x los oligonucledtidos
comparados y en el eje y la cuantificacion del porcentaje de inclusion del exdn 7 de SMN2. Se observa un no cambio
en porcentaje de inclusion entre el ASO scramble y el “No oligo”. Un aumento significativo con el tratamiento del
ASO1; y una inhibicién con el tratamiento de ASO2. N = 3 réplicas bioldgicas. Barras de error representan error
estandar. Andlisis estadistico mediante ANOVA de una via seguido de prueba de Tukey. Todas las células fueron
transfectadas con los ASOs correspondientes durante 72 horas.

En la Figura R.2a se muestra un fragmento de la curva de concentracion de los ASOs Scramble,
nusinersen, genérico y ASO1 (hasta 40 nM). Este limite se utiliza porque, a partir de esa concentracion,
el efecto de los ASOs comienza a saturarse y se genera una meseta que dificulta la visualizacién clara
de las diferencias entre los efectos de los ASOs. ElI ASO scramble, usado como control negativo, no
afecta el splicing del exén 7 (E7) de SMN2 a ninguna de las concentraciones investigadas. En
contraste, los ASOs Nusinersen, genérico y ASO1 muestran comportamientos equivalentes en las

distintas concentraciones evaluadas.

A partir de un nivel basal de inclusion del exon 7 de aproximadamente 50%, el ASO scramble no
incrementa significativamente este nivel basal. Sin embargo, nusinersen, el ASO genérico y ASO1
incrementan la inclusion del exdn 7 siguiendo curvas similares en funcién de la concentracion
transfectada, alcanzando una meseta de aproximadamente 80% de inclusion. Esto indica que los tres

ASOs tienen potencia y eficacia equivalentes.

Para corroborar estas observaciones, en la Figura R.2b los datos se representaron como la inversa del
porcentaje de inclusion (1/% de inclusion) frente a la inversa de la concentracion del ASO
(1/concentracion). Este analisis a través del uso de un modelo de regresion lineal genera rectas de
pendiente positiva, donde las pendientes de las tres rectas correspondientes a ASO1, nusinersen y el
ASO genérico son equivalentes. EI modelo de regresion lineal muestra un R? de approx 0.95 para los
oligos en cuestion, menos el ASO scramble, que no tiene efecto bioldgico, como esperado, con un R?
de 0.06. Extrapolando el punto de corte del eje de las abscisas, se determind el valor CE50, equivalente

a la inversa de la concentracion de ASO necesaria para alcanzar el 50% del maximo nivel de inclusion
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del ex6n 7. Los valores de CE50 calculados mediante el método de Lineweaver-Burk fueron de 0,40

nM, 0,37 nM y 0,36 nM para ASO1, nusinersen y el ASO generico, respectivamente.

En la Figura R.2c se repitid la curva de concentracion en fibroblastos de pacientes con AME (linea
celular 3813). Los resultados confirmaron que los ASOs se comportan de manera equivalente en esta
linea celular humana, replicando los resultados observados en las células HEK293T. Nuevamente,
extrapolando el punto de corte del eje de las abscisas, se determiné el valor CE50, equivalente a la
inversa de la concentracion de ASO necesaria para alcanzar el 50% del maximo nivel de inclusién del
exon 7 (Figura R.2d). Los valores de CE50 calculados fueron de 0,42 nM, 0,42 nM y 0,43 nM para

ASO1, nusinersen y el ASO genérico, respectivamente.

Finalmente, se investigd el efecto del ASO2 descripto en Marasco et al. (2022) y se compar6 con
ASOL, el ASO scramble, y una transfeccion sin oligonucleotido “no oligo” en la linea celular de
fibroblastos de pacientes 3813. Los resultados corroboraron (Figura R.2e) el efecto potenciador del
ASOL e inhibitorio del ASO2 sobre la inclusion del exdén 7 de SMN2, previamente descripto en
Marasco et al. (2022); también mostrando que la transfeccién con el ASO scramble se comporta igual
a la transfeccion sin oligo “no oligo” en presencia del vehiculo de transfeccion, lipofectamina. Este
efecto se atribuye a los cambios cromatinicos inducidos por el tratamiento con ASOs, que generan un
obstaculo fisico (roadblock) en la elongacion de la transcripcion. Este mecanismo inhibe la inclusion
del exdn alternativo E7, ya que el sitio blanco del ASO2 no compite directamente con el factor negativo
de splicing hnRNP A1/A2.

Estos primeros resultados confirman observaciones realizadas en trabajos previos, validan la eficacia
de un genérico de nusinersen y proporcionan una base sélida para los andlisis y experimentos

posteriores en el presente trabajo.
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2. Investigacion de la eficacia y potencia del ASOL1 en células humanas WT y G9a KO

En el trabajo de Marasco et al. (2022), se describe que el tratamiento con ASO1 genera un efecto
cromatinico alrededor de su sitio blanco, donde se deposita la marca represiva de cromatina H3K9me2.
Esta marca es contraproducente para la inclusion del exén 7 de SMNZ2, ya que genera un obstaculo para
la elongacion de la RNAPII, disminuyendo el potencial aumento de inclusion del exon alternativo,
clasificado como un exon tipo Il. La eliminacion de esta marca de metilacion de histonas mediante el

uso de HDACi demostré remover dicho obstaculo, potenciando la inclusion del exon 7 de SMN2.

Con el objetivo de validar estos trabajos previos, decidimos investigar el papel de una posible
metiltransferasa involucrada en este mecanismo. La metiltransferasa de histonas EHMT2 (euchromatic
histone lysine N-methyltransferase 2), conocida como G9a, es ampliamente estudiada por su rol en la
metilacion de H3KO9, particularmente H3K9me2, que tiene importantes implicancias en el control
transcripcional (Jenuwein, 2006; Tachibana et al., 2002). Basandonos en trabajos previos de nuestro
laboratorio (Fiszbein et al., 2016), que muestran la relacion entre G9ay la marca H3K9me2, decidimos
investigar si la linea celular HEK293T CRISPR-KO de G9a, que carece de esta metiltransferasa de
histonas, responde de manera diferente al tratamiento con ASO1 en términos de la inclusion del exén
7 de SMN2.

Para ello, realizamos una curva de concentracion de ASO1 en lineas celulares HEK293T WT y G9a
KO para evaluar los efectos de la metilacion de histonas sobre la inclusion del exon 7 de SMN2 tras el
tratamiento con ASO1. En la Figura R.3, se observa la cuantificacion de la inclusion del exon 7 de
SMN2 a diferentes concentraciones de ASO1 en ambas lineas celulares. Los resultados muestran una
mayor inclusion del exén 7 de SMN2 a bajas concentraciones de ASO1 en la linea celular G9a KO en
comparacion con la WT. Ademas, se observa un nivel basal de inclusion mas alto en las células G9a
KO que en las WT.
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Figura R.3. Curva de concentracion de ASO1 en células WT vs. G9a KO.

Curvas de respuesta de ASO1 en células HEK293T WT (negro) y G9a KO (verde agua), evaluadas mediante RT-PCR
de punto final. Curva de concentracién de ASO1, mostrando la inclusion del exén 7 de SMN2 en funcién de la dosis.
El eje x representa la concentracion de ASOL [nM] y el eje y el porcentaje de inclusion del exén 7 de SMN2. A una
concentracion de 0 nM, se observa un nivel basal de inclusion de aproximadamente 50% en células WT y 60% en
células G9a KO. El aumento de la dosis de ASO1 incrementa la inclusion en ambas lineas celulares hasta alcanzar un
efecto saturado a 3 nM, generando un plateau. Las células fueron transfectadas con ASO1 durante 72 horas. N =2
réplicas biologicas, barras de error representan el error estandar.

Una posible explicacion para esta diferencia es que, en las células G9a KO, la ausencia de la marca
represiva H3K9me2 resulta en un estado cromatinico mas laxo, lo que permite una mayor tasa de
elongacion de la RNAPII, favoreciendo la inclusion del exon 7 de SMN2 tanto en condiciones basales
como bajo tratamiento con ASOL. Asimismo, la falta de expresion de esta metiltransferasa podria
disminuir el efecto cromatinico del ASO1, favoreciendo ain més la inclusion del exon 7. A altas
concentraciones de ASO1, ambas lineas celulares alcanzan un plateau donde se satura el efecto de
potenciar la inclusion del exon 7. Esto probablemente se debe a que, en altas concentraciones, el ASO1
satura su principal efecto de competir con el factor represivo de splicing hnRNPA1/A2, haciendo que

sus efectos cromatinicos sean menos perceptibles.
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Para el analisis de los datos representados en la figura R.3 se realiz6 un anélisis de la curva de dosis-
respuesta mediante normalizacién e interpolacion lineal. Se normalizaron los datos de modo que la
respuesta basal (0 nM) se define como 0% y la respuesta maxima como 100%. Con este modelo, el
50% del efecto (la mitad del rango dinamico) se interpola en la curva de dosis-respuesta. Asi, para las
celulas WT el 50% (un valor de respuesta de aproximadamente 59.63% de inclusion del E7 de SMN2)
se alcanza a una concentracion de ASO1 de 0.213 nM, mientras que para las células G9a KO, el 50%
de efecto (alrededor de 66.10% de inclusion del E7) se alcanza a una concentracion de 0.138 nM. El
analisis se realiz6 utilizando el modelo “[ Agonista] vs. respuesta normalizada — pendiente variable”
en GraphPad Prism, fijando el minimo en 0% y el maximo en 100%. La comparacion de las curvas
mediante el F-test revel6 que el modelo con curvas separadas para cada grupo se ajusta
significativamente mejor que un modelo comun, lo que indica que las diferencias en el CE50 entre
ambos grupos son estadisticamente significativas (p = 0.007). Esto sugiere que las células G9a KO
son mas sensibles al ASO1 que las células WT. En este caso, este enfoque es preferible frente a la
transformacion clasica de Lineweaver—Burk, ya que la normalizacion directa evita la subestimacion
del CE50 cuando el efecto basal difiere entre los dos grupos y refleja de manera mas fiel la potencia

del ASOL1 en el contexto de la inclusién del exdn 7 en ambas lineas celulares.
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3. La pérdida de expresion de metiltransferasas de histonas provoca cambios globales en los

estados de la cromatina

En linea con los resultados previamente descriptos que sugieren que la potencia del tratamiento con
ASO1 podria estar influida por el estado cromatinico en células que carecen de la metiltransferasa G9a,
responsable de depositar la marca represiva H3K9me2 (Marasco et al., 2022), decidimos investigar las
diferencias en las marcas cromatinicas globales entre las células control (WT) y aquellas deficientes
en G9a (G9a KO).

Primero, confirmamos que las células G9a KO efectivamente no expresan G9a. Como se muestra en
la Figura R.4a, el Western blot revel6 dos bandas alrededor de 132 kDa en las células WT,
correspondientes a las dos isoformas de G9a (E10+/-) descriptas por Fiszbein et al. (2016). En
contraste, no se observan bandas en las células G9a KO, confirmando la eliminacion de dicha

metiltransferasa en estas células.

A continuacién, investigamos los cambios globales en las marcas de cromatina como resultado de la
pérdida de expresion de G9a. La Figura R.4b muestra que la linea celular G9a KO presenta niveles
reducidos de H3K9me2 en comparacién con las células WT, en concordancia con nuestra hipotesis de

que la ausencia de esta metiltransferasa deberia disminuir los niveles de H3K9me2.

Ademas, la Figura R.4b evidencia que las células G9a KO no sélo tienen menos H3K9me2, sino que
estos niveles mas bajos de la marca represiva se correlacionan con niveles mas altos de H3K9ac, una

marca activadora de la cromatina, lo que sugiere una conformacién de cromatina mas laxa.

Con esta observacion, consideramos que la reduccién global de H3K9me2 y el aumento de H3K9ac
podrian influir en el evento de splicing alternativo de interés, SMN2 E7, y afectar la respuesta al
tratamiento con ASOL1, lo que podria explicar las diferencias observadas en el experimento de la Figura
R.3.
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Figura R.4. Cambios en marcas de cromatina en células HEK293T WT y G9a KO.

Analisis por Western blot (izquierda) y cuantificaciones correspondientes (derecha) para evaluar cambios en marcas
de cromatina en células HEK293T WT y G9a KO. (a) Western blot contra G9a (~132 kDa) y actina (~42 kDa) como
control de carga. Se confirma la ausencia de G9a en células G9a KO. (c) Western blot contra H3 total (~17 kDa,
arriba) como control de carga, H3K9me2 (~17 kDa, centro) y H3K9ac (~17 kDa, abajo). Se observa la reduccion de
la marca de H3K9me2 en células G9a KO junto con un aumento en H3K9ac, lo que sugiere un estado cromatinico mas
abierto en células G9a KO. N=2 replicas biolégicas, barras de error representan el error estandar.
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4. Lapérdida de marcas de cromatina represiva mejora la inclusion del exén 7 de SMN2

Tras observar que la pérdida de expresion de G9a en las células KO se asocia con una disminucion de
la marca represiva H3K9me2 y un aumento de la marca activadora H3K9ac, decidimos investigar
nuevamente cOmo estos cambios en el estado global de la cromatina afectan la inclusion del exén 7

(E7) del gen SMNZ2 en respuesta al tratamiento con el ASO1.

El analisis de RT-PCR en la Figura R.5 muestra un aumento en la inclusion del exon 7 en las células
G9a KO en comparacion con las células WT. En un primer instante, observando los niveles basales de
inclusién del E7 de SMN2, los resultados sugieren que la disminucion de la marca represiva H3K9me2
y el incremento de H3K9ac facilitan un entorno de cromatina mas permisivo. Para corroborar estos
resultados, también tratamos las células con el ASOl1 que favorece la inclusion de E7,
Spinraza/nusinersen. La Figura R.5 indica que las células G9a KO responden més eficazmente al
tratamiento con ASO1, mostrando una mayor inclusion del E7 en comparacion con las células WT.

Este resultado confirma nuevamente las observaciones de la Figura R.3, apoyando nuestra hipotesis de
que la reduccion de marcas represivas y el aumento de marcas activadoras en la cromatina contribuyen
a un entorno mas favorable para la inclusion del exon alternativo en cuestion, mejorando asi la

respuesta al tratamiento con ASO1.
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Figura R.5. Efecto de la pérdida de G9a en la inclusién del exén 7 de SMN2.

El anélisis de RT-PCR de punto final muestra un aumento en la inclusién del exén 7 en células G9a KO en comparacién
con WT. (Arriba): recorte de las bandas de un gel de poliacrilamida del producto de PCR representativo al evento de
splicing de SMN2, donde la banda superior corresponde al mMRNA maduro de SMN2 full length y la banda inferior al
mRNA de SMN2 excluyendo el exdn 7 (E7-). (Abajo): Cuantificacién de las bandas de splicing, representadas como
porcentaje de inclusion del exdn 7 de SMN2 en el eje X y tratamientos en el eje Y.

En las células WT, el tratamiento control (ASO Scramble 1nM) muestra una inclusion basal del exén 7 de
aproximadamente 30%, mientras que en las células G9a KO, el ASO scramble muestra una inclusion basal
significativamente mayor, de aproximadamente 45%.

El tratamiento con el ASO1 (Spinraza/Nusinersen) a 1nM de concentracion final, aumenta la inclusién del exon 7 de
forma significativa tanto en células WT como en células G9a KO. Sin embargo, las células G9a KO tratadas con
ASO1 presentan una inclusion significativamente mayor del exdn 7 de SMN2 en comparacién con las células WT
tratadas con la misma concentracién de ASO1. Las células fueron tratadas con ASO1 durante 72 horas. N= 3
réplicas bioldgicas, barras de errores representan el error estandar. Analisis estadistico mediante ANOVA de dos
factores con distribucién beta seguido de prueba de Tukey.
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5. Laausencia de expresion de G9a resulta en perfiles reducidos de H3K9me2 a lo largo del gen
SMN2

En base a los resultados observados previamente quisimos investigar los cambios especificos en

H3K9me2 a lo largo del gen SMN2 vy, para ello, utilizamos una técnica de inmunoprecipitacion de

cromatina (ChIP) con un anticuerpo que reconoce la marca de histona H3K9me2, como se muestra en

la Figura R.6. Observamos que las células G9a KO presentan niveles mas bajos de H3K9me2 a lo

largo del gen SMN2 en comparacion con las células WT, en concordancia con las observaciones de

los experimentos previos de Western blot sobre los perfiles globales de H3K9me2.

Confirmamos los resultados de nuestros trabajos previos (Marasco et. al, 2022) que indican que el
tratamiento con ASO1 en células WT provoca la deposicion de la marca de cromatina represiva
H3K9me2. Lo interesante es que también observamos que en las células HEK293T G9a KO, el
tratamiento con ASO1 increment6 los niveles de H3K9me2, aunque éstos no alcanzaron los niveles
observados en las células WT, mostrando un perfil similar al de las células HEK293T con el
tratamiento control. Es interesante notar que los efectos del ASO1 se extienden a lo largo del gen de
SMNZ2, con particular énfasis alrededor del sitio blanco del ASO1 y la region promotora del gen, en

linea con resultados observados en Marasco et. al., (2022).

Estos resultados apoyan los resultados descriptos previamente y sugieren que, si bien G9a esta
implicada en la deposicion y el mantenimiento de la marca de H3K9me2, no parece ser la Gnica
metiltransferasa de histonas responsable de este proceso. También es posible que exista un mecanismo
compensatorio en el que, en ausencia de G9a, otras metiltransferasas de histonas depositen H3K9me2

en respuesta al tratamiento con ASO1.
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Figura R.6. Analisis de niveles de H3K9me2 en el gen SMN2 mediante ChlIP-gPCR.

Analisis de ChIP-gPCR utilizando un anticuerpo contra H3K9me2 en células HEK293T WT y HEK293T G9a KO,
tratadas con ASO1 o control (ASO Scramble) a 100nM de concentracion final por 72 horas. La qPCR se realiz6
utilizando amplicones especificos a lo largo del gen SMN2. En el eje X se muestra la distancia en pares de bases
desde el sitio de inicio de transcripcion del gen SMN2. Células WT (gris) con tratamiento control, mostrando los
niveles basales de la marca de metilacion de histonas H3K9me2. Células G9a KO (verde agua) con tratamiento
control, evidenciando una disminucidn significativa de la marca represiva H3K9me2 en comparacién con las células
WT. Células WT tratadas con ASO1 (naranja), donde se observa un aumento en la deposicién de H3K9me2 a lo largo
del gen SMN2, en concordancia con lo reportado por Marasco et al. (2022). Células G9a KO tratadas con ASO1
(violeta), que muestran un aumento en los niveles de H3K9me2 en comparacion con sus niveles basales, aungue sin
alcanzar los niveles observados en las células WT tratadas con ASOL. En cambio, estos niveles son comparables a los
de las células WT no tratadas. N=2 réplicas biologias, barras de error representan el error estandar.

Cabe sefalar que los genes SMN1 y SMN2 estan presentes dentro de una region duplicada de 500 kpb
en el cromosoma 5 humano. Debido a la identidad de secuencia extremadamente alta entre ellos, los
primers utilizados para amplificar segmentos de ChIP-gPCR no se pueden asignar de manera
inequivoca a ninguno de los genes SMN, por lo que se impone una evaluacién en paralelo. De manera
diferente, los productos de splicing especificos del gen SMN2 endégeno humano se pueden identificar
en las RT-PCR de punto final porque el exon 8 de SMN2 contiene un sitio de restriccion Ddel que esta
ausente en SMNL1. Por lo tanto, la RT-PCR seguida de digestion de restriccion con Ddel distingue los
transcriptos de SMN2 y SMNL1 (Parsons et al., 1996). Esta aclaracion indica que cuando en un ChlP-
gPCR nos referiremos al gen SMN2, en realidad los resultados corresponden al "merge™ de los genes
SMN1/2.
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6. Metiltransferasas de histonas adicionales implicadas en el mantenimiento de la marca

represiva H3K9me2

Para identificar otras metiltransferasas de histonas implicadas en la deposicion de la marca cromatinica
H3K9me2, utilizamos siRNA (Dharmacon Smartpool) dirigido contra metiltransferasas conocidas,
incluyendo GLP (G9a-like protein), Suv39 y PRDM2. Dado que sospechabamos la existencia de
mecanismos compensatorios en la metilacion de H3K9me2, realizamos el knockdown (KD) de estas

enzimas tanto en células de tipo salvaje (WT) como en lineas celulares G9a KO.

En la Figura R.7a, se observa que el KD de GLP redujo los niveles de H3K9me2 en ambos tipos
celulares. Esto sugiere que GLP contribuye a la deposicién de H3K9me2 de manera independiente o
complementaria a G9a, lo cual es consistente con la interaccion conocida entre ambas proteinas a través
del dominio SET C-terminal (Fiszbein et al., 2016).

Por otro lado, la Figura R.7b muestra que el KD de Suv39 no produjo una disminucion significativa
en los niveles de H3K9me2 en células WT y hasta se observa un leve aumento en la marca de
H3K9me2 en la cuantificacién en el panel a la derecha. Sin embargo, en ausencia de G9a, el KD de
Suv39 resultd en la abolicion completa de esta marca. Este resultado sugiere la existencia de un
mecanismo compensatorio en la metilacion de histonas y es coherente con los observados en la Figura
R.6, donde en lineas G9a KO el tratamiento con ASO1 genera un aumento en los niveles de H3K9me2,

asemejandose a los niveles basales observados en células WT.

En la Figura R.7c, se evidencia que el KD de PRDM2 no tuvo un efecto observable en las células WT
y mostr6 un impacto minimo o nulo en las células G9a KO, lo que indica una contribucion secundaria

de esta metiltransferasa en la deposicion de H3K9me2.

En conjunto, estos resultados respaldan la importancia de estas metiltransferasas en el mantenimiento
del estado de la cromatinay sugieren la existencia de mecanismos de compensacion entre las diferentes
HMTSs.

Adicionalmente, la Figura R.7d ilustra el efecto del KD de Suv39 en la inclusion del exon 7 de SMN2,
evaluado mediante RT-PCR. En este experimento, los niveles basales de inclusion en la condicién
control (siRNA contra luciferasa, siLuc) mostraron una tendencia similar a la observada en

experimentos previos, pero en este caso con diferencias minimas y no significativas entre células WT
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y G9a KO. Sin embargo, al realizar el KD de Suv39, la diferencia en la inclusion del exén 7 se volvid
mucho mas pronunciada, en consonancia con lo observado en la Figura R.7b respecto a los niveles de
H3K9me2. Especificamente, en células WT el KD de Suv39 disminuyo los niveles de inclusion del
exon 7, acompafiado de un leve aumento en la marca de H3K9me2 a nivel proteico. Por el contrario,
en células G9a KO, el KD de Suv39 produjo un leve aumento en la inclusién del exdn 7, mientras que
a nivel proteico se observo una deplecién total de la marca H3K9me2. Estos resultados sugieren que
la manipulacion de las metiltransferasas de histonas no solo afecta la deposicion de H3K9me2, sino
que también influye en el splicing alternativo de SMNZ2, estableciendo un vinculo funcional entre el

estado de la cromatina y la regulacion del splicing.
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Figura R.7. Knockdown de metiltransferasas de histonas implicadas en la deposicion de H3K9me2.
Western blot (izquierda) y cuantificacion (derecha) para evaluar la contribucion de diferentes metiltransferasas a la
deposicion de H3K9me2. Todos los knockdowns (KD) con siRNAs especificos (Dharmacon SMARTpool) se realizaron
a una concentracion final de 50 nM durante 96 horas.

(a) Knockdown (KD) de GLP. Se muestra el Western blot con actina (~42 kDa) como control de carga, H3 total (~17
kDa) como segundo control, y la marca represiva H3K9me2 (~17 kDa). Se observa una disminucion de H3K9me2 en
células G9a KO en comparacion con WT, en concordancia con resultados previos. Ademas, se evidencia una reduccion
de esta marca en ambas lineas celulares tras el tratamiento con siRNA contra GLP (50 nM; Dharmacon Smartpool).
(b) Knockdown (KD) de Suv39. En el Western blot, se observa que en células WT, el KD de Suv39 no disminuye los
niveles globales de H3K9me2. Sin embargo, en células G9a KO, el KD de Suv39 provoca una deplecidn total de esta
marca cromatinica, lo que sugiere un posible mecanismo compensatorio entre diferentes metiltransferasas de histonas
(HMTs). (c) Knockdown (KD) de PRDM2. Se observa un impacto minimo o nulo en los niveles de H3K9me2 en ambas
lineas celulares, indicando una contribucién menor de PRDM2 en la deposicién de esta marca cromatinica.

(d) Cuantificacion de RT-PCR de splicing en células HEK293T WT vs. G9a KO tras el KD de Suv39. Se realiz6
cuantificacion de RT-PCR para evaluar la inclusion del exén 7 de SMN2 en células HEK293T WT y G9a KO tras el
tratamiento con siRNA contra las subunidades H1/H2 de la metiltransferasa Suv39 (50 nM; Dharmacon Smartpool),
o0 un siRNA control contra luciferasa. En la condicién control, las diferencias en la inclusion del exdn 7 entre WT y
G9a KO muestran una tendencia como en linea con experimentos previos pero esa diferencia no muestra ser
significativa. Sin embargo, el KD de Suv39 en ambas lineas celulares generd una diferencia muy significativa en los
niveles de inclusién del exén 7 de SMN2, con un aumento notable en G9a KO respecto a WT. N=2 replicas bioldgicas,
barras de error representan error estandar. Andlisis estadistico mediante ANOVA de dos factores con distribucién
beta seguido de un test de Tukey.
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7. Larestauracion de la expresion de EHMT2 (G9a) recupera los niveles globales de H3K9me2
e influye en la inclusién de SMN2 E7

A continuacion, quisimos investigar si la recuperacion de la expresion de la metiltransferasa de

histonas G9a en células que carecen de G9a podria restaurar los perfiles globales de H3K9me2 y

eliminar la diferencia en la inclusién del exén e (E7) de SMN2 entre las lineas celulares WT y G9a

KO a través de la sobreexpresion de un plasmido que codifica para G9a en células HEK293T G9a

KO. La Figura R.8a muestra que la sobreexpresion de G9a en las células G9a KO resulta en la

expresion de la proteina G9a, y que los niveles de H3K9me2 aumentan tras la sobreexpresion de G9a.

En la Figura R.8b se observa que la diferencia en la inclusion de SMN2 E7 entre las lineas celulares
WT y G9a KO tratadas con el plasmido control pcDNA es pequefia pero significativa. Sin embargo,
con la sobreexpresion de G9a, esa diferencia se elimina. Estos resultados confirman una vez mas, la
importancia del estado de la cromatina en este evento de splicing alternativo y sugieren que la

restauracion de la actividad de G9a puede revertir los efectos observados en la inclusion de SMN2 E7.

En la Figura R.8c, se observa que la sobreexpresion de G9a en células HEK293T G9a KO impide la
respuesta al tratamiento con ASO1, en contraste con las células que expresan el plasmido control
(pcDNA). En este experimento, el aumento en la inclusién del exdon 7 de SMN2, observado en las
células tratadas con ASO1 y el plasmido pcDNA, se pierde en las células que sobreexpresan G9a,

independientemente de la presencia o ausencia del ASO1.

Estos resultados refuerzan el papel crucial de la metiltransferasa de histonas G9a en la deposicion de
la marca represiva de cromatina H3K9me2 y su influencia en la inclusion del exon 7 de SMN2 con y

sin el tratamiento con ASOL1.
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Figura R.8. Rescate de la expresion de la metiltransferasa de histonas G9a nuclear.

(a) Western blot en células HEK293T G9a KO con la sobreexpresion del plasmido que expresa G9a full length (Flag-
G9a E10+) o un plasmido control (pcDNA). Se utilizé 500ng de plasmidos transfectados durante 96 horas, y ASOs
durante 72 horas a una concentracion final de 1nM. La transfeccion con el plasmido que expresa G9a confirma la
restauracion de su expresion (panel superior). La vinculina se utiliz6 como control de carga para proteinas de alto
peso molecular, mientras que H3 total (H3tot) se emple6 como control de carga para proteinas de bajo peso molecular
(panel intermedio). El panel inferior muestra los niveles de H3K9me2, evidenciando la restauracién de esta marca de
heterocromatina tras la sobreexpresion de G9a en células HEK293T G9a KO, lo que indica la recuperacién del perfil
global de metilacion de H3K9me2. (b) Cuantificacién de RT-PCR de punto final, representando los niveles de splicing
del ex6n 7 de SMN2. Se comparo la inclusion del exon 7 de SMN2 entre células WT y G9a KO transfectadas con el
plasmido control (pcDNA) o con el plasmido de sobreexpresion de G9a. Los resultados muestran que la sobreexpresion
de G9a revierte la diferencia en la inclusién de E7 entre ambas lineas celulares, restaurando los niveles de inclusion
a valores comparables a los de las células WT. (c) Cuantificacion de RT-PCR de punto final, representando los niveles
de splicing del exon 7 de SMN2 en células G9a KO tratadas con el plasmido control (pcDNA) o con el plasmido de
sobreexpresion de G9a, en presencia o0 ausencia de ASO11nM o ASO scramble 1nM. Se observa que, en ausencia de
G9a (pcDNA), el ASO1 a 1nM aumenta significativamente la inclusion del exén 7. Sin embargo, este aumento se pierde
en presencia del plasmido de sobreexpresion de G9a. (b y ¢) N = 3 réplicas bioldgicas, barras de error representadas
como error estandar. Analisis estadistico mediante ANOVA de dos factores con distribucion beta seguido de un test de
Tukey.
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8. La pérdida de expresion de proteinas asociadas a la heterocromatina incrementa la eficacia
del efecto de ASOL1 sobre la inclusion de SMN2 E7

Tras los resultados recolectados en los experimentos previos y la importancia del estado cromatinico

en la respuesta de splicing del E7 de SMN2, nos preguntamos si otros componentes relacionados con

el mantenimiento del estado represivo de la cromatina podian influir en nuestro evento de splicing

alternativo en respuesta al tratamiento con el ASOL. Para ello, nos enfocamos en la proteina de

heterocromatina HP1P, un represor transcripcional que se une directamente a H3K9 metilada y

contribuye al mantenimiento del estado de heterocromatina.

La hipotesis de este experimento fue que, con una menor expresion de HP1p, el tratamiento con ASO1,
que induce la deposicion de H3K9me2, deberia verse disminuido en su capacidad de mantener un
estado de cromatina represiva, mejorando asi los niveles de inclusion del exén 7 de SMN2.
Efectivamente, en la Figura R.9a se observa que las células en las que los niveles de HP1p han sido
reducidos mediante siRNA (Smartpool Dharmacon) son mas sensibles al tratamiento con ASOL,
mostrando un aumento en los niveles de inclusion de E7 en comparacion con las células tratadas con
el control. La Figura R.9b muestra la eficiencia del knockdown de HP1p, que redujo la expresion en
aproximadamente un 50%. Estos resultados, en conjunto, respaldan ain méas la importancia de la
dindmica de la cromatina y su interaccion con el splicing alternativo en el contexto del tratamiento
con ASO1, sugiriendo que la modulacion de proteinas asociadas a la heterocromatina puede potenciar

la eficacia del tratamiento.
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Figura R.9. Efecto del knockdown de HP1p en la inclusion del exon 7 de SMN2.

Todos los knockdowns (KD) con siRNAs especificos (Dharmacon SMARTpool) se realizaron a una concentracion final
de 50 nM durante 96 horas. (a) arriba: recorte representativo de las bandas de RT-PCR de splicing, mostrando la
inclusion (FL, full length) y exclusion (AE7) del exén 7 de SMN2. abajo: cuantificacion del porcentaje de inclusién de
E7, evidenciando un incremento significativo en la inclusion del exén 7 en células con knockdown de HP1p tratadas
con ASOL1 o ASO scramble, a 1nM de concentracion final, lo que indica una mayor sensibilidad al tratamiento con el
ASOI1 en comparacion con el control. (b) Andlisis de gPCR para verificar la eficiencia del knockdown de HPIp,
normalizado con el gen de referencia GAPDH, confirmando una reduccién aproximada del 50% en la expresion de
HP1p en las células tratadas con siRNAs dirigidos contra HP1p. Estos resultados sugieren que la reduccion de HP1p
potencia la respuesta al tratamiento con ASO1. N=3 réplicas biolégicas, barras de error representan el error estandar.
Analisis estadistico mediante ANOVA de dos factores con distribucién beta seguido de un test de Tukey.
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9. Oligos "'sense™ generan la deposicion de marcas de metilacion de cromatina como los ASOs

Después de observar la importancia del estado de la cromatina en relacion con el splicing alternativo
y la inclusion del exén 7 de SMN2 en respuesta al tratamiento con ASOL1, decidimos investigar si los
efectos cromatinicos del tratamiento con ASO1 podrian deberse a que el ASO se une no s6lo al RNA
blanco, sino también al DNA, dado que la secuencia blanco del ASO es idéntica tanto para el mMRNA

de SMN2 como para una de las hebras del DNA del mismo.

Para abordar esta cuestion, disefiamos oligonucledtidos con las secuencias complementarias tanto al
ASO1 como al ASO2, a los que denominamos Sense Oligos (SO). Estos tienen la capacidad, por
complementariedad de bases, de aparearse al DNA, pero no al RNA. Esto se debe a que, seglin un
reanalisis de los resultados de POINT-seq publicados en el trabajo de Marasco et al. (2022), no hay
transcripcion antisentido del gen SMN2 en células HEK293T que pudiera justificar un apareamiento
del SO a un RNA antisentido.

Al tratar las células con estos SOs, investigamos si estos oligos son capaces de generar la misma marca
represiva H3K9me2 observada con el tratamiento con los ASOs y si esto afecta el splicing del exon 7
de SMN2. Nos centramos en el ASO2 y su secuencia complementaria SO2, porque en el trabajo de
Marasco et al. (2022), demostramos que el ASO2 genera la deposicion de la marca represiva H3K9me2
de manera similar al ASO1, pero no compite con el sitio blanco de hnRNPA1/A2 en el intron 7 del
pre-mRNA y, por ende, no aumenta la inclusion del exén 7 de SMN2, sino que la disminuye a través

de la deposicidn de esta marca de cromatina represiva.

En la Figura R.10a, se observa que a nivel del RNA, la transfeccién con SO2, cuya secuencia es
complementaria a la de ASO2, inhibe la inclusion del exon 7 de SMN2 de manera similar a la
transfeccion con ASO2 demostrada previamente. Este novedoso resultado sugiere que el efecto
inhibidor de la inclusion producido por SO2 podria ser causado por la promocion de una marca local
de silenciamiento. En efecto, como se muestra en la Figura R.10b, la transfeccion con SO2 también
induce la deposicion de la marca represiva H3K9me2 alrededor de su sitio blanco, exén 7 de SMN2,
como la transfeccion con ASO2, descripto previamente en Marasco et al. (2022). Cabe destacar que el
efecto, tanto del ASO2 como del SO2, también se observa en la region promotora del gen de SMN2
(figura R.10c) en linea con los resultados observados con ambos el ASO1 y el ASO2 en este trabajo y
el de Marasco et. al 2022.

79



Estos resultados constituyen una primera evidencia de que los ASOs pueden aparearse no sélo con el
MRNA o pre-mRNA, sino también con DNA de cadena simple, lo que podria explicar los efectos
cromatinicos observados con su tratamiento. Estos efectos son similares a los descriptos por All6 et al.
(2009), donde se observo que el tratamiento con otros tipos de oligonucleotidos pequefios, como los
siRNAs, también genera marcas represivas de cromatina y modifica eventos de splicing alternativo.
Sin embargo, en el caso de los siRNAs, Allo et al. (2009) demostraron que el apareamiento generador

de la marca de silenciamiento sélo ocurre a nivel del RNA.
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Figura R.10. El tratamiento con SOs genera los mismos efectos que los ASOs a nivel de la cromatina y el RNA.
(a) Andlisis de RT-PCR de punto final, con los recortes de las bandas de splicing de SMN2 E7 en los recuadros
superiores y su cuantificacion en la parte inferior. En el eje x se representan los diferentes tratamientos con
oligonucle6tidos: Scramble (CTL), ASO2, y su secuencia complementaria SO2, todo a una concentracion final de
100nM durante 72 horas. En el eje y, se muestra el porcentaje de inclusion del ex6n 7 de SMN2. N = 2, con barras de
error representadas como error estandar. Analisis estadistico mediante ANOVA de una via seguido de prueba de
Tukey.
(b) Analisis de ChIP-qPCR dirigido a la marca represiva H3K9me2 en los tratamientos con Scramble (Scram), ASO2
y SO2 a una concentracion final de 100nM durante 72 horas. En el eje x se indica la region del gen SMN2
interrogada (exdn 7), y en el gje y, la sefial de H3K9me2 normalizada al input. N=2 replicas biologicas, barras de
error representan el error estandar. Andlisis estadistico mediante ANOVA de dos factores con distribucion beta
seguido de un test de Tukey (c) Mismo experimento de ChIP-gPCR que en (b), interrogando la regién promotora de
SMNZ2. Se observa que el tratamiento con SO2 induce la deposicién de la marca represiva de cromatina H3K9me2
tanto en su region blanco (intrén 7) como en el promotor de SMN2. Analisis estadistico mediante ANOVA de una via
seguido de un test de Tukey.
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10. El efecto de la promocion global de la acetilacion de histonas sobre el splicing alternativo de

SMN2 E7 no es mediado por cambios en los niveles de factores de splicing

Para cerrar este capitulo de la tesis, decidimos investigar los efectos del &cido valproico (VPA),
utilizado previamente para modular el estado de la cromatina y potenciar el tratamiento con ASO1 en
la inclusion del exon 7 de SMN2 (Marasco et al., 2022). Nos enfocamos en los cambios globales de la
cromatina y en la expresion de factores de splicing de interés relacionados con este evento de splicing
alternativo. VPA es un inhibidor de desacetilasas de histonas (HDACI) que impide la remocién de
residuos de acetilo en las histonas, resultando en una conformacion de cromatina mas laxa y

promoviendo la inclusion del exon 7 de SMN2.

Dado que VPA es una droga pleiotropica, nos preguntamos si los efectos observados en trabajos
previos podrian deberse no s6lo a cambios en el perfil cromatinico de nuestro gen de interés, sino
también a alteraciones en la expresion de los factores de splicing involucrados en este evento. Estos
cambios podrian ser consecuencia de modificaciones cromatinicas globales o de modificaciones

postraduccionales inducidas por el tratamiento con VPA.

Para abordar esta pregunta, realizamos un estudio temporal tras el tratamiento con VPA y analizamos
mediante Western blot las marcas de cromatina represiva (H3K9me2) y activadora (H3K9ac), asi como
los factores de splicing hnRNPA1/A2 y SF2/ASF. SF2/ASF es un factor de splicing positivo cuyo sitio
de union se pierde en la mutacion C—T del exon 7 de SMNZ2, la diferencia clave entre SMN1y SMN2,
y la razdn por la cual el exén 7 de SMN2 se excluye en gran medida del mMRNA maduro. Por otro lado,
hnRNPAL/A2 es un represor de splicing que se une rio abajo del exdn alternativo, en el intron 7, y
cuya union inhibe la inclusion del exdn 7 de SMN2 cuando el sitio de unién de SF2/ASF esté ausente.
Esto resulta en la exclusion del exdn alternativo. Cabe destacar que el sitio blanco de hnRNPAL/A2 es
el mismo que el del ASO1 vy, al aparearse con el mismo, impide la interaccion del factor represor
hnRNPA1/A2, aumentando asi la inclusion del exdon 7 de SMN2.

La Figura R.11 muestra que, como era esperable, la marca activadora H3K9ac aumenta con el tiempo
en respuesta al tratamiento con VPA. Simultdneamente, la marca de cromatina represiva H3K9me2
disminuye con el tiempo tras el tratamiento con VPA. Esto es consistente con la idea de que VVPA abre
la cromatina promoviendo la velocidad de elongacion de la RNAPII y elimina la marca represiva
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inducida por el tratamiento con ASO1, como demostramos en Marasco et al. (2022), potenciando el

efecto del ASO1 en la promocion de la inclusién del E7 de SMN2.

Asimismo, la Figura R.11 muestra que el tratamiento con VPA no afecta la abundancia de los factores
de splicing SF2/ASF 0 hnRNPA1/A2, lo que respalda la hipotesis de que los efectos que describimos
previamente en Marasco et al. (2022) se deben principalmente a los cambios en el estado de la
cromatina en cis, y no a alteraciones en la expresion de los factores involucrados en este evento de

splicing alternativo que pudieran actuar en trans.

Horas en VPA 0 6 12 24 30

H3K9me2 - — - - - . —

H3K9;c - - GEm WD osss G
H3tot PR P —-.'—- -
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Figura R.11. El tratamiento con VPA modifica las marcas de cromatina sin afectar la expresion de los factores de
splicing involucrados en la inclusion del exén 7 de SMN2.

Western blot tras el tratamiento con VPA a 10mM a distintos tiempos (0, 6, 12, 24 y 30 horas). Se muestran, de arriba
hacia abajo, los niveles de la marca represiva H3K9me2, la marca activadora H3K9ac, e histona H3 total como control
de carga; ademas de los factores de splicing positivo SF2/ASF y negativo hnRNPAL. Se observa que, tras el tratamiento
con VPA, la marca represiva H3K9me2 disminuye progresivamente con el tiempo, mientras que la marca activadora
H3K9ac aumenta. Por otro lado, tanto el factor positivo de splicing SF2/ASF como el factor negativo hnRNPA1/A2 no
muestran cambios en respuesta al tratamiento con el VPA, lo que sugiere que los efectos observados en la inclusién
del exdn 7 de SMN2 se deben a modificaciones en el estado de la cromatina y no a alteraciones en la expresion de los
factores de splicing.
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Capitulo 2

11. Disefio de una nueva estrategia para el direccionamiento de la acetilacion de histonas

En la segunda parte de este proyecto decidimos emprender una nueva estrategia para dirigir
especificamente la acetilacion de histonas al gen SMN2. Como se observo en la figura R.11 el VPA
es una droga pleiotrépica que provoca cambios globales en el estado de la cromatina. Por otro lado, el
tratamiento con ASO1 es altamente especifico y sin efectos off target significativos como se describio
previamente en Marasco et al. (2022). El fundamento detras del uso de un enfoque dirigido para la
modificacion de la cromatina es corroborar que los efectos cooperativos observados entre el
tratamiento con ASO1 y VPA se deben a la acetilacion especifica del gen SMN2 y no a cambios en la
cromatina en otras partes del genoma. Ademas, el uso de VPA podria tener efectos no deseados sobre
la regulacion de otros genes u otra parte del genoma, y aunque sean pequefios, como se mencioné en

Marasco et al. (2022), una estrategia dirigida ofrece poder prevenir estos efectos off target.

Con un enfoque dirigido, buscamos modular el estado de la cromatina de SMN2 de manera especifica
y potenciar el tratamiento con ASOL1 en la inclusion de SMN2 E7. Para lograrlo, utilizamos una
CRISPR dCas9 proporcionada por la Dra. Reini de Luco, del Instituto Curie de Paris, Francia (Segelle
et al., 2022). Como mencionado en la introduccion, dCas9 es una proteina Cas9 cataliticamente
inactiva que no puede cortar la doble hélice de DNA, pero que es capaz de ser reclutada a su sitio
blanco mediante RNAs guia (sgRNAs). Esta dCas9 se fusiond previamente con el dominio
transactivador VP64, compuesto por cuatro repeticiones en tandem del dominio transactivador VP16
del virus del herpes simplex. Esta proteina de fusion es capaz de reclutar factores de transcripcion
enddgenos, como la histona acetiltransferasa p300, para acetilar especificamente la regidn de interés
y serd utilizada en este trabajo con el particular objetivo de modular el estado cromatinico
especificamente alrededor del evento de splicing del exdn 7 de SMN2 (Figura R.12).
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Figura R.12. Esquema de la estrategia de modulacién cromatinica dirigida a SMN2.

Disefiamos RNAs guia (sgRNAs) para reclutar dCas9-VP64 (en azul) a distintas regiones del gen SMN2: rio arriba
del exén 7, dentro del propio exdn 7 y rio abajo de este. La proteina de fusion dCas9-VP64 recluta la acetiltransferasa
enddgena p300 (en violeta), encargada de acetilar la region de interés. Se incluyeron guias para ambas hebras del
DNA, asi como otras dirigidas al promotor de SMN2 con el fin de validar la activacion transcripcional e investigar el
efecto sobre el splicing alternativo del exén 7.

La flecha negra a la izquierda representa el promotor, los exones se ilustran con recuadros verde agua, y los intrones
con lineas grises que los conectan. Los RNAs guia (QRNA) se muestran como lineas onduladas de diferentes colores,
mientras que el ASO1 aparece en naranja junto con su sitio blanco. Las guias gRNA en azul apuntan al promotor; las
guias violetas se dirigen al exén 7 y al intrén 7; y la guia roja se ubica rio arriba del exén 7, en el intrén 6.

La dCas9-VP64 es conocida como una herramienta de activacion CRISPR (CRISPRa), cominmente
utilizada para la activacion transcripcional en regiones promotoras. En nuestro enfoque, utilizamos
esta herramienta para dirigir regiones intragénicas cercanas al evento de splicing alternativo del gen
SMN2 con el fin de modular la dinamica de la cromatina y potenciar el tratamiento con ASOL1 en la
inclusion de SMN2 E7. Realizamos transfecciones transitorias del plasmido dCas9-VP64 (Figura
R.13) y co-transfecciones con un plasmido que expresa la guia de RNA (Figura R.14) y el tratamiento
con ASOL1. Investigamos los efectos en la dinamica de la cromatina y el splicing alternativo para

validar la efectividad y especificidad de este tratamiento.

Para esta estrategia, disefiamos RNAs guia (SgRNAS) cuyos correspondientes segmentos de DNA
clonamos en el vector LentiGuide Puro del laboratorio de Zhang (Sanjana et al., 2014), que ha sido
optimizado para la expresion de sgRNASs en celulas eucariotas. Decidimos generar guias de RNA que
dirigieran dCas9 a diferentes regiones del gen SMN2: rio arriba del exdn 7 en el intron 6, en el propio
exon 7,y rio abajo en el intron 7. Disefiamos guias para ambas hebras sentido y antisentido del DNA,
y también decidimos generar RNA guias con sitio blanco a la regién promotora del gen SMN2, para

validar el uso convencional de esta herramienta en la activacion transcripcional.
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Figura R.13. Esquema del plasmido de transfeccién dCas9-VP64 y su expresién transitoria en células en cultivo.
A la izquierda, se muestra el plasmido dCas9-VP64-EGFP utilizado en este trabajo, con diversas anotaciones
relevantes. El dominio transactivador VP64 esta fusionado a la proteina dCas9, seguido por el reportero fluorescente
EGFP, el cual se encuentra bajo el mismo promotor que dCas9, pero no esta fusionado a esta proteina, ya que se ha
incorporado un linker T2A, lo que permite que ambos genes se transcriban como una Unica unidad de mRNA pero se
traduzcan en dos proteinas separadas. A la derecha, se presenta una imagen de la fluorescencia verde observada
mediante microscopia de fluorescencia tras la transfeccidn transitoria con el plasmido, tomada 96 horas después de la
transfeccion. Esta imagen es un ejemplo de los controles de rutina realizados en nuestros experimentos para confirmar
la expresion de la herramienta de dCas9-VP64.
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Figura R.14. Esquema del plasmido para la construccion de guias y representacion esquematica de los sitios blanco
de las guias disefiadas para dirigir la estrategia de dCas9-VP64 al gen SMN2

En la parte superior, se muestra el plasmido LentiGuide-Puro, proveniente del laboratorio de Zhang, con sus
respectivas anotaciones utilizadas para la construccion de las guias. En la parte inferior, se presenta una
representacion esquematica del gen completo SMN2, junto con una ampliacion de la region de interés en torno al
evento de splicing del exon 7. Se disefiaron sgRNAs para dirigir dCas9-VP64 a regiones especificas: rio arriba del
exon 7 (B) (en el intrén 6), dentro del exon 7 (G) y rio abajo (C y D)(en el intrdn 7). Los sgRNAs abarcan ambos
sentidos de la cadena de DNA, y se incluyeron guias dirigidas al promotor de SMN2 (A).
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12. Confirmacion de la especificidad de CRISPR-dCas9 dirigido con RNAs guia al sitio blanco.

En primer lugar, investigamos la especificidad de la estrategia con dCas9. Para ello, realizamos un
experimento de inmunoprecipitacion de cromatina (ChIP-qPCR) utilizando un anticuerpo que
reconoce Cas9. Tal como se observa en la figura R.15, tras el tratamiento con dCas9 y una guia
especifica (denominada Guia B), cuyo sitio blanco se localiza en el intron 6 de SMN2
(aproximadamente 900 pb rio arriba del exdn 7) se detecta un marcado pico de sefial de Cas9 en la
region correspondiente al blanco de dicho gRNA. No se observaron picos significativos de Cas9 en
otras regiones del gen SMN2. Como control usamos un RNA guia non-targeting (Guia NT), cuya

secuencia no tiene sitio blanco en el genoma humano y, por lo tanto, no dirige la dCas9 a la cromatina.

Estos resultados demuestran la especificidad de esta herramienta para dirigir dCas9 a loci de interés de
manera precisa, lo que representa un enfoque mas especifico en comparacion con el tratamiento con

VPA descripto previamente.

dCas9-VP64

5 p < 0,001
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E— 3] [0 Guia NT
> 0 GuiaB
n
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1]

) ﬁ ﬁ ]

Promotor Intrén 6 Intrén 6 Intrén 7
*sitio blanco
Guia B

SMN1/2 locus

Figura R.15. Confirmacion de la especificidad de CRISPR-dCas9 en el sitio blanco de SMN2.

Se muestra un ensayo de ChIP-qgPCR con anticuerpo anti-Cas9, cuya sefial se normalizé respecto al input. Se
comparan los tratamientos con dCas9-VP64 y una guia de control "non targeting” (NT, en gris) y la guia especifica
(Guia B, en naranja). La secuencia blanco de Guia B se localiza en el intron 6, aproximadamente 900 pb rio arriba
del ex6n 7 en SMN2. Se observa un pico de sefial en el intrén 6 con Guia B, mientras que no se observan picos
significativos en otras regiones del gen. Estos resultados confirman la precision de dCas9-VP64 al dirigir la actividad
a un sitio blanco especifico mediante Guia B, en comparacion con la Guia NT. Las células fueron transfectadas con
plasmidos correspondientes durante 96 horas. N = 2 réplicas bioldgicas, barras de error representan el error estandar.
Analisis estadistico se realiz6 empleando un Anova de dos factores.
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13. Potenciacion de la inclusion de SMN2 E7 tras el tratamiento combinado de ASO1 y dCas9-
VP64,

A continuacion, nos propusimos investigar los efectos de dirigir dCas9-VP64 al gen SMN2 sobre el
splicing del exon 7 (E7). Para validar estos efectos, utilizamos varios RNAs guia especificos: uno
dirigido al intron 6 de SMN2 (guia B, Figura R.16a), otro dirigido al intron 7 en la hebra sentido,
superpuesta a la secuencia complementaria al blanco del ASO1 (guia C, Figura R.16b), y un RNA guia
que se superpone con la secuencia blanco del ASOL1 en la hebra antisentido (guia D, Figura R.16¢). En

los tres experimentos empleamos un RNA guia non-targeting (Guia NT) como control negativo.

Observamos que la expresion de dCas9-VP64 sola, direccionada con varios RNAs guia no fue
suficiente para promover la inclusion de E7 en el mRNA de SMN2, mientras que el tratamiento con
ASO1 solo incremento significativamente dicha inclusion. Sin embargo, en el tratamiento combinado,
el direccionamiento especifico de dCas9-VP64 incremento significativamente el nivel de inclusién de
E7 causado por ASOL, en comparacion con cada tratamiento de forma individual. Este resultado
sugiere un efecto sinérgico sobre el splicing del exdn 7 de SMN2, distinto del efecto aditivo descripto

previamente en Marasco et al. (2022) con VPA.

Resulta interesante destacar que, en el caso de la Guia B, el tratamiento en ausencia de ASO1 ejerza
un pequefio efecto inhibitorio en el splicing de E7. Especulamos que la dCas9 podria enmascarar la
secuencia al unirse a la cromatina, blogueando asi el acceso de algun factor de transcripciéon o de
splicing de este evento en cuestion. Estos resultados subrayan la relevancia de la modulacién
cromatinica dirigida para potenciar los tratamientos con ASO1 y su impacto en la inclusion del exon
7 de SMN2.
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Figura R.16. Potenciacion del efecto del ASO1 sobre la inclusion del exén 7 de SMN2 mediante la estrategia

dirigida con dCas9-VP64.

Se muestra un analisis por RT-PCR de punto final para evaluar el splicing del exén 7 (E7) de SMN2. En el eje y, se
representa el porcentaje de inclusion del exdn 7, mientras que en el eje x, se indican las distintas condiciones de
tratamiento. Se utiliz6 dCas9-VP64 en combinacion con varias guias especificas: (a) Guia B, dirigida al intrén 6; (b)
Guia C, dirigida al intrén 7 en la hebra sentido, superpuesta a la secuencia complementaria al blanco del ASO; y (c)
Guia D, superpuesta al blanco del ASO1 en la hebra antisentido. Como control, se emple6 una guia non-targeting
(NT), que no presenta blanco en el genoma humano En todas las condiciones se observa un efecto sinérgico entre la
combinacion de guias especificas y ASO1 a una concentracion final de 1nM en potenciar el efecto en la inclusion del
E7 de SMN2. Las células fueron transfectadas con los plasmidos correspondientes durante 96 horas y con ASO1
durante 72 horas. N=3 réplicas bioldgicas, barras de error representan el error estdndar. Anélisis estadistico mediante

ANOVA de dos factores con distribucion beta sequido de un test de Tukey.
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14. Combinaciones de guias de RNA para dirigir la dCas9-VP64 a multiples regiones del gen

SMNZ2 potencian la inclusion del E7 promovida por ASO1

En el siguiente paso de la investigacion, decidimos explorar los efectos de agrupar RNAs guia que
dirigen dCas9-VP64 a diversos sitios cercanos de manera simultanea, con el fin de investigar si el
reclutamiento de mas dCas9-VP64 alrededor de nuestro sitio de interés (SMN2 E7) produciria un efecto
maés fuerte en la inclusion del exon 7 de SMN2 que el observado con guias individuales. La logica
detras de esta estrategia radica en que, al emplear multiples RNAs guia, se podria reclutar una mayor

cantidad de dCas9-VP64 y, en consecuencia, obtener un efecto mas pronunciado.

Efectivamente, al transfectar la misma cantidad total de RNA guia, pero distribuyéndola entre varias
secuencias, un “Pool Exon 7” (Figura R.17a), conformado por las guias C y D (dirigidas al intron 7) y
la guia G (con blanco en el exdn 7), observamos que la combinacion de estas guias junto con el
tratamiento con ASO1 desencadend el efecto potenciador mas fuerte registrado hasta el momento en
la inclusién de SMN2 E7 usando esta estrategia de CRISPR/dCas9-VP64 (Figura R.17b).
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Figura R.17. Pool de RNAs guia dirigidas al Exon 7 de SMN2 potencia el efecto del ASO1 sobre la inclusion del
exon 7.

(a) Representacion esquematica de los sitios blanco del Pool E7 en SMN2, obtenida del UCSC Genome Browser. Para
potenciar la inclusién del exén 7 de SMN2, se agruparon RNAs guia dirigidos a varias regiones alrededor del exén 7,
con el objetivo de reclutar una mayor cantidad de dCas9-VP64 al sitio de interés.

(b) Analisis por RT-PCR de punto final utilizando el Exon 7 Pool (compuesto por guias C, D y G) o una guia de control
non-targeting (NT), en combinacion con el ASO1 o control a una concentracion final de 1nM por 72 horas. Las células
fueron transfectadas con plasmidos durante 96 horas y con ASO1 durante 72 horas. En la parte superior, se muestran
recortes de las bandas correspondientes a los productos de PCR para la inclusion y exclusidn del exén 7; en la parte
inferior, se presenta su cuantificacion. Se observa un efecto potenciador en la inclusion de E7, superior al observado
previamente en experimentos con guias individuales. N=3 réplicas bioldgicas, barras de error representan el error
estandar. Analisis estadistico mediante ANOVA de dos factores con distribucion beta seguido de un test de Tukey.
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15. El efecto sobre el splicing del direccionamiento de dCas9-VP64 es debido a la acetilacion de

histonas

En el proximo paso de nuestra investigacion, nos propusimos evaluar si la abolicion de la acetilacion
de histonas mediante la inhibicion de acetiltransferasas endogenas con el inhibidor selectivo CBP30
podria eliminar los efectos combinatorios del tratamiento con dCas9-VP64 y ASOL. La racionalidad
detras del uso de este inhibidor de P300 radica en que se ha descripto que, entre los factores reclutados
por dCas9-VP64, se encuentra la acetiltransferasa de histonas P300 (Konermann et al., 2015).

En la Figura R.18a, se observa la inclusion del exdn 7 de SMN2 tras la estrategia de dCas9-VP64,
utilizando una guia control non-targeting (NT) o el Pool E7 de guias de RNA, con y sin tratamiento
con ASOL, todo en presencia de DMSO, el vehiculo control del inhibidor CBP30. En ausencia de
CBP30, el Pool E7 ejerce un efecto sinérgico con el tratamiento con ASO1, como se ha observado en
experimentos previos, potenciando la inclusion del exén 7 de SMN2 (Figura R.18a). Sin embargo, en

presencia del inhibidor de P300, dicho efecto sinérgico se pierde (Figura R.18b).

Estos resultados indican que el efecto de VP64 sobre el splicing alternativo del E7 de SMNZ2 es debido
a su capacidad de promover la acetilacién de histonas y no a la activacion transcripcional debida al
reclutamiento de otros factores que no promueven acetilacion. Como control de estos experimentos,
en la Figura R.18c, se observa una disminucion en las marcas de acetilacion global de histonas a nivel
proteico tras el tratamiento con el inhibidor selectivo de P300, y en particular de la acetilacién de la

lisina 27 de la histona H3, blanco caracteristico de P300.

En conjunto, estos resultados subrayan la importancia de la acetilacién mediada por acetiltransferasas
como P300 en el mantenimiento del estado cromatinico que contribuye al potenciamiento del

tratamiento combinado sobre el evento de splicing alternativo del exén 7 de SMN2.
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Figura R.18. La inhibicion de la acetilacion mediante inhibidores selectivos de acetiltransferasas, como CBP30,
bloquea el efecto potenciador de la estrategia dCas9-VP64 en combinacién con el ASO1 y genera cambios
cromatinicos globales

Cuantificacion mediante RT-PCR de punto final de la inclusion del exén 7 de SMN2. (a) Células tratadas con dCas9-
VP64, utilizando la guia NT o el Pool E7, con y sin ASO1 (1nM), en presencia de 0.2% DMSO. Las células fueron
transfectadas con pladsmidos durante 96 horas y con ASOl1 durante 72 horas. (b) Las mismas condiciones
experimentales, pero con el inhibidor selectivo de p300 CBP30 a una concentracion de 40 uM. Se observa un efecto
sinérgico entre Pool E7 + ASO1 en la inclusion del exdn 7 en la figura (a), el cual se pierde en presencia de CBP30
(b), resaltando el papel critico de las acetiltransferasas en este proceso. (c) Recorte de western blot (izquierda) y su
cuantificacion (derecha) tras el tratamiento con el inhibidor CBP30 o el vehiculo control (DMSO 0.2%). Los resultados
muestran una disminucion en los niveles globales de H3Kac bajo el tratamiento con el inhibidor, con una reduccion
especifica en la marca H3K27ac, la cual esta asociada con la actividad de p300 y enhancers N=3 réplicas biologicas,
barras de error representan el error estandar. Analisis estadistico mediante ANOVA de dos factores con distribucion

beta seguido de un test de Tukey.
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16. Direccionamiento de dCas9-VP64 al promotor

Posteriormente, decidimos investigar si el direccionamiento de dCas9-VP64 a la region promotora
mediante RNAs guia podria también potenciar la inclusion de E7, teniendo en cuenta que la estrategia
CRISPRa se utiliza normalmente para activacion transcripcional al direccionar la dCas9-VP64 a
regiones promotoras. En la Figura R.19a se muestra el “Pro Pool” de RNASs guia disefiados para varias
zonas cercanas al sitio de inicio de la transcripcion (TSS). En la figura R.19b se observa que, incluso
sin ASO1, el Pro Pool incrementa la inclusion de E7 de SMN2. Asimismo, se observa un efecto

adicional cuando se combina con el tratamiento con ASO1, como sucede con el Pool E7 (Figura R.18).

Resulta interesante notar que, en el caso del direccionamiento al promotor (Figura R.19), se observa
una tendencia similar a la descripta para el tratamiento con VPA en trabajos anteriores (Marasco et al.,
2022) en cuanto a la inclusion del E7 de SMN2. En este experimento, la dCas9-VP64 dirigida al
promotor ejerce un efecto por si sola y en combinacion con ASO1 se genera un efecto aditivo. Esto
sugiere que la modificacion del estado cromatinico en la regién promotora puede influir indirectamente
en el procesamiento del RNA transcripto. Este impacto podria manifestarse mediante la alteracion de
la velocidad de elongacién y el reclutamiento de factores de transcripcion y splicing, de forma distinta

o complementaria a la que se logra al dirigir la dCas9-VP64 a la regién cercana al exon 7.
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Figura R.19. Pool de RNAs guia dirigidas al promotor de SMN2 potencia el efecto del ASO1 sobre la inclusién del
exon 7 (a) Representacién esquematica de los sitios blanco del Pro Pool en SMN2 (guias 200+, 200-, 375+, 375-,
500+, 500- donde los nimeros representan las coordenadas del sitio blanco respecto al TSS de SMN2), obtenida del
UCSC Genome Browser. Para potenciar la inclusién del exén 7 de SMN2, se agruparon RNAs guia dirigidos a
varias regiones alrededor de la zona promotora, con el fin de lograr un mayor reclutamiento de dCas9.

(b) RT-PCR punto final del experimento usando el pool de guias direccionadas al promotor de SMN2. El Pro Pool en
combinacion con el ASO1 a una concentracion final de 1nM, mostr6 un efecto potenciador significativo en la
inclusion de E7, ademas de evidenciar un efecto potenciador por si solo. Las células fueron transfectadas con
plasmidos durante 96 horas y con ASO1 durante 72 horas. N=3 réplicas bioldgicas, barras de error representan el
error estandar. Andlisis estadistico mediante ANOVA de dos factores con distribucidn beta seguido de un test de

Tukey.
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17. Direccionamiento de dCas9-VP64 e inhibicion de la inclusion de SMN2 E7 por ASO2

Como se mencioné previamente, el ASO2 es un oligonucleétido antisentido (ASO) cuyo sitio blanco
se encuentra rio abajo del sitio blanco del ASOL1 (Spinraza/nusinersen), sin superponerse con la
secuencia de union de hnRNPAZL/A2. Este sitio blanco, localizado en el intron 7 de SMN2, genera el
mismo efecto represivo a nivel cromatinico que el ASOL1 sin el desplazamiento de hnRNPAL1/A2 y
resulta en una inhibicion de la inclusion del exén 7 de SMN2 (Marasco et al., 2022; Figuras R.2e y
R.10a). La utilizacion de este segundo ASO, ASO?2, tiene como objetivo desacoplar los efectos de los
ASOs sobre el RNA de aquéllos sobre la cromatina, permitiendo una caracterizacion mas detallada de
los mecanismos cromatinicos asociados al uso de ASOs. En el siguiente experimento quisimos
investigar si nuestra estrategia de CRISPR-dCas9-VP64 podria revertir los efectos inhibitorios del
ASO2 sobre el splicing de SMN2 E7 como esperado en el caso del tratamiento con HDACi’s como
VPA.

En la Figura R.20a comprobamos que el tratamiento con VPA aumenta la inclusion de SMN2 E7, el
ASO2 la inhibe, y en combinacion estos tratamientos se anulan para restaurar la inclusion de E7 a los
niveles basales. En la Figura R.20b, se observa que con nuestra estrategia de dCas9-VP64 y un solo
RNA guia que dirige cercana al exdn 7 de SMN2 (Guia B), obtenemos efectos parecidos al
experimento con VPA mostrado en la Figura 20a. La guia B por si sola, a diferencia del VPA, en este
caso no genera un efecto significativo sobre la inclusion del exén 7 de SMN2, pero si en combinacién
con el ASO2, donde restaura los niveles basales de inclusion, contrarrestando los efectos inhibitorios
del ASO2. Estos resultados respaldan el uso de la estrategia dirigida de dCas9-VP64 para mitigar los
efectos cromatinicos del tratamiento con ASOs que promuevan metilacion de histonas y, por lo tanto,

mejorar la inclusion de SMN2 E7.

Cabe destacar que en experimentos previos se observo que el direccionamiento de dCas9-VP64
mediante la guia dirigida cercana al E7, guia B, genero6 una pequefia pero significativa disminucion en
el splicing de SMN2 E7 per se, requiriéndose su combinacion con ASO1 para potenciar la inclusion
del exon. En contraste, en este experimento se observa que el direccionamiento de la dCas9-VP64 con
la misma guia no generd cambios significativos en la inclusion de SMN2 E7 de forma independiente.
Pensamos que esta variabilidad en los efectos de dCas9-VP64 per se puede deberse a pequefias
variaciones en las condiciones experimentales (por ejemplo, eficiencia de transfeccion, niveles de
expresion o estado cromatinico basal) que permitan que estas diferencias marginales alcancen un

umbral suficiente para influir en el splicing de manera significativa.
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Figura R.20. La estrategia con VPA y dCas9-VP64 revierte los efectos inhibitorios del ASO2 sobre la inclusion del
exon 7 de SMN2.

Se presenta un analisis por RT-PCR de punto final del evento de splicing de SMN2 E7. Las imagenes superiores
muestran las bandas correspondientes a la inclusion (FL) y exclusion del exén 7 (A7), y en la parte inferior se observa
su cuantificacion. (a) El tratamiento con VPA a 10mM por 24 horas incrementa la inclusién de SMN2 E7, mientras que
el ASO2 a una concentracion final de 50nM la inhibe. La combinacién de ambos tratamientos restaura la inclusion del
E7 a niveles basales. Las células fueron transfectadas con ASO2 o control durante 72 horas. (b) Estrategia de dCas9-
VP64 y una Unica guia de RNA (guia B) versus una guia non targeting (guia NT). No se observa un efecto con la guia
B por si sola, se observa una inhibicién de la inclusidn con el ASO2 a 50nM por si solo y la combinacion de ASO2 y
guia b restauran los niveles basales de inclusiéon del E7 como observado en el caso del VPA. Las células fueron
transfectadas con plasmidos durante 96 horas, con ASO1 durante 72 horas y tratadas con VPA por 24 horas. N=3
réplicas biologicas, barras de error representan el error estdndar. Analisis estadistico mediante ANOVA de dos
factores con distribucion beta seguido de un test de Tukey.
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18. Investigacion del estado de la cromatina tras el tratamiento con dCas9-VP64

El siguiente paso en nuestra investigacion fue corroborar los cambios cromatinicos especificos del gen
de SMNZ2 tras la estrategia de direccionamiento de dCas9-VP64. Para esto, realizamos un experimento
de inmunoprecipitacion de cromatina seguido de qPCR (ChIP-gPCR) utilizando un anticuerpo que
reconoce varias marcas de acetilacion de H3 (H3 acetil K9 + K14 + K18 + K23 + K27). Utilizamos la
Guia B con sitio blanco cercano al E7 de SMN2 y una guia non-targeting en presencia y ausencia de

tratamiento con ASO1.

En la Figura R.21a, se observan niveles mas altos de marcas de H3Kac en el intrén 7 de SMN2, en una
region proxima al sitio blanco de la guia B y el ASO, tras la expresion de dCas9-VP64 junto con la
guia especifica B, en comparacion con las células tratadas con una guia non-targeting (NT). En la
Figura R.21b, se muestran los niveles de H3Kac en la region promotora del gen SMN2. Es interesante
notar que el direccionamiento de dCas9-VP64 con la guia B también aumenta la acetilacion en esta
region. En contraste, el tratamiento con el ASOL1 no tiene efecto significativo sobre la acetilacion de
esta marca per se, pero en el tratamiento combinado con ASO1 anula el aumento de acetilacion
observado con la guia B. La Figura R.21c muestra el patron de acetilacion en un gen no relacionado
con el evento de splicing de interés, MYOD, tras el tratamiento con la estrategia de dCas9-VP64. Se
confirma que no hay cambios significativos en la acetilacion de histonas en este gen, lo que sugiere

que el efecto del tratamiento es especifico para las modificaciones de cromatina en SMN2.

Por otro lado, las Figuras R.20d y R.20e presentan el patron de acetilacion en el intron 7 y en el
promotor de SMNZ2 tras el tratamiento con VPA, permitiendo comparar los perfiles de acetilaciéon de
esta estrategia general con la estrategia especifica basada en dCas9-VP64. Los resultados indican que,
como en la estrategia de dCas9-VP64, el VPA también aumenta la acetilacion de H3Kac en estas

regiones.

Estos experimentos demuestran que el direccionamiento de dCas9-VP64 al gen SMN2 induce la
deposicion de marcas de histonas asociadas con una conformacion de cromatina abierta. Es
particularmente interesante que, segun el andlisis por ChIP-gPCR, la deposicion de esta marca se
extiende mas alla del sitio blanco de la guia utilizada. Se observan niveles mas altos de H3Kac tanto
en la region de splicing de SMN2 E7 como en su promotor, lo que plantea el interrogante de como los

efectos de esta estrategia especifica pueden extenderse cromatinicamente hasta el promotor del gen.
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Figura R.21. La estrategia de dCas9-VP64 induce cambios cromatinicos asociados a un estado mas abierto.
ChIP-gPCR con anticuerpo anti-H3Kac, que reconoce multiples marcas de acetilacién en la histona 3 (H3K9, K14,
K18, K23y K27), (a) en la region de splicing del intron 7 de SMN2 en células tratadas con dCas9-VP64, utilizando la
guia B o una guia non-targeting (NT), en presencia y ausencia de ASO1 a una concentracion final de 100nM. Se
observa un incremento de H3Kac en esta region con la guia B en comparacion con la guia NT, y una leve disminucion
tras el tratamiento con ASOL.

(b) analizando la region promotora de SMN2. Se observa un aumento de H3Kac tras el tratamiento con dCas9-VP64
y la guia B. No se detecta un efecto sobre la acetilacién con el ASO (guia NT + ASO1), mientras que la combinacion
de guia B + ASO1 anula el aumento de acetilacion inducido por la guia B.

(c) Sefial de H3Kac en el gen no relacionado MYOD, donde no se detectan cambios significativos, lo que confirma la
especificidad de la estrategia dCas9-VP64 para el gen SMN2.

(@)(b) y (c) Las células fueron transfectadas con plasmidos durante 96 horas y con ASO1 durante 72 horas. N=3
réplicas bioldgicas, barras de error representan el error estandar. Andlisis estadistico mediante un ANOVA de dos
factores seguido de un test de Tukey.

(d) ChIP-gPCR en células tratadas con VPA 10mM o control, por 24 horas, analizando la region del intrén 7 de SMN2.
Se observa un aumento de H3Kac tras el tratamiento con VPA, similar al observado con dCas9-VP64 y guias dirigidas
al sitio blanco.

(e) ChIP-gPCR del mismo experimento que en (d), evaluando la regién promotora de SMN2. Se observa un aumento
en H3Kac tras el tratamiento con VPA. N = 2 réplicas biolégicas; las barras de error representan el error estandar.
Analisis estadistico mediante un t-test de una cola para muestras independientes.
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19. Efectos de HDACi’s y ASOs sobre la actividad del promotor del gen SMN2

La siguiente pregunta que surgio en base a nuestros resultados fue investigar cuales son los efectos de
la activacion transcripcional y su relacién con la inclusion de SMN2 E7 en respuesta a nuestras varias
estrategias descriptas en este trabajo. Esta pregunta surge del hecho que al sistema CRISPRa, como
se menciond antes, se lo utiliza normalmente para dirigirlo a regiones promotoras y activar la
transcripcion, a diferencia del uso que se le ha dado en este proyecto, donde nos enfocamos en dirigir
regiones intragénicas alejadas del TSS para modular la cromatina con fines de modificar el splicing

alternativo.

Para comenzar, investigamos los efectos en la activacion transcripcional tras el tratamiento con ASO1
y VPA (Figura R.22). Utilizando pre-mRNA como indicador de activacion transcripcional,
observamos cOmo estos tratamientos cambian la abundancia de pre-mRNA (no procesado) a través de
gPCR, empleando primers que se unen a los limites exon 1-intron 1, tratando nuestro RNA con DNasa
y usando controles adecuados para eliminar la contaminacion de DNA de nuestros resultados. A
concentraciones suficientes para tener efectos sobre el splicing alternativo del E7 (1 nM), el ASO1 no
produce cambios en la activacion del promotor. Por el contrario, el tratamiento con VPA, ya sea en
ausencia o en presencia de ASO1, incrementa la actividad del promotor.

Estos resultados sugieren que VPA tiene un efecto activador sobre la transcripcion, lo cual era
esperado, pero que en estas condiciones el ASO no lo tiene. Es importante destacar que trabajos
previos de Uriostegui-Arcos et al. (2023) observaron cambios en la expresion del gen SMN2 tras el
tratamiento con Spinraza en este evento de splicing alternativo. Sin embargo, estos autores analizaron
MRNA maduro usando primers de union exon-exon y concentraciones mucho mas altas de ASOs
(>200 nM). Por lo tanto, las condiciones de ambos estudios son suficientemente diferentes como para

que ambas observaciones sean validas.
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Figura R.22. El uso de HDACi aumenta la activacion transcripcional del gen SMNZ2.

Sefial de RT-gPCR del pre-mRNA de SMN2 en la unién E1-il1 sobre un gen control (U6). La cuantificacion de pre-
mRNA permitié evaluar la activacion transcripcional tras el tratamiento con ASO y VPA. A bajas concentraciones de
ASO1 (1nM), suficientes para modificar el splicing, no se observaron cambios significativos en la abundancia de pre-
mRNA,; sin embargo, el tratamiento con VPA a 10mM mostré un aumento significativo en el pre-mRNA, sugiriendo un
efecto de activacion del promotor de SMN2. Las células fueron transfectadas con ASO1 durante 72 horas y tratadas
con VPA durante 24 horas N = 4 réplicas bioldgicas; las barras de error representan el error estandar. Analisis
estadistico mediante un ANOVA de dos factores seguido de un test de Tukey.

20. Activacion del promotor del gen SMN2 por el direccionamiento de dCas9-VP64 al mismo y

ala region del E7

El proximo paso de nuestra investigacion fue evaluar si la estrategia de CRISPR-dCas9 podia activar
la transcripcion, aumentando los niveles de pre-mRNA de SMN2. Para eso, utilizamos guias con sitio
blanco en la region promotora (“"Pro Pool") y también dirigimos la dCas9-VP64 al exon 7 mediante el
"E7 Pool" de RNAs guia. Mediante RT-gqPCR, observamos en las Figuras R.23a 'y R.23b que tanto el
direccionamiento a la region promotora de SMN2 como al exdn 7 aumento los niveles de pre-mRNA
de SMNZ2, lo cual es consistente con la activacion de la transcripcion y con los resultados obtenidos en

experimentos previos.

Estos resultados sugieren que la modulacion de la cromatina en el exén 7 podria influir en la regulacion

de la region promotora, lo que podria deberse a interacciones estructurales entre diferentes regiones
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del gen SMN2. Especulamos que la region promotora (5°) del gen podria estar interactuando con
regiones cercanas al sitio corte y poliadenilacion (pA), dado que en el caso de SMN2, el exén 7 se
encuentra aproximadamente a 26 kpb rio abajo del sitio de inicio de la transcripcion (TSS), pero a sélo

1 kpb rio arriba del sitio de pA.

Esta idea es consistente con el modelo de gene looping, donde podria explicar por qué un tratamiento
dirigido al final del gen, que afecta el exdn 7, podria influir en el promotor ubicado rio arriba a
aproximadamente 26 kpb (ver mas abajo seccién 22). Evidencias experimentales en la literatura han
demostrado la existencia de estas interacciones entre las regiones 5’ y 3’ de los genes en la regulacion
transcripcional, demostrando que la formacion de loops puede facilitar mayores niveles de

transcripcion y regular la direccionalidad de la misma (Tan-Wong et al., 2012).
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Figura R.23. La estrategia de dCas9-VP64 aumenta la activacion transcripcional del gen de SMN2.

RT-qPCR de pre-mRNA de SMNZ2 tras el direccionamiento con CRISPR-dCas9. La dCas9-VP64 fue dirigida a la regién
promotora de SMN2 (a) (Pro Pool) y al exén 7 (b) (E7 Pool) usando guias especificas, o un control non targeting. Se
observé un aumento en los niveles de pre-mRNA de SMN2 en ambas estrategias, consistente con la activacion del
promotor, en concordancia con resultados previos. Las células fueron transfectadas con 2 ug de plasmido total en un
multiwell de 12 pocillos durante 96 horas N = 6 réplicas bioldgicas; las barras de error representan el error estandar.
Anélisis estadistico mediante un t-test de una cola para muestras independientes.x
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21. Confirmacion de la especificidad de los efectos transcripcionales de estrategias dirigidas y
estrategias pleiotropicas
Finalmente, quisimos confirmar la especificidad de los efectos transcripcionales de las estrategias
dirigidas y pleiotrépicas mencionadas en este trabajo. Para ello, realizamos RT-qPCR (Figura R.24) y
analizamos los cambios en la expresion a nivel del RNA del gen que codifica al SnRNA U6 (transcripto
por la RNA polimerasa Ill) respecto de la expresion, también a nivel del mRNA del gen GAPDH
tomado como "housekeeping gene". Nuestro razonamiento fue que un promotor de naturaleza
completamente diferente al del gen SMN2 (transcripto por la RNA polimerasa Il) no deberia ser
afectado ni por el ASO1 ni por el sistema CRISPR dCas9-VP64, pero si por la acetilacion global
producida por VPA. En efecto, observamos que todas las estrategias dirigidas, en presencia o ausencia
de ASOL, no cambiaron la abundancia de RNA de U6. Sin embargo, el tratamiento VPA provoco un
aumento en la expresién de U6, lo cual es consistente con la naturaleza pleiotropica de VPA, una
droga que provoca cambios globales en la estructura de la cromatina y, por ende, afecta la abundancia

de mMRNA de genes no relacionados.

Estos resultados corroboran que las estrategias dirigidas con dCas9-VP64 son especificas para el gen
SMNZ2 y no alteran la transcripcion de genes no relacionados, mientras que el tratamiento con VPA,

debido a sus efectos globales, puede influir en la transcripcion de otros genes en el genoma.
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Figura R.24. Las estrategias de dCas9-VP64 no cambian la abundancia de genes no relacionados.

Expresion del promotor del gen U6 estimada por RT-gPCR de su RNA respecto de la expresion del gen GAPDH bajo
diversos tratamientos. Se evaluaron VPA + ASO1, asi como la estrategia CRISPR-dCas9-VP64 + ASO1 dirigida al E7
Pool, la guia NT de control y el Pro Pool. Se observa que las estrategias dirigidas no afectan la abundancia relativa
de pre-mRNA genes no relacionado a SMN2 (U6 vs GAPDH), mientras que VPA a una concentracion de 10mM si,
consistente con su efecto pleiotropico de este ultimo. Las células fueron transfectadas con plasmidos durante 96 horas,
con ASO1 durante 72 horas y tratadas con VPA durante 24 horas. N = 4 replicas bioldgicas, barras de error
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22. Gene looping: Interacciones entre regiones 5’ y 3° del gen SMNZ2 tras el tratamiento con ASO1

y direccionamiento de la dCas9-VP64

Hasta el momento, hemos recopilado y analizado resultados previamente publicados por nuestro
laboratorio junto con nuevos datos generados en esta tesis sobre los efectos cromatinicos y el splicing
alternativo con relacion al exén 7 de SMN2, al tratamiento con ASO1 y a estrategias de modulacion
del estado de la cromatina. En este proceso, algunas observaciones inesperadas han abierto nuevas

preguntas, ampliando el alcance del estudio.

Desde el trabajo de Marasco et al. (2022) en el que demostramos que tanto el ASO1 como ASO2
inducen la deposicion de marcas de metilacion de histonas (H3K9me2) en su sitio blanco, ubicado en
la region cercana al exon 7, observamos gue esta disposicién de marcas cromatinicas se extiende a lo
largo del gen de SMN2 y particularmente en la region cercana al exon 7 y en la region promotora del
mismo gen. En la Figura R.3 y R.10, confirmamos este resultado, sugiriendo una posible interaccion
entre estas regiones lejanas. Ademas, estos resultados se respaldan con experimentos de ChIP-gPCR
de histona acetilada (Figura R.21), donde observamos que esta marca (H3Kac), opuesta a la metilacién
de H3K9me2, disminuye en la region promotora en presencia de ASO cuando tratamos con la

estrategia de dCas9-VP64 y la guia B con sitio blanco cercano al exon alternativo E7.

Otro resultado relevante (Figura R.23) es que el direccionamiento de dCas9-VP64 al exén 7 de SMN2
genera una activacion del promotor, localizado aproximadamente 26 kpb rio arriba del sitio blanco de
dCas9-VP64. A su vez, el direccionamiento de dCas9-VP64 al promotor de SMN2 afecta la inclusion
del exdn 7, lo cual refuerza la hipdtesis de que existen interacciones funcionales entre estas regiones

distales bajo los diferentes tratamientos evaluados.

Para explorar esta hip6tesis, implementamos la técnica de captura de la conformacion cromosomica
3C-gPCR, que permite evaluar interacciones espaciales entre regiones distantes del genoma. Esta
técnica se basa en la fijacion del DNA gendémico mediante crosslinking, seguida de digestion
enzimatica y ligacion, lo que genera fragmentos quiméricos que reflejan contactos espaciales entre

secuencias genomicas distantes.
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Utilizando un primer ‘ancla’ en la region promotora de SMN2, interrogamos su interaccion con
diferentes regiones del gen, incluyendo el intrén 1, el exén 7, la region 3’ ‘downstream’y una region
~2 kpb rio arriba del TSS, descripta por Boda et al. (2012) que contiene un enhancer capaz de activar
la transcripcion de SMN2. En los casos donde estas regiones se encuentran en proximidad fisica como
consecuencia de interacciones a distancia, se forman fragmentos quiméricos detectables mediante
qPCR.

Tratamos células HEK293T con dCas9-VP64 bajo condiciones control (guia non-targeting) y
evaluamos los efectos del tratamiento con ASOL, el pool de RNA guias con sitio blanco cercano al
exon 7 (E7 Pool gRNAS) y el pool de RNA guias con sitio blanco en el promotor de SMN2 (Pro Pool
gRNAS). En la Figura 25a, se presenta el analisis 3C con un esquema del gen SMN2 y las regiones
interrogadas. En el panel superior, se observa en gris la interaccion basal sin direccionamiento de la
dCas9 (NT gRNA) y en violeta la interaccion en presencia de ASOL. Encontramos un aumento relativo
en la interaccidn entre el promotor y las regiones distales del gen, particularmente en la region 3°, lo
gue sugiere una conexidn funcional entre estos elementos. Esto podria explicar por qué ASO1, cuyo
blanco se encuentra hacia el 3' del gen, promueve metilacion de H3K9 en la regién promotora (Figuras
R.6 y R.10c). Se observa que ASO1 no promueve interaccion entre el promotor y su enhancer.

En el panel intermedio, se muestran los efectos del direccionamiento de dCas9-VP64 al exén 7 (E7
Pool gRNAs, en naranja), observandose un incremento en la interaccion del promotor con la region 3’
de manera significativa. Esto podria explicar por qué el direccionamiento de dCas9-VP64 al exdn 7

aumenta la activacion del promotor, como se muestra en la Figura R.23b.

Finalmente, en el panel inferior, evaluamos el efecto del direccionamiento de dCas9-VP64 al promotor
(Pro Pool gRNAs, en azul). Aqui observamos un incremento en la interaccion con la region 3°, el exon
7 y el intron 6, lo que podria explicar por qué la activaciéon de la regién promotora puede modular
splicing alternativo del E7 a larga distancia. También detectamos un aumento en la interaccion con la
region enhancer situada rio arriba del promotor, lo que refuerza la idea de que la apertura de la
cromatina en el promotor facilita estas interacciones, con posibles implicaciones en la regulacion de la

transcripcion y el splicing rio abajo.

En la Figura R.26, se presentan los efectos de la interaccion entre el promotor y la region 3’ tras el

tratamiento con dCas9-VP64 direccionado al exén 7 (E7 Pool gRNAS), en presencia y ausencia de
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ASOL. Se observa que tanto el direccionamiento de dCas9-VP64 como el tratamiento con ASO1
incrementan la interaccion entre el promotor y la region 3°, con un efecto potenciador y altamente

significativo cuando ambos tratamientos se combinan.

En conjunto, estos resultados respaldan la existencia de interacciones funcionales entre el promotor y
regiones distales del gen SMN2, proporcionando un marco mecanistico que explica los efectos
observados en la deposicion de marcas epigenéticas, la regulacion del splicing bajo diferentes

tratamientos y la activacion transcripcional.
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Figura R.25. Las interacciones entre el promotor de SMN2 y el resto del gen.

Analisis de 3C-gPCR En la parte superior, se muestra un recorte del UCSC Genome Browser con el gen SMN2 y sus
regiones adyacentes, incluyendo 2 kpb rio arriba y rio abajo del gen. Los rectdngulos azules representan los exones,
mientras que las lineas azules con flechas indican los intrones.

Debajo de esta representacion, se muestran los sitios de corte de la enzima HINFI utilizados en el experimento. En
amarillo, se resalta la regién ancla, correspondiente al promotor de SMN2, donde se utiliz6 el primer forward. Las
lineas grises indican las regiones interrogadas en relacién con el promotor, y los primers reverse fueron disefiados
en estas regiones y combinados con la primera ancla.

En el gréafico superior, el eje Y representa la sefial de 3C-gPCR expresada en términos de abundancia relativa de la
quimera en comparacion con un gen housekeeping que no contiene el sitio de corte HINFI. El eje X indica la
posicién gendmica de las interacciones evaluadas. Las barras grises representan la sefial obtenida en la condicion
control con RNA guia non-targeting (NT), mientras que las barras violetas representan la abundancia relativa de
interaccidn tras el tratamiento con ASO1 a 100nM concentracion final. Se observa que ASO1 aumenta la interaccién
entre el promotor y las regiones 16, E7 y la region 3°, con un efecto particularmente pronunciado en esta ultima. No
se detectan cambios significativos en la regién 2 kpb rio arriba del TSS de SMN2.

En el panel intermedio, se muestra el efecto del tratamiento con E7 Pool en naranja. Se observa que el
direccionamiento de dCas9-VP64 a la region cercana al exon 7 de SMN2 genera un aumento en la interaccion,
especialmente con la region 3° . También se registran incrementos menores en la interaccion entre el promotor y la
region 2 kpb rio arriba del TSS, asi como con el intron 1 de SMN2.

En el panel inferior, se presentan los resultados obtenidos tras el tratamiento con dCas9-VP64 y un pool de guias de
RNA dirigidas al promotor de SMN2 (Pro Pool, en azul). Se observa un incremento en la interaccion con las
regiones 16, E7 y la region 3°, asi como un fuerte aumento en la regién 2 kpb rio arriba del TSS de SMN2 y un leve
aumento en el intrén 1. Las células fueron transfectadas con ASO1 durante 72 horas y con plasmidos
correspondientes durante 96 horas. N = 1 replica biolégica con un promedio de la sefial de 2-7 amplicones por
region interrogada que levantan las quimeras en cuestion. Barras de error representan el error estandar entre los
amplicones que levantan las mismas regiones. Anélisis estadistico mediante un ANOVA de dos factores seguido de
un test de comparaciones multiples de Sidak.
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Figura R.26. Las interacciones entre el promotor de SMN2 y la region 3’ tras el tratamiento combinado de dCas9-
VP64 direccionado al E7 de SMN2 y el ASO1.

Analisis de 3C-gPCR tras la estrategia combinada de dCas9-VP64 y ASOL1. En el eje Y se representa la abundancia
relativa de interaccion entre el promotor y la region 3’ de SMN2. De izquierda a derecha se muestra la condicion
control con dCas9-VP64 y una guia non-targeting, el tratamiento con E7 Pool de guias de RNA, el ASO1 a una
concentracion final de 100nM, y el tratamiento combinado de E7 Pool + ASO1. Ambos tratamientos E7 pool y ASO1
por separado incrementan la interaccion entre el promotor y la region 3’ sin llegar a un umbral significativo. Sin
embargo, el tratamiento combinado con dCas9-VP64 dirigido al exon 7 (E7 Pool) y ASO1 genera un aumento aun
mayor en la interaccion entre estas regiones que llega a un umbral altamente significativo. Las células fueron
transfectadas con ASO1 durante 72 horas y con plasmidos correspondientes durante 96 horas N = 1 réplica
bioldgica representando el promedio de 5 amplicones que levantan la quimera promotor- region 3’ interrogada.
Analisis estadistico mediante un ANOVA de dos factores seguido de un test de Tukey.
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Discusion

La presente tesis se centra en profundizar los mecanismos subyacentes a la atrofia muscular espinal
(AME) y su tratamiento, desarrollando estrategias innovadoras para mejorar la terapia mediante la
modulacion del estado cromatinico que potencie la inclusion del exon 7 del gen SMN2. A partir de los
resultados de Marasco et al. (2022), comenzamos explorando la combinacién de oligonucle6tidos
antisentido (ASO) con el &cido valproico (VPA), dos farmacos que ya cuentan con aprobacion de la
FDA vy otras agencias internacionales para indicaciones distintas. En este trabajo, proponemos una
prueba de concepto con edicion epigenética especifica mediante la estrategia CRISPR-dCas9, con el

objetivo de profundizar en la relacion entre cromatina y splicing alternativo.

A pesar de que el uso de VPA en ensayos clinicos para AME no mostrd beneficios significativos en
el estudio CARNI-VAL (Swoboda et al., 2010), la evidencia reciente que presentamos en Marasco et
al. (2022) indica que su combinacion con el ASO Spinraza/nusinersen potencia la inclusion del exon
7 de SMN2 maés allé& de lo observado con ambos tratamientos por separado, tanto en células humanas
en cultivo como en ratones, mejorando la supervivencia, el crecimiento y la funcion neuromuscular
en estos Ultimos. Este descubrimiento demuestra que, incluso terapias que por si solas no fueron
exitosas, pueden desempefiar un nuevo rol cuando se implementan en combinacion con otras

estrategias basadas en el entendimiento de los mecanismos moleculares subyacentes.

El desarrollo de opciones terapéuticas para la AME ha avanzado de manera extraordinaria en las
Gltimas décadas. Desde que Lefebvre et al. (1995) identificaron que en casi todos los pacientes
(98.6%) existia una delecién o mutacion en el gen SMNL1, de posicién telomérica en el cromosoma 5,
y que el gen centromérico SMN2 del mismo cromosoma presentaba un defecto de splicing responsable
de la produccién de una proteina truncada, se sentaron las bases para entender la progresion de la
AME. En 1999, los trabajos de Monami et al. y Lorson & Androphy (2000) revelaron la mutacion de
un nucledtido clave que resultaba en la exclusion del exon 7 de SMN2. Esto consolidé la base
molecular para comprender la enfermedad y abrié el camino a la investigacion sobre moléculas y
estrategias capaces de restaurar la expresion funcional de SMN (Lefebvre et al., 1995; Lorson et al.,
1999; Lorson & Androphy, 2000; Monani, 2000).

Menos de 10 afios después de los primeros estudios sobre oligonucleotidos antisentido (Hua et al.,
2007, 2008, 2010; Passini et al., 2011; Singh et al., 2006), la FDA aprob6 en 2016 el uso de Spinraza/
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nusinersen (FDA, 2020), marcando un punto de inflexion en el tratamiento de la AME.
Posteriormente, en 2019, se aprobd la primera terapia génica para AME, Zolgensma, una introduccion
sistémica del gen SMN1 mediante un vector viral, desarrollada por Novartis y reconocida como el
tratamiento més costoso del mundo. En 2020, se afiadié Risdiplam (Evrysdi) como nueva alternativa
basada en moléculas pequefias, también capaz de favorecer la inclusion del exén 7 de SMN2

(www.curesma.orq). Estas opciones, surgidas de investigaciones de ciencia basica, han transformado

la forma de abordar la AME y han mejorado significativamente la calidad de vida de muchos pacientes.

En este contexto, la investigacion de nuestro laboratorio busca ampliar el arsenal terapéutico. Con
base en la evidencia acumulada en los Gltimos 30 afios y en el conocimiento detallado de los
mecanismos moleculares de la AME, asi como de la relacion entre la cromatina y el splicing,
planteamos la combinacion del ASO Spinraza/nusinersen y VPA como una estrategia prometedora
(Marasco et al., 2022). En esta tesis exploramos el uso de CRISPR-dCas9 para regular la expresion
de SMN2 a través de la modulacion epigenética y del splicing alternativo. Aunque esta aproximacion
presenta desafios adicionales para su traslado a la clinica, aporta un mejor entendimiento de la biologia

subyacente y abre la puerta a futuras terapias basadas en la edicion epigenética.

La importancia de la investigacion basica en este campo queda demostrada por la rapidez con la que
han surgido y se han aprobado nuevas opciones terapéuticas para la AME, apenas una década después
de los primeros trabajos con oligonucle6tidos antisentido. Estas iniciativas, en conjunto, amplian el
panorama de tratamiento para la AME y destacan como la manipulacién precisa de los mecanismos
de splicing y de la regulacion génica puede revertir los defectos fisiopatoldgicos de la enfermedad.
Con ello, se refuerza la idea de que los esfuerzos traslacionales, nutridos por la ciencia basica, son
indispensables para impulsar tanto nuestro entendimiento de la enfermedad como el desarrollo de

nuevas opciones terapéuticas.

En las estrategias de tratamiento para enfermedades genéticas como la AME, es fundamental destacar
las diferencias entre los tipos de terapias, ya que cada una ofrece beneficios particulares y conlleva
sus propias dificultades. Las terapias genicas, como Zolgensma, implican cambios permanentes en la
informacidn genética del paciente, al introducir una copia funcional de SMN1 en sus células. La
ventaja de este tipo de intervencidn es que se administra en una sola dosis intravenosa, con el potencial
de corregir la enfermedad de manera permanente. Sin embargo, las limitaciones no son menores: el

costo supera los 2 millones de dolares, lo que dificulta su accesibilidad y no garantiza el éxito en todos
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los casos. Ademas, dada la naturaleza de la AME y su progresion degenerativa, el tratamiento esta
aprobado Unicamente para pacientes menores de 2 afios, lo que restringe su aplicacion en un amplio
porcentaje de la poblacion afectada. También se han reportado efectos adversos importantes ligados a
la administracion viral sistémica, con casos de lesiones hepaticas graves que pueden ser mortales,
respuestas inmunoldgicas sistémicas, trombosis y recuento bajo de plaquetas (Jablonka et al., 2022).
Por otro lado, dado que la expresion de la proteina SMN esté altamente regulada durante el desarrollo,
existe el riesgo de desregulacion del mismo tras la sobreexpresion con este sistema. En modelos
murinos se ha observado que la sobreexpresion viral puede producir efectos indeseados al interferir
con mecanismos de procesamiento de RNA. Estudios de Van Alstyne et al. (2021) muestran que la
sobreexpresion a largo plazo de la proteina SMN asociada a la terapia génica AAV9-SMN, se vincula
con disfuncién motora relacionada con la pérdida de sinapsis propioceptivas y neurodegeneracion
causada por la agregacion de SMN en el citoplasma de las motoneuronas, secuestrando componentes
de las ribonucleoproteinas nucleares pequefias (SNRNPs). Esto produce desregulacion transcripcional
global, neuroinflamacion y respuestas del sistema inmune innato. Por lo tanto, la sobreexpresion
prolongada de SMN interfiere en la regulacion del RNA 'y conduce a perfiles patogénicos relacionados
con la AME a través de mecanismos toxicos de ganancia de funcion. Estos descubrimientos subrayan
los peligros asociados a realizar cambios permanentes en la expresion génica mediante terapias
génicas (Jablonka et al., 2022; Van Alstyne et al., 2021).

La alternativa a estas terapias génicas consiste en generar cambios no permanentes en la expresion
génica, mediante estrategias, en el caso de la AME, como el ASO Spinraza/nusinersen o el Risdiplam.
La gran ventaja de estos tratamientos es que, al no generar modificaciones permanentes, su
administracion puede iniciarse o suspenderse segun la necesidad clinica, permitiendo un mejor control
y una adaptacion en respuesta a eventuales efectos adversos y desarrollo de la enfermedad. Risdiplam
es el mas reciente de los tres tratamientos disponibles en ser aprobado por la FDA. Esta molécula
pequefia estabiliza la union de Ul (snRNP) al sitio 5 de splicing (5’ss) del exéon 7 de SMN2,
incrementando su inclusion en el transcripto maduro de SMN2. Entre sus ventajas se destaca su
capacidad de atravesar la barrera hematoencefalica, por lo que puede administrarse por via oral, a
diferencia de nusinersen, que requiere inyecciones intratecales. Se ha demostrado que Risdiplam
aumenta los niveles de SMN no solo en el sistema nervioso central, sino también en drganos
periféricos en dos modelos murinos de AME. Esta estrategia reduce la pérdida de motoneuronas y la

progresion de la patologia, pero también conlleva riesgos. Aunque es una molécula bastante especifica,

112



se han detectado off-targets que alteran el splicing de genes involucrados en procesos biologicos
criticos (STRN3, FOXM1, APLP2, MADD, SLC25A17), efectos que siguen bajo investigacion.

Ademas, su costo anual se estima en 380 mil ddlares (Schouten & Love, 2015).

En el caso del ASO Spinraza/nusinersen, se trata de un oligonucleétido modificado de 18 pares de
bases que, al igual que Risdiplam, no genera cambios permanentes en la expresion del gen blanco.
Una de sus ventajas es que demostré una marcada mejoria clinica en los pacientes tratados en
comparacion con el grupo control, lo que motivé la finalizacion temprana de su primer ensayo clinico,
su aprobacion y la realizacion de varios ensayos posteriores exitosos. En todos ellos se observaron
efectos positivos en diferentes grupos de pacientes con AME, abarcando un rango etario mucho mas
amplio que el indicado para la terapia génica Zolgensma. Sin embargo, su principal desventaja radica
en la via de administracion: se aplica por puncion lumbar en el liquido cefalorraquideo y requiere un
procedimiento hospitalario ambulatorio cada cuatro meses. Ademas, su costo de aproximadamente
125 mil doélares por inyeccién, unos 375 mil dolares anuales por paciente de por vida, sigue siendo
muy elevado (Jablonka et al., 2022), aunque se encuentran vigentes acuerdos entre la empresa Biogen
y las autoridades gubernamentales de salud de varios paises, incluida la Argentina, la cual ha reducido
el costo que deben afrontar los seguros médicos y las prepagas en aproximadamente un 50%.

El punto de partida de este trabajo se remonta a 2015, cuando la organizacién de familias de pacientes
con AME en Argentina (FAME) se acercaron al Dr. Alberto Kornblihtt, director de esta tesis, para
solicitar ayuda en la blasqueda de mejores alternativas terapéuticas. En ese momento, el ASO
Spinraza/nusinersen ain no habia sido aprobado y pasarian varios afios antes de que estuviera
accesible mediante planes de salud en Argentina. Con el conocimiento acumulado sobre los
mecanismos moleculares basicos que gobiernan los eventos de splicing alternativo, nuestro grupo se
propuso estudiar esta enfermedad, y aprovechando la experiencia colectiva de afios de investigacion,
planteamos en el trabajo de Marasco et al. (2022) una posible terapia combinada que mostraba
resultados prometedores al potenciar el efecto de la terapia con ASO Spinraza/nusinersen. Al mismo
tiempo, descubrimos efectos moleculares subyacentes al uso del ASO que no solo aportan a nuestro
entendimiento de esta enfermedad y su tratamiento, sino que a todos los tratamientos que involucran
el uso de un ASO.

En una segunda etapa, en el laboratorio del Dr. Kornblihtt, asesoramos a dos compariias farmacéuticas

distintas en la validacion de ASOs genéricos tipo Spinraza/nusinersen (Figura R.2). A través de
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ensayos funcionales en células humanas de pacientes con AME, demostramos que estos compuestos
son igualmente eficaces que el ASO Spinraza/nusinersen para incrementar la inclusion del exon 7 de
SMNZ2, con el objetivo de producir un farmaco nacional mas econémico y accesible a los pacientes en
Argentina. Estos logros ayudan a mas pacientes al tratamiento que necesitan y sélo fue posible gracias
a la colaboracion interdisciplinaria entre investigacion basica a nivel mundial, las familias de pacientes

con AME vy la industria farmacéutica nacional.

No obstante, la mayor parte de la investigacion se centra en los mecanismos moleculares de la
enfermedad y en el desarrollo de tratamientos, sin un contacto muy directo con los pacientes. Por ello,
a continuacion, se discuten los resultados obtenidos en este trabajo principalmente en el contexto de

experimentacién original.

El rol de las metiltransferasas de histonas en el mantenimiento del perfil epigenético global y la

respuesta al tratamiento con ASO1

Trabajos previos de nuestro laboratorio proporcionan amplia evidencia sobre la dindmica de la
elongacion transcripcional por la RNAPII y el estado de la cromatina, asi como su influencia en el
proceso de splicing alternativo (All6 et al., 2009; de la Mata et al., 2003; de la Mata & Kornblihtt,
2006; Kadener et al., 2001, 2002; Kornblihtt et al., 2013; Marasco et al., 2022; Schor & Kornblihtt,
2009).

El exon alternativo E7 de SMN2 se identifico en trabajos previos como un exon de “tipo 2”, cuya
inclusién se ve favorecida cuando aumenta la velocidad de elongacion transcripcional. Este
descubrimiento sent6 las bases para explorar la manipulacién del estado cromatinico como forma de
potenciar la inclusion del exon 7 de SMN2 en combinacion con el tratamiento con ASO1 (la forma del
ASO Spinraza/nusinersen utilizada regularmente en nuestro grupo). De hecho, descubrimos un efecto
cromatinico subyacente al mismo tratamiento con ASO1, cuyos efectos secundarios
contraproducentes se revertian al utilizar inhibidores de desacetilasas de histonas como el VPA
(Marasco et al., 2022).

El estado de la cromatina, determinado por modificaciones post-traduccionales como la acetilacién y
la metilacion de histonas, define la accesibilidad del DNA y la eficiencia de los procesos de
transcripcion y splicing. En el caso del exon 7 de SMN2 un estado de cromatina més abierto, en linea

con una elongacion transcripcional mas rapida aumenta la inclusion del exén 7 de SMN2. Estos
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descubrimientos subrayan la importancia de la interaccion entre el estado de la cromatina y la
maquinaria de splicing, y reafirma que la modulacién epigenética es un factor crucial en la regulacion

de la inclusion de exones.

En este trabajo decidimos profundizar en varios componentes implicados en el mantenimiento del
estado cromatinico, como las metiltransferasas de histonas G9a, GLP, SUV39 y PRDM2. Nos
centramos principalmente en la metiltransferasa G9a (EHMT2) y demostramos que su ausencia
provoca una disminucion global de la marca represiva H3K9me2 y un aumento en la marca activadora
H3K9ac, lo que sugiere un estado cromatinico mas permisivo. Esto se corrobora tanto al nivel global
(Figura R.4) como en la region local de SMN2 (Figuras R.6), relacionandose con una mayor inclusion
del ex6n 7 tanto en condiciones basales como bajo el tratamiento con ASO1 (Figuras R.3, R.5, R.7y
R.8). Destacamos también la importancia de la redundancia entre distintas metiltransferasas,
ilustrando la complejidad de la regulacién epigenética celular (Figura R.7).

Asimismo, observamos que la eliminacion de proteinas relacionadas con el mantenimiento de
heterocromatina como HP1f increment6 la sensibilidad al tratamiento con ASO1, mejorando la
inclusion del exon 7 de SMN2 (Figura R.9). HP1p se asocia tradicionalmente con la formacion de
heterocromatina y la represion transcripcional, por lo que su ausencia favorece un estado cromatinico
mas permisivo para un splicing mas favorable para la inclusion del E7 de SMN2. Esto sugiere que la
modulacion de proteinas asociadas a la heterocromatina puede impactar directamente en la
accesibilidad del DNA y en la dinamica de elongacion de la RNAPII.

También demostramos una primera evidencia de que los ASOs se pueden unir no solo al RNA sino
también a la hebra de DNA que comparte la misma identidad de secuencia. En Figura R.10 mostramos
coémo un ASO con secuencia complementaria al ASO2 (SO2) produce efectos al nivel de cromatina e
influye sobre la inclusién del exdn 7 de SMN2 tanto como el ASO2, pero sin posibilidad de unirse al

RNA porque no hay transcripto de RNA antisentido al que unirse.

Estos descubrimientos brindan un entendimiento méas profundo de cdémo las modificaciones
epigenéticas inciden en la estructura de la cromatina y en la regulacién del splicing, abriendo
posibilidades terapéuticas que combinen la modulacién de la cromatina con el uso de ASOs. Sin
embargo, el resultado de que oligonucledtidos modificados quimicamente de secuencia “sense”
puedan tener los mismos efectos cromatinicos que los tradicionales ASOs merece ubicarlos en un

status particular en el listado de los efectos citoplasmicos y nucleares de acidos nucleicos pequefios
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usados en estrategias terapéuticas. La Tabla D.1 se propone esclarecer el estado del arte del tema,

incluyendo los aportes publicados y no publicados de nuestro laboratorio.

Acido ¢ Afecta
nucleico Compartimiento | Se aparea Consecuencia splicing
pequefio celular con alternativo? | Cita
mRNA Revisado en
Citoplasma maduro Degradacion del mRNA No Filipowicz et
al. (2005)
siRNA
(hebra RNA Deposicion de marca
guia) transcripto a | silenciadora de histonas No Morris et al.
nivel el (H3K9me?2) / inhibicion de la (2004)
promotor iniciacion de la transcripcion
Nucleo
pre-mRNA Deposicion de marca
rio abajo del | silenciadora de histonas Si All6 et al.
promotor (H3K9me2) /bloqueo a la (2009)
elongacion de la transcripcion
Revisado en
Citoplasma mRNA Bloqueo de la traduccion No Egli &
maduro Manoharan
(2023)
Inhibicién del splicing o Hua et al.
pre-mRNA correccion de splicing Si (2008)
ASO* rio abajo del | alternativo
promotor
Deposicion de marca
Nicleo silenciadora de histonas Marasco et
(H3K9me2) /bloqueo a la Si al. (2022)
elongacion de la transcripcion
¢Hebra ¢, Deposicién de marca Inferido pero
"sense" del silenciadora de histonas no
DNA? (H3K9me2) /bloqueo a la ¢ Si? demostrado
elongacion de la en esta tesis
transcripcion?
Hebra "anti Deposicion de marca
SO* Nucleo sense" del silenciadora de histonas Si Esta tesis
DNA (H3K9me2)/bloqueo a la
elongacion de la transcripcion

El asterisco indica que tanto el oligonucledétido antisentido (ASO) como el con sentido (SO) se encuentran
modificados quimicamente para protegerlos de la degradacién por nucleasas. No podemos asegurar que los
efectos inferidos o demostrados en esta tesis ocurran también con ASOs y SOs no modificados quimicamente.
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Especificidad de tratamientos con ASOs vs. HDACI

El ASO Spinraza/nusinersen, un oligonucle6tido antisentido modificado de 18 bases, es altamente
especifico para su sitio blanco. Por lo tanto, no se han descripto off-targets, y gracias a la
complementariedad de bases con una secuencia silenciadora del intron 7 del pre-mRNA de SMNZ2,
enmascara el sitio de union del represor de splicing hnRNPA1/A2 y promueve la inclusion del exon
7. Por el contrario, el acido valproico (VPA) actia como un inhibidor de desacetilasas de histonas
(HDACI), promoviendo una conformacion mas laxa de la cromatina de forma inespecifica. La
combinacion ASO1 y VPA, por lo tanto, agrupa un tratamiento altamente especifico como el ASO

con otro pleiotropico como el HDACI.

En figura R.11 demostramos como el VPA tiene efectos globales sobre marcas cromatinicas,
aumentando, como es de esperar, la marca activadora H3K9ac relacionada a un estado eucromatinico
mas abierto, pero simultdneamente disminuyendo, de manera inversa, la marca represiva H3K9me2
relacionada a un estado heterocromatinico. Mostramos que, a pesar de estos efectos globales sobre el
estado de la cromatina, la abundancia de los reguladores positivos (SF2/ASF, o sea, SRSF1) y
negativos (hnRNPA1/A2) involucrados en el evento de splicing del E7 del gen SMN2 no se ven
afectados, sugiriendo que el efecto del VPA no es debido a cambios en la abundancia de factores de

splicing que actdan en trans.

Aun asi, en el trabajo de Marasco et al. (2022) se encontraron cambios moderados en la expresion
génica y en el splicing alternativo al analizar el transcriptoma global por RNA-Seq: apenas 69 genes
de 29.000 transcriptos analizados variaron significativamente tras el tratamiento con VPA, y ninguno
cambid en respuesta al ASO1. Ademas, VPA alterd Gnicamente un 0.06% de los patrones de splicing
alternativo, aunque este valor se obtuvo aplicando un criterio estricto de cambios mayores al 30% en
el porcentaje de inclusion en el mMRNA maduro de exones alternativos. Con el fin de buscar una
modulacion mas especifica de la cromatina y confirmar que los efectos observados en el trabajo de
Marasco et al (2022) se debian a cambios epigenéticos especificos al gen de SMN2, en este trabajo
exploramos el uso de CRISPR/dCas9-VP64, una tecnologia que permite la edicion epigenética
dirigida al locus de SMN2 para modificar la cromatina especificamente y potenciar el efecto del ASO

para mejorar la inclusion del exon 7.
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El uso de CRISPR-dCas9

La tecnologia CRISPR-Cas9 ha revolucionado la biologia molecular al posibilitar la modificacion
precisa de la expresion génica con una multitud de variantes de estas herramientas que han sido
desarrolladas sobre su base. CRISPR/dCas9 ofrece la ventaja de modificar la expresién génica sin
cambios permanentes en la secuencia de DNA y por lo tanto no es parte de las terapias génicas, como
si lo es la terapia de CRISPR/Cas9 usada recientemente con éxito para el tratamiento de la anemia
falciforme. CRISPR/dCas9 utiliza una version inactiva de Cas9 (dCas9) fusionada a dominios
funcionales, como VP64, para activar la transcripcion de genes especificos. En este estudio, se aplico
CRISPR-dCas9-VP64 para dirigir la activacion transcripcional en regiones intragenicas de SMN2,
mejorando asi la inclusion del exdn 7 (varios resultados y sus controles en Figuras R.15, R.16, R.17 y
R.18. Esto ofrece un enfoque mas especifico que los moduladores pleiotrdpicos de la cromatina y abre

nuevas posibilidades para la intervencidn terapéutica.

Es interesante observar que las herramientas disponibles para la modulacion génicay epigenética estan
creciendo de forma exponencial. La aprobacion de CRISPR/Cas9 para el tratamiento de la anemia
falciforme mediante edicidn ex vivo de células madre hematopoyéticas demostré el potencial de esta
tecnologia para enfermedades previamente incurables (Gostimskaya, 2022). Sin embargo, todavia no
existe un tratamiento aprobado que use CRISPR/dCas9 para la modulacion epigenética en patologias
humanas, y su aplicacién terapéutica con administracion repetida enfrenta obstaculos préacticos
principalmente por la introduccion del gran tamafio de la macromolécula dCas9 o su secuencia

codificante.

No obstante, el aspecto més alentador radica en la posibilidad de aprovechar la propia maquinaria
endogena de la célula. En el caso de dCas9-VP64, la misma recluta factores transcripcionales y en
particular a la acetiltransferasa enddgena P300, provocando la acetilacidn especifica de la region de
interés, guiada por guias de RNA (gRNA). Como se muestra en la Figura R.18, el uso de un inhibidor
selectivo de P300 (CBP30) inhibe el efecto sinérgico entre dCas9-VP64 y ASO1 en la inclusion del
exon 7 de SMN2, evidenciando el papel crucial de la maquinaria endégena P300 en esta estrategia.

Este trabajo también refuerza la idea de que los sistemas CRISPR-dCas9 pueden usarse mas alla de la
activacion o inhibicion de promotores, subrayando como estos modificadores epigenéticos se pueden
utilizar para la modulacién de eventos transcripcionales como el splicing alternativo, un aspecto de la

herramienta poco explorado en la literatura.
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En conjunto, estos tipos de descubrimientos destacan el potencial de reorientar la maquinara celular
para modular la expresion génica a nivel transcripcional de manera altamente especifica. Ademas, este
enfoque hace parte de una creciente variedad de herramientas, incluyendo los oligonucleétidos
modificados (como el ASO) que interfieren con las maquinarias de regulacion de expresion génica,
asi como sistemas de CRISPRa/CRISPRI, y Cas19 que permite la edicion especifica del RNA. El uso
de estas herramientas que no implican modificaciones permanentes a la informacion genética,
representa un importante avance hacia una medicina mas personalizada, permitiendo adaptar los
tratamientos segun la necesidades especificas de cada paciente y en el momento preciso en que se

requieran.
Activacion del promotor y su relacion con el splicing

La elongacion de la RNAPII y la activacion transcripcional estdn intimamente relacionadas con el
splicing alternativo. La velocidad de la RNAPII influye en la ventana temporal para que los factores
de splicing reconozcan y se unan a los sitios aceptores y dadores de splicing, lo que puede afectar la
inclusion o exclusion de un exén. Como ya se indicd, un estado de cromatina abierta facilita una
elongacion rapida de la RNAPII, lo que inhibe la inclusion de ciertos exones “tipo 17 con sitios dadores
de splicing mas débiles rio arriba de sitios de splicing mas fuertes (modelo “first come, first served”).
Sin embargo, en el caso de la inclusion de exones “tipo 2”, como el exon 7 de SMN2, el evento de
splicing depende de un equilibrio delicado entre la velocidad de elongacion de la RNAPII y la accion
de factores de splicing negativos como hnRNPA1/A2. El ex6n 7 de SMN2 se comporta de manera
inversa a los exones tipo 1, donde en este caso una mayor velocidad de elongacién aumenta la

inclusion del exon.

En este trabajo, exploramos la activacion del promotor mediante inhibidores de HDAC (como el acido
valproico) y la tecnologia CRISPR-dCas9. Resulta interesante notar que en el direccionamiento al
promotor con la estrategia de dCas9-VP64, se observa una tendencia similar a la descripta para el
tratamiento con VPA en nuestro trabajo anterior (Marasco et al., 2022) en cuanto a la inclusion del E7
de SMN2 (Figura R.19) y la abundancia de pre-mRNA del mismo (Figura R.24a). En estos
experimentos, la dCas9-VP64 dirigida al promotor ejerce un efecto por si sola y, en combinacion con
ASO1, se genera un efecto aditivo en la inclusion del exén 7 de SMN2; a diferencia del

direccionamiento de esta herramienta a la zona cercana al exén 7, donde en casi todos los casos la
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dCas9-VP64 no tiene un efecto por si sola, y s6lo en combinacion con el ASO se produce un efecto

sinérgico que aumenta la inclusion del exén 7.

Esto sugiere que la modificacion del estado cromatinico en la region promotora puede influir
indirectamente en el procesamiento del RNA transcripto, posiblemente mediante la alteracion de la
velocidad de elongacion de RNAPII, el reclutamiento de factores de transcripcion y splicing; de forma
distinta o complementaria a la que se logra al dirigir la dCas9-VP64 a la region cercana al exon 7. Esto
se respalda en las observaciones de figura R.23 donde ambos direccionamientos al promotor o el E7,

activan al promotor.

Ademas, cabria la posibilidad de que la modificacion de la cromatina en el promotor pudiera afectar
la interaccion promotor-enhancer, constituyendo un posible mecanismo adicional de regulacion
transcripcional de SMN2. Estudios recientes han demostrado que las interacciones entre promotores y
enhancers no son estaticas, sino que dependen de la actividad transcripcional y la dinamica de la RNA
polimerasa Il (Bellofatto & Wilusz, 2011). En este contexto, la reestructuracién cromatinica inducida
por dCas9-VP64 podria facilitar el acceso de factores transcripcionales que estabilicen la interaccion
entre el promotor de SMN2 y su enhancer, lo que a su vez reforzaria la transcripcion del gen y la
inclusién del exén 7 (Wang et al., 2022).

En linea con esto, se ha identificado un posible elemento enhancer ubicado aproximadamente a 2 kpb
rio arriba del sitio de inicio de transcripcion de SMN2 (Boda et al., 2004). La activacion del promotor
mediante dCas9-VP64 podria modular la accesibilidad y funcionalidad de este enhancer, promoviendo
interacciones mas frecuentes y eficientes con el promotor de SMN2. Esto es consistente con modelos
recientes que sugieren que la transcripcion en curso influye en la estabilidad y frecuencia de los
contactos promotor-enhancer (Barshad et al., 2023) . En conjunto, estos resultados reforzarian la idea
de que la modificacion epigenética del promotor de SMN2 no s6lo impacta la transcripcion local, sino
que también reconfiguraria la organizacion espacial del locus SMN, favoreciendo un entorno

transcripcional que favorezca la inclusion del exon 7.

Los resultados del direccionamiento de la acetilacion de histonas al promotor y su activacién
transcripcional coinciden con resultados originales de nuestro laboratorio. En Cramer et al. (1997)
nuestro grupo demostré que el tipo de promotor, y no su fuerza, determinaba el grado de inclusion de
un exon alternativo expresado desde un minigén. Mas adelante, Nogués et al. (2002) demostraron que

distintos factores de transcripcion dirigidos a un mismo promotor promueven distintos niveles de
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inclusion de un exdn alternativo codificado. Por ultimo, Kadener et al. (2002) comprobaron que el
splicing alternativo es regulado por enhancers que regulan a un dado promotor a través del control de

la tasa de elongacion de la RNA polimerasa Il.
Interacciones entre regiones 3’ y 5° del gen SMN2 regulan su expresion génica a través de looping

A lo largo de esta investigacion, hemos acumulado evidencia de que los tratamientos especificos, tanto
con ASO1 como con nuestra estrategia de CRISPR-dCas9-VVP64, generan efectos en el splicing, el
estado cromatinico y la activacion transcripcional, no solo en su sitio blanco, sino también en regiones
distales. En el trabajo de Marasco et al. (2022) y en la Figura R.10b, se observa que el tratamiento con
ASO2 también induce la deposicién de la marca represiva de la cromatina H3K9me2 en el promotor
de SMN2, a pesar de que esta regidn se encuentra aproximadamente 26 kilobases rio arriba de su sitio
blanco. En este estudio, también observamos que el aumento de H3K9me2 correlaciona con una
disminucion en la marca activadora H3Kac en la misma regién entre el tratamiento dCas9-VP64 y la
guia B +/- ASO (Figura R.21b).

Ademas, el direccionamiento de dCas9-VP64 al exdn 7 de SMN2 (Figura R.23) genera una activacion
del promotor del mismo gen, y el direccionamiento de la misma herramienta al promotor altera el
splicing del exdn 7. Ambos efectos ocurren en regiones distales a sus respectivos sitios blancos, lo que
nos llevo a plantearnos si existian interacciones fisicas entre estas regiones localizadas en los extremos
del gen. En las Figuras R.25 y R.26, confirmamos estas interacciones a través de la metodologia 3C-

gPCR, validando nuestra hipotesis.

Observamos que el tratamiento con ASO1 aumenta la interaccion entre la region distal del gen SMN2
y su promotor, lo que puede explicar la deposicion de H3K9me2 en esta ultima region cuando se
transfecta ASO1. De manera similar, el direccionamiento de dCas9-VP64 al exdn 7 de SMN2 también
incrementa la interaccion entre estas regiones distales, lo que respalda el efecto de activacion del
promotor observado en nuestros experimentos. Asimismo, observamos que el direccionamiento de
dCas9-VP64 al promotor de SMN2 aumenta la interaccion con regiones distales del gen, explicando
el impacto en el splicing del exon 7, a pesar de que esta region se encuentra alejada del sitio blanco de
las guias de RNA que reclutan dCas9-VP64.

Este fendmeno es analogo a los mecanismos descritos para elementos enhancer-promotor, en los

cuales secuencias distales al promotor establecen interacciones fisicas que modulan la transcripcion y
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el splicing en regiones rio abajo. Nuestros resultados en la Figura R.25 muestran que el
direccionamiento de dCas9-VP64 a la region promotora de SMN2 aumenta la interaccion con la region
enhancer descripta por Boda et al. (2012), lo que es consistente con la hipdtesis de que la modulacion
del estado cromatinico del promotor favorece su interaccion con el enhancer y contribuye a la

regulacion transcripcional de SMN2.

En conjunto, estos descubrimientos refuerzan los resultados presentados en esta tesis y sustentan las
hipotesis de esta investigacion. Ademas, se apoyan en observaciones previas de nuestro laboratorio y
de otros grupos de investigacion, como el del Dr. David Bentley, quien observé que el pausado de la
RNAPII en las regiones 5’ y 3° de los genes esta asociada con factores de procesamiento de pre-
MRNA; que este pausado podria facilitar interacciones entre promotores y regiones de terminacion,
acercando fisicamente estas regiones para regular la transcripcion (Glover-Cutter et al., 2008). Estos
resultados subrayan la complejidad de las interacciones dentro de una célula viva, donde las dinamicas
espaciales de la cromatina no se limitan a modelos lineales de interacciones entre efectores y sitios

blancos, sino que reflejan una red tridimensional altamente organizada de regulacién génica.
Importancia de la modulacion dirigida y perspectivas futuras

Esta investigacion demuestra que la modulacion del estado cromatinico y la activacién transcripcional
dirigida pueden ser estrategias eficaces para optimizar la inclusion de exones en contextos de splicing
alternativo como la AME. La combinacion de ASOs con tecnologias de edicion epigenética CRISPR-
dCas9-VP64 permite intervenciones mas precisas que los enfoques basados en farmacos de amplio
espectro. Aun asi, siguen existiendo desafios técnicos, sobre todo en la entrega eficiente de los
sistemas CRISPR-dCas9 a las células y tejidos del organismo. Aunque esto limita su aplicacion
terapéutica inmediata, el progreso continuo en el desarrollo de nuevas herramientas y métodos promete

superar dichas barreras.

En resumen, el aprovechamiento de la tecnologia CRISPRa para complementar los tratamientos con
HDACIi y ASOs presenta una estrategia prometedora para refinar los efectos terapéuticos sobre el
splicing en la AME. Este enfoque podria conducir a mejores resultados al ofrecer una modulacién mas
precisa y especifica del estado cromatinico, asegurando una mayor inclusion del exén 7 de SMN2 y
aumentando la produccién de SMN. La integracion de CRISPRa con terapias existentes ejemplifica
el potencial de las herramientas de edicion génica en la medicina moderna y su capacidad para

proporcionar terapias de precision para enfermedades genéticas como la AME.
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Conclusiones

e Eficacia de ASO1 y alternativas terapéuticas:

Se confirmo el efecto potenciador del ASO1, equivalente a Spinraza/nusinersen, y de un ASO genérico
colaborativo con una compafiia farmacéutica nacional, ofreciendo una alternativa terapéutica mas

econdmica e igualmente efectiva para pacientes en Argentina.
e Efectos cromatinicos de ASOs y ASO2:

Se evidencio el efecto cromatinico de los ASOs y el efecto inhibitorio del ASO2 sobre la inclusion del
exon 7 de SMINZ2.

e Rol de la metiltransferasa EHMT2 (G9a):

Se confirmé la importancia de la metiltransferasa EHMT2 (G9a) en el mantenimiento de la marca
represiva H3K9me2, ya que las células G9a KO presentan una cromatina mas abierta, mayor inclusion

basal del exdn 7 y una respuesta potenciada al tratamiento con ASOL.
e Colaboracion de GLP y Rol compensatorio de Suv39:

Se demostro que, ademas de G9a, la metiltransferasa GLP colabora en la deposicion de H3K9me2 y
que Suv39 ejerce un rol compensatorio, evidenciando interacciones entre metiltransferasas que

mantienen el estado cromatinico global.
e Importancia de factores de heterocromatina (HP1):

Se mostrd la relevancia de factores asociados a la heterocromatina, como HP1, en la eficacia del

tratamiento con ASO1.
e Capacidad de los ASOs para unirse al DNA:

Se aporto la primera evidencia de que los ASOs pueden unirse al DNA, ya que los oligonucleétidos
sense, dirigidos a la hebra complementaria no transcrita del gen, generan efectos cromatinicos

similares a los observados con los ASOs.
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e Efectos globales del VPA en las marcas de histonas:

Se comprobd que el tratamiento con VPA modifica globalmente las marcas de histonas, incrementa
H3K9ac y disminuye H3K9me2 sin alterar la abundancia de factores de splicing, lo que apoya que su

efecto sobre el splicing de SMN2 se debe a la modificacién de la cromatina en cis.
e Estrategia CRISPR-dCas9-VP64 para modificar la cromatina:

Se disefid una estrategia especifica para modificar la cromatina utilizando el sistema CRISPR-dCas9-

VP64 y sgRNAs dirigidos a varias regiones del gen SMN2.
e Especificidad del enfoque CRISPR-dCas9-VP64:

Se demostro que el uso de esta estrategia es altamente especifico en su localizacion y efecto sobre la

cromatina.

e Eldireccionamiento del CRISPR-dCas9-VP64 cercana al Exon7 de SMN2 genera deposicion
de marca de acetilacion de histona H3Kac

Se mostré que direccionar la CRISPR-dCas9-VP64 efectivamente acetila la region cercana al exon 7

de SMINZ2 y esa acetilacion es especifica al gen de SMN2.
e Sinergia CRISPR-dCas9-VP64 y ASO1 mediada por p300:

Se evidenci6 que la combinacion de CRISPR-dCas9-VP64 con ASO1 genera un efecto sinérgico en

la inclusion del exon 7, que es abolido por un inhibidor de la acetilasa de histonas p300.
e Reversion de efectos inhibitorios inducidos por ASO2:

Se mostrd que la estrategia con CRISPR-dCas9-VP64 puede revertir los efectos inhibitorios sobre la
inclusion de SMN2 inducidos por ASO2.

e Efecto activador transcripcional del VPA en pre-mRNA:

Se confirmé que el tratamiento con VPA incrementa la abundancia del pre-mRNA de SMN2; a
concentraciones bajas (1 nM) que afectan el splicing, el ASO1 no modifica el pre-mRNA, mientras
que VPA lo aumenta significativamente, evidenciando un efecto activador transcripcional.

e Activacion transcripcional mediante CRISPR-dCas9 en promotor y exén 7:
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La estrategia CRISPR-dCas9, dirigida tanto al promotor (Pro Pool) como al exon 7 (E7 Pool) de
SMNZ2, incrementa los niveles de pre-mRNA, sugiriendo la activacion del promotor; ademas, el efecto
del E7 Pool indica que la modulacién cromatinica en el exon 7 puede influir en la regulacién del

promotor mediante interacciones estructurales (gene looping).
e Especificidad transcripcional de estrategias dirigidas:

Las estrategias dirigidas con dCas9-VP64, tanto solas como en combinacion con ASO, mantienen la
especificidad transcripcional al no alterar la abundancia de pre-mRNA en genes no relacionados (U6
y GAPDH), en contraste con el efecto global del VPA, confirmando la precision de la activacion
dirigida en SMN2.

e Aumento en las interacciones (gene looping) entre secuencias 5’ y 3’ del gen SMN2 mediante
tratamientos especificos con ASO1 o dCas9-VP64:

Los tratamientos con ASO1 o el direccionamiento de dCas9-VP64 tanto a la region del exén 7 como
al promotor de SMN2 generan un aumento en las interacciones entre las regiones promotoras y las
secuencias 3’ distales del gen. Este fenomeno podria explicar varios de los efectos observados,
incluyendo la deposicion de metilacion en el promotor de SMN2 inducida por los ASOs, la activacion
transcripcional del promotor tras el tratamiento con dCas9-VP64 E7 pool, y el impacto sobre el

splicing del exdn 7 al dirigir dCas9-VP64 especificamente al promotor de SMN2.
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Materiales y métodos

1. Cultivo celular y tiempos experimentales de transfeccion
Las células HEK293T (wild-type y G9a knockout) o células de fibroblastos de paciente de AME 3813
se cultivaron en medio DMEM (Gibco) suplementado con 10% de suero fetal bovino (FBS) y 1% de
penicilina/estreptomicina, a 37 °C en una atmdsfera humidificada con 5% de CO.. Todas las lineas
celulares utilizadas se mantuvieron entre los pasajes 5 y 15 para garantizar consistencia experimental.
Para la mayoria de los ensayos, las células se sembraron en placas de 12 pocillos (multiwell de 12) a
una densidad de 150.000 células por pocillo. En los experimentos de inmunoprecipitacion de cromatina
(ChIP), se utiliz6é un formato de placa de 10 cm, sembrando aproximadamente 1.8 x 10¢ células por
placa, manteniendo las mismas condiciones de cultivo y tiempos experimentales.
La transfeccion se realizé en medio DMEM completo. Para preparar la mezcla de transfeccion, tanto
el DNA plasmidico como el reactivo Lipofectamina 2000 (Thermo Fisher Scientific) se diluyeron por
separado en Opti-MEM (Gibco) y se incubaron durante 5 minutos a temperatura ambiente. Luego, se
mezclaron en una proporcion 1:1 y se incubaron durante 15 minutos adicionales para permitir la
formacion de complejos liposoma-DNA. La mezcla fue aplicada gota a gota sobre las células en cada
pocillo o placa. EI medio fue reemplazado al dia siguiente. Todos los tratamientos y sus respectivos
controles fueron realizados en paralelo, y los tiempos de transfeccion se mantuvieron constantes entre
condiciones para asegurar comparabilidad experimental.
Cronograma experimental general:
o Dia0: Siembra de células (150.000 por pocillo en placas de 12 pocillos, o 1.8 x 10° por placa
de 10 cm).
o Dial (24 h post-siembra):
o En experimentos con plasmidos de dCas9-VP64: transfeccion de 2 ug totales de DNA
por pocillo (formato 12-well) o 20 pg por placa de 10 cm, en una proporcion molar 6:1
entre lentiGuide-Puro (Addgene #52963) y dCAS9-VP64 GFP (Addgene #61422).
« Dia 2 (48 h post-siembra):
o En experimentos con plasmidos de dCas9-VP64: transfeccion de oligonucleotidos
antisentido a la concentracion correspondiente.
o Dia 4 (24 h antes de la cosecha): En los experimentos correspondientes, se agregd acido

valproico (VPA; Sigma-Aldrich) al medio completo a una concentracion final de 10 mM. Las
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células se incubaron con VVPA por aproximadamente 24 horas antes de la recoleccion, siguiendo
el esquema experimental descripto por Marasco et al., 2022.
e Dia5 (72 h post-ASO /96 h post-plasmidos): Recoleccidn de células para extraccion de RNA
(TRIzol, Invitrogen), proteinas (buffer de Laemmli), o preparacion de cromatina (en ensayos
ChiP) y 3C.
En los experimentos de silenciamiento génico, se transfectaron siRNAs SMARTpool (Dharmacon) a
una concentracion final de 50 nM utilizando Lipofectamina 2000 y se incubaron durante 96 horas antes
de su procesamiento.
En los ensayos de sobreexpresion de G9a, se transfectaron 500 ng del plasmido Flag-G9a E10+
(pcDNAZ3 backbone) por pocillo, utilizando Lipofectamina 2000. En los casos correspondientes, se co-
transfectaron ASOs (100 nM) en simultaneo. Las células fueron recolectadas 72 horas después.
Cada condicién experimental fue repetida al menos tres veces de forma independiente, manteniendo
tiempos y condiciones constantes para garantizar la reproducibilidad y comparabilidad de los
resultados.
En los experimentos en los que no se transfectaron plasmidos, los oligonucleotidos antisentido (ASO1,
ASO2 y Scramble) se transfectaron a las 24 horas post-siembra. Al dia siguiente se reemplazé el medio
de cultivo, y las células fueron recolectadas 72 horas después de la transfeccion de ASO, siguiendo el
mismo cronograma experimental empleado en el resto de los ensayos con tratamiento con ASOs, lo

que permitié mantener condiciones comparables entre todas las condiciones analizadas.

2. Transformacion bacteriana

Para la transformacion bacteriana, se utilizaron células competentes de E. coli NEB Stable y se realiz
la transformacion mediante electroporacion. Las células competentes preparadas fueron descongeladas
en hielo y se mezclaron con 1-2 ul de DNA plasmidico en una microcentrifuga preenfriada. La mezcla
se transfirid a una cubeta de electroporacion de 1 mm previamente enfriada y se sometié a una descarga
eléctricaa 2.5 kV, 25 uF y 200 Q en un electroporador. Inmediatamente después de la electroporacion,
se afiadieron 950 pl de medio SOC precalentado a 37°C a la cubeta, y se transfirié todo el contenido a
un tubo de cultivo estéril. La mezcla se incub6 a 37°C con agitacion a 250 rpm durante 1 hora para
permitir la recuperacion y expresién de los genes de resistencia antibidtica. Posteriormente, se
sembraron alicuotas de 100-200 pl en placas de agar LB que contenian el antibidtico adecuado, y las

placas se incubaron a 37°C durante 16-18 horas para permitir el crecimiento de las colonias
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transformadas. Las colonias obtenidas se seleccionaron para andlisis posteriores y confirmacion de la

presencia del plasmido correcto.

3. Preparacion de plasmidos (Miniprep)

Se utilizé el protocolo del Kit QlAprep Spin Miniprep de QIAGEN para la purificacion de DNA
plasmidico. Brevemente, se cultivaron bacterias transformadas durante la noche y se centrifugaron 1—
5 ml de cultivo para obtener un sedimento celular. Las células se resuspendieron en 250 ul de Buffer
P1, seguido de la adicion de 250 ul de Buffer P2 y la mezcla mediante inversion hasta que la solucion
se aclaro. Posteriormente, se afadieron 350 ul de Buffer N3 y se mezcloé de inmediato por inversion.
La mezcla se centrifugd y el sobrenadante se aplico a la columna QIAprep. Se realizaron lavados con
0.5 ml de Buffer PB y 0.75 ml de Buffer PE, eliminando los residuos mediante centrifugacion.
Finalmente, el DNA se eluy6 con 50 pl de Buffer EB y se cuantifico utilizando espectrofotometro
Nanodrop y/o el sistema de fluorescencia Qubit para obtener mediciones precisas de la concentracion
de DNA.

4. Purificacion de RNA

La purificacion de RNA se realizo utilizando 500 ul de TRIzol (Invitrogen) por pocillo en una placa
de 12 pocillos, manteniéndolo a temperatura ambiente durante 5 minutos para homogeneizar. Tras la
adicion de 100 pl de cloroformo, se centrifugod a 12000 g a 4°C durante 15 minutos y se transfirio la
fase acuosa a tubos limpios. La precipitacién con isopropanol se dejo a -20°C por al menos 1 hora,
seguida de una centrifugacion a 12000 g por 15 minutos. El pellet resultante se lav6 con etanol al 70%
y se centrifug6 a 7600 g por 5 minutos a 4°C. Se elimind el sobrenadante, el pellet se dejo secar al aire
durante 10 minutos y se resuspendié en agua Milli-Q. La concentracion de RNA se determind con el
espectrofotometro Nanodrop y la calidad se verificd en un gel de agarosa al 1% en TBE, corriendo a
140V durante 15 minutos.

5. Western Blot

Las muestras de proteinas se prepararon utilizando un buffer de lisis especifico, el Cracking Buffer
2X, que contiene TRIS-HCI pH 6.8, p-mercaptoetanol, SDS vy glicerol, con azul de bromofenol para
facilitar la visualizacion. Las células se lavaron con PBS y se afiadieron aproximadamente 100 pL de
Cracking Buffer 2X por pocillo de una placa de cultivo de 12 pocillos, incubandose a 95 °C durante 5-

10 minutos y centrifugandose brevemente para eliminar restos celulares. Los geles de poliacrilamida
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se prepararon de acuerdo al peso molecular de las proteinas de interés, empleando un gel separador y
un gel concentrador, y se montaron en el modulo de corrida con Buffer de Corrida 1X, corriéndose las
muestras a 200 V junto con un marcador de peso molecular. Tras la electroforesis, las proteinas se
transfirieron a membranas de nitrocelulosa mediante un cassette de transferencia ensamblado con
esponjas y papeles de filtro empapados en Buffer de Transferencia 1X, realizandose la transferencia a
100 V durante 90 minutos con refrigeracion en hielo. Las membranas se bloguearon en leche al 5% en
TTBS durante 30 minutos a temperatura ambiente con agitacion, incubandose overnight con
anticuerpos primarios diluidos en la misma solucion de bloqueo. Posteriormente, se realizaron tres
lavados de 10 minutos con TTBS y se incubaron con anticuerpos secundarios conjugados a fluoréforos
durante 45-60 minutos, protegiendo las membranas de la luz para mantener la sefial fluorescente.
Finalmente, las membranas se revelaron en el sistema Odyssey (LI1-COR) a 700 y 800 nm, permitiendo
la visualizacion de las bandas de interés, y la cuantificacion de las sefiales se llevo a cabo con el
software Image Studio para la interpretacion de los resultados.

6. Retrotranscripcion (RT) y PCR punto final

La retrotranscripcion de RNA a cDNA se llevo a cabo usando el protocolo de la M-MLV Reverse
Transcriptase (Thermo Fisher Scientific). Se utilizé una reaccion de 20 puL con 1 ng-5 pg de RNA
total. Los componentes incluyeron Oligo (dT)12-18 como primer y una mezcla de dNTPs (10 mM
cada uno). La mezcla se calentd a 65°C por 5 minutos y se enfrié rapidamente en hielo. Posteriormente,
se afladieron 4 pL de buffer de primera hebra5X, 2 uL de DTT 100 mMy 1 uL de RNaseOUT, seguido
de 1 pL (200 U) de M-MLV RT. La reaccién se incub6 a 37°C por 50 minutos y se inactivo a 70°C

por 15 minutos.

Para la amplificacion de cDNA, se utilizé Tag DNA Polymerase de Inbio Highway S.A., siguiendo las
recomendaciones del fabricante. La mezcla de reaccién consistio en 5 yuL de buffer 10X, 1.5 pL de
MgCI2 50 mM, 1 uL de primers de amplificacion (10 uM cada uno), 0.4 pL de Taq polimerasa (5
U/uL), y 2 L de cDNA en un volumen final de 50 pL

Primers Splicing SMN2 E7 “SMN2 mRNA”
5-AAGTGAGAACTCCAGGTCTCCTG-3'y 5-TCTGATCGTTTCTTTAGTGGTGTC-3".
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La amplificacion y el anélisis de los productos de PCR digeridos con la enzima de restriccion Ddel
(ver Figura 1) se realizaron como se describe en Lorson et al. (1999). Los productos de PCR, digeridos
0 no con Ddel segun el caso, fueron sometidos a electroforesis en un gel de poliacrilamida al 6 % (p/v)
y se tifieron con bromuro de etidio para su visualizacién y cuantificacion con el programa Image J.
Siempre se analizaron un minimo de tres réplicas bioldgicas, cada una por triplicado técnico. Las

muestras de cada experimento de RT-PCR se procesaron juntas en el mismo gel.
Calculo del % de inclusion del E7
lo = intensidad de la banda del gel de RT-PCR.

Bg= background = intensidad de un area del gel que no contenga bandas de la misma forma y tamafio
que una banda.

Ic = intensidad corregida = lo - Bg

Ic banda de inclusion
% inclusion = x 100

Ic banda inclusién + Ic banda exclusion

Estrategia utilizada para cuantificar la inclusion del exén 7 en el RNA mensajero maduro

Debido a la alta similitud de secuencia entre los genes SMN1 y SMN2, los productos de PCR que
resultan de utilizar los primers descriptos en 3.3 no permiten distinguir los mensajeros de uno u otro
gen (Figura 1, izquierda). La existencia de un cambio de base que genera un sitio de restriccion para
la enzima Ddel (CTNAG) en el exdn 8 del gen SMN2 permite que, después de digerir los productos de
PCR con Ddel, puedan separarse en geles de poliacrilamida nativo 2 bandas especificas para SMN2 de
382 y 328 pares de bases (pb) respectivamente, que corresponden, también respectivamente, a los
eventos de inclusion y exclusion del exén 7 de SMN2 (Figura M.1, derecha). Son estas bandas (6valo
rojo) cuya intensidad cuantificamos mediante el programa Image J permitiéndonos establecer el

porcentaje de inclusion del exdn 7 en cada condicién ensayada.
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Sin digestion con Ddel Con digestion con Ddel
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- - - -
Ddel Ddel
-— -— -— -—
[6 [ 3] s [ e8] + [
\ / Ddel \ / Ddel
504 pb| memm | E7+ (SMNI + SMN2) 504 pb| mmm | E74+(SMNI)
450 pb| — | E7- (SMNI + SMN2) 450 pb| — | E7- (SMN1)

— -
382 pb| == | E7+ (SMN2)
328 pb| wemm | E7- (SMN2)

~_| P

122 pb| == | Fragmento comun

Figura M.1

Los resultados de % de inclusion de exon 7 en el RNA mensajero maduro en funcion de la
concentracion de ASO transfectado se grafican.

7. Gel de Poliacrilamida para productos de PCR punto final

Para el analisis de los productos de PCR, se prepararon geles de poliacrilamida utilizando una mezcla
de acrilamida/bisacrilamida (29:1) al 30%, agua destilada, y buffer TBE 5X, junto con APS al 10% y
TEMED para iniciar la polimerizacion. La solucion de gel se vertio entre los vidrios con separadores
y se dejo gelificar completamente antes de montar el sistema en la cuba de electroforesis, la cual se
llend con TBE 1X en los compartimientos superior e inferior. Los pocillos se lavaron con una pipeta
Pasteur para garantizar su limpieza antes de cargar entre 15 y 20 ul de las muestras de PCR,
previamente mezcladas con buffer de carga 10X. La corrida se realizd a una potencia constante de 15
watts durante 1 hora y 20 minutos. Al finalizar, el gel se retird y se sumergié en una solucién de
bromuro de etidio (40 pl de una solucién de 10 mg/ml en 100 ml de agua destilada) durante 20 minutos.
Posteriormente, se enjuago con agua destilada y las bandas se visualizaron en un transiluminador de
UV, lo que permitié una identificacion clara de los productos de splicing sin necesidad de is6topos

radiactivos.
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8. Analisis estadistico

Para los analisis estadisticos de los resultados obtenidos, se utilizé R Studio. Se realizaron pruebas
ANOVA de una o dos vias, seguidas de comparaciones multiples corregidas mediante el método de
Bonferroni para evaluar las diferencias significativas entre las condiciones experimentales. En los
casos en los que s6lo se compararon dos grupos, se emple6 la prueba T-TEST, considerando un criterio
de significancia estadistica de p < 0.05.

La cuantificacion de las bandas de splicing obtenidas por RT-PCR se realizé mediante el software FI1JI
(Image J), calculando la relacién de inclusion y exclusion de los exones. Esta cuantificacion permitio
obtener medidas precisas de la eficiencia del splicing en diferentes condiciones experimentales.
Ademas, se utiliz6 R Studio para llevar a cabo los andlisis estadisticos, con un script que incluyo la
prueba de Shapiro-Wilk para la evaluacion de la normalidad de las variables y la prueba de Levene
para la homogeneidad de varianza.

Se plante6 un modelo lineal general (Im) para analizar el impacto de las variables explicativas en la
relacion de inclusion/exclusion del evento de splicing en cuestidn, evaluando los residuos y generando
graficos de dispersion para validar los supuestos del modelo. La representacion de los resultados
incluyé gréficos de error y diagramas de dispersion generados en GraphPad Prism 9, mostrando las
medias y las desviaciones estandar, asi como las comparaciones de emmeans. Este enfoque
proporciond un analisis detallado y riguroso de los datos, asegurando una interpretacién precisa de los

experimentos cuantitativos.

9. Disefio de RNAs guia

El disefio de las guias de RNA se realizd siguiendo el protocolo del laboratorio de Zhang, utilizando
herramientas bioinformaticas para identificar secuencias-objetivo especificas en el genoma. Se emple6
el UCSC Genome Browser para visualizar y seleccionar regiones genémicas de interés, asegurando la
especificidad y eficiencia de las guias. Posteriormente, las secuencias candidatas se evaluaron con el
CRISPR-Cas9 gRNA Design Checker de Integrated DNA Technologies (IDT) para analizar su
potencial de union y minimizar posibles efectos fuera del objetivo. Este enfoque integrado garantizo
la seleccion de guias de RNA oOptimas para los experimentos de dCas9.

10. Plasmidos empleados.
Para la clonacion de RNA guia dirigidos a regiones especificas del genoma, se utilizo el plasmido

lentiGuide-Puro (Addgene #52963), el cual permite la expresién de RNA guia bajo el promotor U6 y
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seleccion mediante puromicina. La expresion de la nucleasa muerta dCas9 fusionada al dominio
activador transcripcional VP64 se realizO mediante el plasmido dCAS9-VP64 GFP (Addgene
#61422), que coexpresa dCas9-VP64 y GFP mediante una secuencia 2A, bajo el control del promotor
EFla. Ambos plasmidos fueron cotransfectados en pocillos de placas de 12 pocillos utilizando
Lipofectamine 2000 (Life Technologies), con un total de 2 pg de DNA por pocillo en una proporcion
molar 6:1 (plasmido guia : plasmido dCas9), correspondiente aproximadamente a 1.5 pg del plasmido
guia y 0.5 pg del plasmido dCas9. Las células fueron incubadas por 96 horas post-transfeccion antes

de su procesamiento.

Para los ensayos de sobreexpresion de G9a, se utiliz6 un plasmido de origen murino codificante para
G9a con inclusion del exon 10 (Flag-G9a E10+), clonado en el backbone pcDNA3. Esta construccién
fue originalmente reportado por Fiszbein et al., 2016, y gentilmente provisto por los doctores Slimane
y Shinkai. Se transfectaron 500 ng de plasmido por pocillo en placas de 12 pocillos, también utilizando

Lipofectamine 2000, y se incubaron las células durante 72 horas antes del analisis.

11. Construccidon de RNA guia y clonado.

Para la construccion de guias de RNA, se siguid un protocolo basado en las metodologias de Zhang et
al. Se comenzo con la digestion del vector lentiviral, como el LentiGuide-Puro, utilizando la enzima
de restriccion BsmBI en presencia de FastAP para desfosforilar los extremos. La mezcla de digestion
contenia 5 pg de vector, 3 ul de BsmBl, 3 pl de FastAP, 6 pl de buffer FastDigest 10X, 0.6 pl de DTT
100 mM y se completd con agua destilada hasta un volumen total de 60 pl. Esta mezcla se incubé a
37°C durante 30 minutos y posteriormente se realizé una purificacién en gel del fragmento de mayor
tamafno (~9 kpb) utilizando un kit QIAquick para eliminar el fragmento de relleno de ~2 kpb.
Paralelamente, se prepararon los primers guia (100 uM cada uno) y se aparearon mediante una reaccion
de fosforilacion y desnaturalizacion en un termociclador con una mezcla que incluia 1 pl de cada oligo,
1 pl de buffer de ligacién T4 10X, 6.5 ul de agua destilada y 0.5 pl de T4 PNK. Esta mezcla se incubd
a 37°C durante 30 minutos, seguida de una desnaturalizacion a 95°C durante 5 minutos y un
enfriamiento gradual a 25°C. Los oligos alineados se diluyeron 1:200 antes de la ligacion. La reaccion
de ligacion incluy6 50 ng de vector digerido, 1 pul del duplex de oligos, 5 pl de buffer de ligacion 2X
Quick Ligase y agua destilada hasta un volumen final de 10 ul, a la que se afiadi6 1 pl de Quick Ligase.
Esta mezcla se incub0 a temperatura ambiente durante 10 minutos. La transformacion se realizé en

cepas bacterianas Stbl3 debido a la presencia de LTRs en los vectores, y las placas se incubaron a 37°C
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durante 16 horas. Las colonias obtenidas se seleccionaron y confirmaron mediante secuenciacion
Sanger para asegurar la insercion correcta del RNA guia en el vector. Este enfoque permite la

produccidn de plasmidos que expresan las guias de RNA usadas en este trabajo.

12. Preparacion de plasmidos a mediana y gran escala

Para la preparacion de plasmidos a mediana y gran escala, se utilizaron kits de maxiprep de QIAGEN,
siguiendo los pasos recomendados por el fabricante. Las colonias de cultivo bacteriano se
centrifugaron a 6000 x g durante 15 minutos a 4 °C para recolectar el pellet de bacterias.
Posteriormente, el pellet se resuspendié en 10 ml de Buffer P1 que contenia RNasa A, seguido de la
adicién de 10 ml de Buffer P2 y una incubacion de 5 minutos a temperatura ambiente para lisar las
células. Se afiadié 10 ml de Buffer P3 preenfriado para neutralizar la solucién, y la mezcla se incub6

en hielo durante 20 minutos.

La solucioén se centrifugd a >20,000 x g durante 30 minutos a 4 °C, y el sobrenadante se aplico a una
columna QIAGEN-tip 500 previamente equilibrada con Buffer QBT. Las impurezas se eliminaron
lavando la columna con 2 x 30 ml de Buffer QC. EI DNA plasmidico se eluy6 con 15 ml de Buffer QF
y se precipitd con 10.5 ml de isopropanol a temperatura ambiente. La mezcla se centrifug6 a >15,000
X g durante 30 minutos a 4 °C y se lavé con 5 ml de etanol al 70%. Finalmente, el pellet de DNA se
seco al aire durante 5-10 minutos y se resuspendié en un volumen adecuado de buffer TE o Tris-Cl pH
8.5.

13. Control de calidad y cuantificacion de DNA plasmidico

El DNA plasmidico se cuantificé utilizando el fluorémetro Qubit con el reactivo Quant-iT dsSDNA BR
(Invitrogen), un método basado en fluorometria que permite la cuantificacion especifica de DNA,
evitando interferencias por RNA contaminante. Para confirmar la calidad del DNA plasmidico, se
realizaron cortes con enzimas de restriccion y se analizaron las muestras mediante electroforesis en gel
de agarosa al 1% pl/v, verificando el patron de bandas esperado.

Adicionalmente, el espectrofotometro Nanodrop 2000 (Thermo Scientific) se empled para medir la
concentracion y la pureza del DNA. Este equipo mide la absorbancia de la muestra en un rango de
190-840 nm y calcula la concentracion de DNA a partir de la absorbancia a 260 nm. También evalta

la pureza de la muestra en relacion con proteinas (relacion 260/280) y contaminantes como fenol o
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sales (relacion 260/230). La ventaja de este método es que requiere s6lo 1 puL de muestra sin el uso de
reactivos adicionales.

Para asegurar la calidad del DNA, una alicuota se corrié en un gel de agarosa al 1% Yy, cuando fue
posible, se utilizaron otras alicuotas digeridas con enzimas de restriccion que generaron fragmentos de

tamafio conocido. Esto permitio verificar la integridad y el tamafio esperado del DNA plasmidico.

14. Sintesis de oligonucledtidos antisentido (ASO)

Se emplearon los mismos oligonucledtidos antisentido (ASOs) descriptos en investigaciones previas,
con las secuencias y modificaciones correspondientes. En esta tesis, se utilizaron los siguientes ASOs:
ASO1, con la secuencia 5'-ATTCACTTTCATAATGCTGG-3'; un control con siete mutaciones en la
secuencia  5-AATCATTTGCTTCATACAGG-3'; 'y ASO2, <con la secuencia 5'-
AAAGTATGTTTCTTCCACAC-3'. Todos los oligonucledtidos estaban modificados quimicamente
con 2’-O-metoxietil y un esqueleto de fosforotioato y fueron adquiridos de IDT. Adicionalmente, se
usé un oligonucledtido modificado con 2'-OMe y esqueleto de fosforotioato, con una secuencia similar
a la de ASOI, 5-AUUCACUUUCAUAAUGCUGG-3', que se comprd a TriLink. Todos los
oligonucleo6tidos se disolvieron en agua destillada Milli-Q.

15. Linea celular Knockout de G9a

La linea celular HEK293T CRISPR KO de G9a fue donada de trabajos previos del laboratorio
Kornblihtt (Fiszbein et al., 2016) y el KO fue confirmado en este trabajo por Western Blot que no
expresa la metiltransferasa G9a. En los experimentos en los que se utilizo esta linea celular, se sembro
el mismo numero de células que en los cultivos HEK293T wild-type (150.000 células por pocillo en
un multiwell de 12 para los experimentos de RT-PCR o western blot, 0 1.8x1076 células en una placa
de 10 cm para los experimentos de ChIP), utilizando células de pasajes similares para asegurar la

comparabilidad entre condiciones experimentales.

16. Linea celular Fibroblastos de paciente de AME 3813

Los fibroblastos utilizados provienen de la linea celular GMO03813, adquirida del Coriell Cell
Repositories (Camden, Nueva Jersey, EE. UU.; https://catalog.coriell.org/). Esta linea fue derivada de
un paciente masculino con diagndéstico de atrofia muscular espinal tipo I, portador de una delecion
homocigota del gen SMNL1 (ausencia de exones 7 y 8) y con tres copias del gen SMN2. Las células

fueron cultivadas segun las recomendaciones del proveedor.
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17. Knockdown mediante RNAI:

Para llevar a cabo el knockdown de los genes GLP, SUV39, PRDM2 y HP1f, se emplearon siRNAs
ON-TARGETplus SMARTpool de Dharmacon. Estos SMARTpools consisten en una mezcla de
cuatro siRNAs disefiados para dirigirse a diferentes sitios dentro del gen de interés, aumentando la
eficacia del silenciamiento y reduciendo los efectos fuera del objetivo. La transfeccion de los sSiRNAs
se realizo siguiendo las instrucciones del fabricante, utilizando reactivos de transfeccion optimizados
para asegurar una entrega eficiente y minimizar la toxicidad celular. Las células se incubaron con los
siRNAs durante 96 horas para permitir un silenciamiento efectivo de los genes objetivo.

Como control negativo, se utilizéd un siRNA no especifico dirigido contra una secuencia que no tiene
homologia con ningin gen humano conocido, lo que permitio evaluar los efectos especificos del
knockdown y descartar posibles efectos no especificos. La eficacia del knockdown se evalué mediante
gPCR para cuantificar la reduccion en los niveles de mRNA de los genes objetivo y Western Blot para
analizar la disminucién en la expresion proteica correspondiente. Estas metodologias confirmaron la

eficiencia del silenciamiento y su impacto en las rutas bioldgicas investigadas.

18. Inmunoprecipitacion de la cromatina (xChlIP) y g-PCR

Los experimentos de inmunoprecipitacion de cromatina (ChIP) se realizaron en células HEK293T,
utilizando aproximadamente 1 x 107 células por condicion, correspondientes a una placa de cultivo de
10 cm confluyente. El protocolo experimental previo a la fijacion fue analogo al utilizado en los
ensayos con dCas9-VP64.

En cada placa de 10cm, se sembraron aproximadamente 1.8 x 10° células. A las 24 horas, se
transfectaron 15 pg de plasmido lentiGuide-Puro (Addgene #52963) para la expresion de RNA guias
y 5 ug del plasmido dCAS9-VP64_GFP (Addgene #61422), utilizando Lipofectamine 2000 (Thermo
Fisher Scientific), siguiendo las instrucciones del fabricante. A las 24 horas posteriores a la
transfeccion de plasmidos, se transfectd el oligonucle6tido antisentido ASO1 a una concentracion final
de 100 nM.

72 horas después de la transfeccién de ASO1 (96 horas post-transfeccion de plasmidos), las células se
fijaron en formaldehido al 0.5% durante 10 minutos a temperatura ambiente para entrecruzar
(crosslinking) los complejos proteina-DNA. El entrecruzamiento fue detenido con la adicion de glicina

a una concentracion final de 0.125 M durante 5 minutos. Las células se lavaron dos veces con PBS
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frio, se recolectaron por raspado, y se procesaron inmediatamente para la lisis célula y preparacion de
la cromatina.

En el caso del experimento de ChIP realizado en células HEK293T G9a KO, no se emplearon
plasmidos, y se transfectaron directamente los oligonucle6tidos antisentido (ASO1 y Scramble) a las
24 horas de la siembra, a una concentracion final de 100 nM. Las células se incubaron durante 72 horas
post-transfeccion de ASO, siguiendo las mismas condiciones que en los demas experimentos con
ASOs, y luego se procedio al crosslinking como se describid previamente.

El proceso de lisis se hizo en dos pasos: primero, con un buffer de lisis | para aislar los nucleos vy,
luego, con un buffer de lisis Il para lisar los nucleos y liberar el contenido nuclear.

La inmunoprecipitacion se llevo a cabo en un buffer de IP compuesto por 1% Triton X-100, 1 mM
EDTA, 15 mM Tris-HCI pH 8, 150 mM NaCl, 0.01% SDS y un coctel de inhibidores de proteasas. Se
utilizaron 8 pg de cromatina junto con 2 pg de anticuerpo especifico o el anticuerpo de control IgG.
Anti-H3K9me2 (1 pg, Abcam ab1220), Anti-H3 (2 ug, Abcam ab1791), H3K9Ac (2 ug, Abcam
ab4441), Anti-Histone H3 (acetyl K9 + K14 + K18 + K23 + K27) (2 pg, Abcam ab47915). Las
muestras inmunoprecipitadas se lavaron secuencialmente con buffers de baja sal (20 mM Tris-HCI pH
8, 150 mM NaCl, 2 mM EDTA, 1% Triton X-100, 0.1% SDS), alta sal (20 mM Tris-HCI pH 8, 500
mM NaCl, 2 mM EDTA, 1% Triton X-100, 0.1% SDS), un buffer de cloruro de litio (10 mM Tris pH
8.0, 1 mM EDTA, 250 mM LiCl, 1% NP-40, 1% desoxicolato sddico), y se completd con lavados con
buffer TE (10 mM Tris pH 8.0, 1 mM EDTA). La elucién de la cromatina se realiz6 en un buffer de
SDS al 1% y NaHCO3 100 mM, y el crosslinking se revirtié durante la noche a 65 °C.

El DNA recuperado fue purificado mediante el protocolo QIAquick PCR de Qiagen, siguiendo las
instrucciones del fabricante. La cuantificacion se realizé usando un espectrofotémetro Nanodrop o un
fluorémetro Qubit. Los analisis de gPCR se llevaron a cabo utilizando el colorante intercalante SYBR
Green y una curva estandar generada en paralelo para normalizar los datos mediante regresion lineal.

Primers usados se encuentran en la tabla 1.

19. Captura de Conformacién Cromosomica (3C)

Los experimentos de Captura de Conformacion Cromosomica (3C) se realizaron en células HEK293T,
utilizando aproximadamente 1 x 107 células por condicion, correspondientes a una placa de cultivo de
10 cm confluyente. El protocolo experimental fue analogo al utilizado en los ensayos con dCas9-VP64.
En cada placa de 10cm, se sembraron aproximadamente 1.8 x 10° células. A las 24 horas, se

transfectaron 15 ug de plasmido lentiGuide-Puro (Addgene #52963) para la expresion de RNA guias
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y 5 ug del plasmido dCAS9-VP64 GFP (Addgene #61422), utilizando Lipofectamine 2000 (Thermo
Fisher Scientific), siguiendo las recomendaciones del fabricante. A las 24 horas posteriores a la
transfeccion de plasmidos, se transfecto el oligonucledtido antisentido ASO1 a una concentracion final
de 100 nM.

Las células fueron recolectadas 72 horas después de la transfeccion de ASO1 (96 horas post-
transfeccion de plasmidos). Para ello, se tripsinizaron (0.25% tripsina, 37 °C, 5 min), se resuspendieron
en medio DMEM suplementado con 10% FBS, y se centrifugaron (400 x g, 3 min). El pellet celular se
resuspendié en PBS con 10% FBS (500 pL por 1 x 107 células) para su posterior procesamiento en el
protocolo de 3C.

Para la fijacion, se incubaron con formaldehido al 0.5% (10 min, temperatura ambiente), se inactivo
con glicina 0.125 M (5 min, hielo) y se centrifugo6 (225 g, 8 min, 4 °C).

Las células se lisaron en buffer frio (10 mM Tris-HCI pH 7.5, 10 mM NacCl, 5 mM MgCl, 0.1 mM
EGTA, inhibidores de proteasas), incubando en hielo (10 min) y centrifugando (400 g, 5 min, 4 °C).
El pellet se resuspendio en buffer Cutsmart 1.2x con SDS al 0.3% (37 °C, 1 h, 900 rpm), se neutraliz
con Triton X-100 al 2% (37 °C, 1 h, 900 rpm) y se tom una alicuota de 10 uL para evaluar la digestion.
Se afiadio HINF1 (1000 U) y se incub6 (37 °C, overnight, 900 rpm). Posteriormente, se inactivo el
SDS (0.3%, 65 °C, 25 min, 900 rpm), los ndcleos se ligaron en buffer de ligacion 1.15x con Triton X-
100 al (2%, 37 °C, 1 h) y 100 U de ligasa (16 °C, 4 h; temperatura ambiente, 30 min).

Para la reversion del crosslinking, se tratd con proteinasa K (10 mg/mL, 65 °C, overnight), seguido de
RNAsa A (10 mg/mL, 37 °C, 30-45 min), extraccion con fenol-cloroformo y precipitacion con etanol
(=80 °C, 1 h). Tras centrifugacion (2200 g, 45 min, 4 °C) y lavado con etanol al 70%, el pellet se
resuspendid en 200 uL de agua.

La eficiencia de digestion se evalu6 mediante gPCR comparando muestras sin digerir y digeridas con

primers especificos en sitios de restriccion.

20. Uso de inteligencia artificial para la redaccion del manuscrito

Realizar un doctorado en Argentina fue una experiencia sumamente enriquecedora para mi formacion
académica, ya que me impulso a desarrollar una comprension profunda de los conceptos cientificos y
aplicarlos de manera estratégica. Sin embargo, el espafiol es mi tercer idioma, que aprendi a hablar en
una etapa adulta. Por lo tanto, la comunicacion, nomenclatura y escritura fue un importante desafio
con el cual me enfrenté a lo largo de mi doctorado, que culmina con la escritura de este trabajo, extenso

y técnico.
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Para afrontar esta dificultad, recurri al uso de un modelo linguistico de inteligencia artificial, ChatGPT,
que resulté una herramienta de gran utilidad. No sélo me ayudé a generar un manuscrito mas fluido y
estructurado, sino que también me ensefo a redactar en espafiol de manera mas clara y organizada. A
lo largo del proceso de escritura, y tras numerosas interacciones con este modelo lingiistico, fui
incorporando estilos de redaccion mas coherentes y aprendiendo a estructurar mejor las oraciones para
transmitir conceptos con mayor precision.

El impacto de esta herramienta en mi capacidad de escritura en espafiol es notable y ha sido clave en

la evolucidn de mi expresion escrita durante la elaboracion de este trabajo.
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20. Listado de primers utilizados en esta tesis

Nombre

Forward

Reverse

SMN2 mRNA

AAGTGAGAACTCCAGGTCTCCTG

TCTGATCGTTTCTTTAGTGGTGTC

SMN2pre RNA

CGGGTTTGCTATGGCGATGAG

GGCTGCGGAAGGAGAGTTGG

SMN2 minigene

CCTTCCATATTCCAGTTCTCTTG

TACCTGTAACGCTTCACATTCC

SMN_36 CAAATGTGGGAGGGCGATAACC TTCTGGGAGCGGAACAGTACG
SMN_38 GGCTCACTACAACCTCCTC TTCAGATTATTCTCCTCCATTCC
SMN_51 TCCTTACAGGGTTTTAGACAAAATC CATAATGCTGGCAGACTTACTCC
SMN_50 GCTCAGGTGATCCAACTGTCTC CGTGGTGGCTCAGGCTAGG
SMN_138 ACATATAAGCCATTTAGCAACCC GAACTCCTGACCTCGTAATCC
SMN_139 GAGACCAGCCTACACAATATGC CCGCCTCAACCTCCCAAG
SMN_140 CCGAAACCCCGTCTCTACTAAATAC AAGCGATCCTCCCACCTCAG
SMN_141 AATGTAGTATGGTTCTGTGTCTC GTTTGCTCAAGGTAGTCTGG
SMN_42 TTTATCTCCCTCCCGCTATTC AATCTCTTTGAGTCTTAGTTTCCC
SMN_46 TCTCTTGATGATGCTGATGC AGATGCTGAGTGATTACTTACC
SMN_135 GCAAGGCAAGGCATTACAG CCTGAGCAATAGAGTGAGACC
SMN_136 CACTGTGCCTAGCCTGAG GGATCACTTGAGACCTGGAG
SMN_93 ACTGGTTGGTTGTGTGGAAG AGTCTGCTGGTCTGCCTAC
MYOD_1 ACAGTGGGTGGGCATTCAG GAGCGGTGGCGACAGTAG
MYOD_2 TCTCTGCCGCTTGGGTTG CATAGAAGTCGTCCGTTGTGG
GAPDH_1 CTCTCTCCCATCCCTTCTCC TTGCCAAGTTGCCTGTCC
GAPDH_2 ATGAATGGGCAGCCGTTAG TCGCTCCACCTGACTTCC
hnRNPAL_1 GCATCGTTAAAGTCTCTCTTCACC CTCCTCAGGCTCTCATCAGTTG
hnRNPA1_2 TGGCATTAAAGAAGACACTGAAG TCAAAGGTTACAAAGGCAAAGC
Gapdh GAATGGGAAGCTTGTCATCAACGG CCGTTCAGCTCTGGGATGACCTTG
HP1b GGAGCACAATACTTGGGA CGGCACTGTTTGAGAAAT

PP_CRISPR_UCSC_L.f

w

CACCGATCTGTAAAAGACTGAGGTG

AAACCACCTCAGTCTTTTACAGATC

PP_CRISPR_UCSC 2.f

w

CACCGGCCTCCAAAAGTGCAAGGCA

AAACTGCCTTGCACTTTTGGAGGC
Cc

140




PP_CRISPR_UCSC_3.f

w

CACCGCAATTGAATGGTAGATAGAG

AAACCTCTATCTACCATTCAATTGC

PP_CRISPR_UCSC_4.f

w

CACCGAACTCTGTAGAGGTAATATG

AAACCATATTACCTCTACAGAGTT
C

PP.Pro200(+)fw

CACCGatataacacagtgaaatgaa

AAACttcatttcactgtgttatatC

PP.Pro200(-)fw

CACCGagagcctcgccectgtcgcete

AAACgagcgacagggcgaggctctC

PP.pro375b(-).fw

CACCGagtaggagcttacatttact

AAACagtaaatgtaagctcctactC

PP.pro375b(+).fw

CACCGgcttacatttacttttccaa

AAACttggaaaagtaaatgtaagcC

PP.pro500b(-).fw

CACCGgctctgtcgtcagagtgcag

CAAActgcactctgacgacagagcC

PP.pro500b(+).fw CACCGcaaacaacaaataaggttgg CAAAccaaccttatttgttgtttgC
PP_CRSPR_1.f CACCGTTTAGACAAAATCAAAAAGA AAACTCTTTTTGATTTTGTCTAAAC
PP_CRSPR_2.f CACCGGACAAAATCAAAAAGAAGGA AAACTCCTTCTTTTTGATTTTGTCC
PP_CRSPR_3.f CACCGatttaaaaattaggccggceg AAACcgccggcctaatttttaaatC
PP_CRSPR_4.f CACCGtaaaaattaggccggegtgg AAACccacgccggcctaatttttaC

PP_CRSPR 5.f CACCGactggaattcgtcaagcctc AAACgaggcttgacgaattccagtC
PP_CRSPR_6.f CACCGctcaggtgatccaactgtct AAACagacagttggatcacctgagC
PP_CRSPR_7.f CACCGcaactgcctcaccaccgtge AAACgcacggtggtgaggcagttgC
PP_CRSPR_8.f CACCGgtaatcccaactactcacgt AAACacgtgagtagttgggattacC
PP_CRSPR_9.f CACCGcccaactactcacgtgggtg AAACcacccacgtgagtagttgggC

PP_CRSPR_10.f

CACCGtgcttgaacccggatagcag

AAACctgctatccgggttcaagcaC

PP_CRSPR_11.f

CACCGaaatgtatgtgaggcgtatg

AAACcatacgcctcacatacatttC

PP_CRSPR_12.f

CACCGcaactgcctcaccaccgtge

AAACgcacggtggtgaggcagttgC

PP_CRSPR_13.f

CACCGtgtaatcccaactactcacg

AAACcgtgagtagttgggattacaC

PP_CRSPR_14.f

CACCGcagaatctaactggtggaca

AAACtgtccaccagttagattctgC

PP_CRSPR_15.f

CACCGatgttacagaatctaactgg

AAACccagttagattctgtaacatC

PP_CRSPR_16.f

CACCGTACTTAACTGGTTGGTTGTG

AAACCACAACCAACCAGTTAAGTA
C

PP_CRSPR_17.f

CACCGtcagatgttagaaagttgaa

AAACttcaactttctaacatctgaC

PP_CRSPR_18.f

CACCGtgccaaaactattagataaaagg

AAACtttatctaatagttttggcaC

PP_CRSPR_19.f

CACCGgcattatgaaagtgaatctt

AAACaagattcactttcataatgcC

PP_CRSPR_20.f

CACCgAGTTTAACTGGTGTCCACAG

AAACCTGTGGACACCAGTTAAACT
C
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PP_CRSPR_2L.f

CACCgATTGTGATATGGGATAACCT

AAACAGGTTATCCCATATCACAAT
C

PP_CRSPR_22.f

CACCgAAGTATGAGAATTCTAGTAG

AAACCTACTAGAATTCTCATACTTC

PP_CRSPR_23.f

CACCgACTTCCTTTATTTTCCTTAC

AAACGTAAGGAAAATAAAGGAAG
TC

PP_CRSPR_24.f

CACCgCCTAGCCTGAGCCACCACGC

AAACGCGTGGTGGCTCAGGCTAGG
C

PP_CRSPR_25.f

CACCGAAGATTCACTTTCATAATGC

AAACGCATTATGAAAGTGAATCTT
C

PP_CRSPR_26.f

CACCGCTTACTTTTGTAAAACTTTA

AAACTAAAGTTTTACAAAAGTAAG
C

PP_CRSPR_27.f

CACCGAGTGCAAGGCAAGGCATTACA
GG

AAACGTAATGCCTTGCCTTGCACTC

U6 snRNA CTCAAAAAATTGGTTTAAGACTCAGA CTCGCTTCGGCAGCACA

3'UTR_A GGCGGAAGTCGTCACTCTTA TTTCTGCAGGGTTGCCATTAAC
3'UTR_B TCACTCTTAAGAAGGGACGGG ACTGAGCTAGTTCTCTGGCTT
3'UTR_C TCACTCTTAAGAAGGGACGGG AAAGCCACCACACTACCTGG
3'UTR_D TCACTCTTAAGAAGGGACGGG GGCCACCGTACTGTTCCG
3JUTR_E TCACTCTTAAGAAGGGACGGG ACCACACTACCTGGCTGGAT
3'UTR_F TCACTCTTAAGAAGGGACGGG ACTGAGCTAGTTCTCTGGCTT
3'UTR _CTL1 AAAGCCACCACACTACCTGG ACAGCTGTGGCTGTAGAACA
3'UTR _CTL2 ACCACACTACCTGGCTGGAT CAGCTGTGGCTGTAGAACAGA
3'UTR _CTL3 ACTGAGCTAGTTCTCTGGCTT TGGCAACCCTGCAGAAAAGT
E7_CTL1 AGGAGTAAGTCTGCCAGCAT TCTTCCACACAACCAACCAGT
E7_CTL2 AAGGAGTAAGTCTGCCAGCAT CTTCCACACAACCAACCAGT
E7_CTL3 TAAGGAGTAAGTCTGCCAGCAT TCTTCCACACAACCAACCAG
exon 7_A GGCGGAAGTCGTCACTCTTA CATAATGCTGGCAGACTTACTCC
exon 7_B ACCACTCGTAGAAAGCGTGA TTAAGGAGTAAGTCTGCCAGCAT
exon7_C GGGCGATAACCACTCGTAGAA CATAATGCTGGCAGACTTACTCC
exon 7_D GGCGGAAGTCGTCACTCTTA CATAATGCTGGCAGACTTACTCC
exon 7_E ACCACTCGTAGAAAGCGTGA TTAAGGAGTAAGTCTGCCAGCAT
exon7_F GGGCGATAACCACTCGTAGAA CATAATGCTGGCAGACTTACTCC
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exon7_G TCACTCTTAAGAAGGGACGGG CATAATGCTGGCAGACTTACTCC
exon 7_H TCACTCTTAAGAAGGGACGGG AAGGAGTAAGTCTGCCAGCAT
exon 7_1 TCACTCTTAAGAAGGGACGGG ATTAAGGAGTAAGTCTGCCAGC
exon 7_J CGGGTTTGCTATGGCGATG CATAATGCTGGCAGACTTACTCC
intron 1_A GGCGGAAGTCGTCACTCTTA TTCAGATTATTCTCCTCCATTCC
intron 1_B CGGGTTTGCTATGGCGATG TTCAGATTATTCTCCTCCATTCC
intron1_C GGCGGAAGTCGTCACTCTTA TTCAGATTATTCTCCTCCATTCC
intron 1_D CGGGTTTGCTATGGCGATG TTCAGATTATTCTCCTCCATTCC
intron 3_A CGGGTTTGCTATGGCGATG AATCTCTTTGAGTCTTAGTTTCCC
intron 3_A CGGGTTTGCTATGGCGATG AATCTCTTTGAGTCTTAGTTTCCC
intron 6_A GGCGGAAGTCGTCACTCTTA AGATGCTGAGTGATTACTTACC
intron 6_B ACCACTCGTAGAAAGCGTGA AGATGCTGAGTGATTACTTACC
intron 6_C CGGGTTTGCTATGGCGATG AGATGCTGAGTGATTACTTACC
intron 6_D GGCGGAAGTCGTCACTCTTA AGATGCTGAGTGATTACTTACC
intron 6_E CGGGTTTGCTATGGCGATG AGATGCTGAGTGATTACTTACC
intron 6_F CGGGTTTGCTATGGCGATG AGATGCTGAGTGATTACTTACC
PRO_CTL1 GGCGGAAGTCGTCACTCTTA ATCGACTTGATGCTGTCCCG
PRO_CTL2 CGGGTTTGCTATGGCGATGA CGGAAGAAGGGTGCTGAGAG
PRO_CTL3 GTACTGTTCCGCTCCCAGAA ATAGGGAGACTGCACTGGCT
Pro-1.8kpb_A CGGGTTTGCTATGGCGATG ATTTATTTGTTTGAGATGGAGTCG
Pro-1.8kpb_B TCACTCTTAAGAAGGGACGGG ATTTATTTGTTTGAGATGGAGTCG
Pro-1.8kpb_C CGGGTTTGCTATGGCGATG ATTTATTTGTTTGAGATGGAGTCG

Tabla 1: Listado de primers utilizado en este trabajo.
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