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Introduccion

1. INESTABILIDAD GENOMICA Y CANCER

La estabilidad gendmica es esencial para preservar la homeostasis y la viabilidad
celular, y para garantizar la integridad en la transmision de la informacién genética
entre generaciones de células. Sin embargo, el genoma estd expuesto a continuas
agresiones enddgenas y exdgenas que predisponen a aumentar las variaciones en la
secuencia primaria del DNA (deoxyribonucleic acid), ademds de condicionar la
dotacion del material genédmico, eventos que pueden repercutir en la integridad
celular X. A menudo, estas modificaciones genéticas se acompafian por la pérdida de
la expresion de genes supresores de tumores junto con la activacion de oncogenes
que encaminan a la célula hacia la transformacion maligna 2. Para prevenir el
desarrollo y la acumulacion de estas alteraciones, la célula dispone de una serie de
mecanismos de supervision que actlan de manera coordinada para asegurar la
integridad en la duplicacién del DNA y permitir asi la transmisién completa de la
informacion genética a las células hijas 3.

La aparicion de alteraciones lleva a la activacion de distintos sistemas de control
gue promueven una parada temporal en el ciclo celular concediendo a la célula la
oportunidad de reparar dichas lesiones y, por consiguiente, permitiendo su
progresion en el ciclo celular y su supervivencia. Sin embargo, el incremento en la
eventualidad y severidad de las agresiones puede generar una situacion, en la cual
la acumulacién de alteraciones sin resolver exceda la capacidad reparadora de la
célula. En este contexto, se promueve la senescencia celular o la muerte programada
por apoptosis. Ambas respuestas evitan el asentamiento y la transmisién de
alteraciones entre generaciones celulares *.

En ciertas situaciones, la fidelidad de los mecanismos de respuesta al dafio en el
DNA vy los sistemas de supervision mitdticos puede fallar, pudiendo conducir a la
propagacion de células con genomas inestables que albergan alteraciones a
distintos niveles: desde lesiones en el DNA asociadas a mutaciones o a
reordenamientos cromosdmicos, hasta inestabilidad cromosdmica por la pérdida o
ganancia en el nimero o fragmentos de cromosomas (chromosome instability, CIN)
(Figura 1) . Este ambiente de inestabilidad gendmica facilita la adquisicién por parte
de la célula de las habilidades propias de las células transformadas: evasion de los
mecanismos de regulacion del ciclo celular, proliferacién ilimitada, invasion vy
metdstasis ©. Por todo ello, en diferentes situaciones pre-neoplésicas, incluida la
cirrosis, se observa la activacién de las vias de respuesta al dafio en el DNA %0, o
cual enfatiza la relevancia de la inestabilidad gendmica como una caracteristica
facilitadora del desarrollo del cancer ®.
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Compuestos genotodxicos
(exdgenos o endégenos)

Replicacién DANO EN
- EL DNA
Transcripcion
Alteraciones mitéticas INESTABILIDAD z
> T > CANCER

INESTABILIDAD

Alteraciones mitoticas | —> CROMOSOMICA

Figura 1. La acumulacidon de alteraciones gendmicas sin reparar predispone al desarrollo de cancer.
La acumulacién de alteraciones mitéticas y las lesiones en el DNA promueven inestabilidad
gendmica, condicidn que predispone al desarrollo de cancer.

1.1. Dano en el DNA: causas y mecanismos de reparacion

El genoma estd sujeto a constantes variaciones que a menudo forman parte de
la evolucién natural de la especie. No obstante, el incremento de lesiones sin
resolver en el DNA da lugar a la induccién de inestabilidad gendmica. Estas
alteraciones en el DNA se pueden originar por distintos factores ambientales o
procesos celulares (Figura 1).

En primer lugar, cabe mencionar el dafio en el DNA que se genera por la accién
de genotéxicos, incluida la exposicién a la radiacidn ultravioleta o idnica y la
acumulacion de compuestos enddégenos derivados del metabolismo celular 1. En
este grupo, las especies reactivas de oxigeno (reactive oxygen species, ROS) son una
de las mayores fuentes internas de dafio al DNA con efecto dramdtico sobre la
estabilidad genédmica 2. Mayoritariamente, estos agentes promueven roturas de
doble cadena de DNA (double strand break, DSB) que derivan con facilidad en
reordenamientos cromosémicos incluyendo eventos de translocacion, delecion,
inversidn o duplicacion de regiones concretas del cromosoma 2.

En segundo lugar, las alteraciones durante los procesos biolégicos como la
transcripcion y la replicacién o la mitosis 371°, en los cuales el DNA es mas accesible
y vulnerable a la accién de agresiones, contribuyen de forma evidente a la
inestabilidad gendmica por dafio en el DNA. En este sentido, la replicacion de los
“sitios fragiles” 16, los errores de copia incorporados por la DNA polimerasa 3 o la
conformacion abierta que adquieren las hebras de DNA durante los procesos de
replicacidon y transcripcion son algunos otros eventos, que contribuyen de manera
significativa a aumentar la frecuencia de mutaciones puntuales, reordenamientos
cromosomicos y lesiones en el DNA 317, Otra forma destacada de inestabilidad
gendmica, detectada principalmente en las células en proliferaciéon, es el estrés
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replicativo asociado a la transcripcidn. En estas situaciones, los conflictos espacio-
temporales que se generan por la simultaneidad de ambos procesos repercuten en
la precisién y fidelidad de la replicacién, pudiendo dar lugar a cromosomas
parcialmente duplicados y a roturas en el DNA 819, Asi mismo y como veremos mas
adelante, durante la transcripcidn la formacién de estructuras hibridas entre el
MRNA (messenger ribonucleic acid) y la cadena de DNA complementaria (R-loops)
favorece la acumulacién de roturas en la cadena de DNA codificante 17:2°,

No obstante, ante estas situaciones la célula no se encuentra desprotegida. Tras
la deteccién del dafio, pone en marcha los mecanismos de reparacién oportunos
gue evitan el asentamiento de alteraciones en el genoma. Para ello, es fundamental
una perfecta coordinacién entre los sistemas de deteccion, la regulacion de la
expresion génica y la accion de las enzimas que participan en el proceso de
reparacion del dafio 2%. Dependiendo del tipo de lesion establecida, los mecanismos
de reparacion activados seran de un tipo u otro.

Asi, las lesiones generadas por cambios puntuales en la secuencia de DNA son
restauradas mediante los mecanismos de reparacion de errores de emparejamiento
(mismatch repair, MMR), de escision de nucleétidos (nucleotide excision repair,
NER) o de escision de bases (base excision repair, BER) 12,

Ante la presencia de roturas de doble cadena de DNA (DSB) rapidamente se
produce la fosforilacidon en la serina 139 de la H2AX (y-H2AX), que promueve la
activacion de efectores responsables de la iniciacidn de las principales vias de
reparacion: la via de la recombinacion homdloga (homologous recombination, HR)
y la via de la ligaciéon de extremos no homdlogos (non homologous end-joining,
NHEJ), siendo esta ultima el sistema de reparaciéon predominante en las células
eucariotas 2223,

Las alteraciones en cualquiera de estas vias de deteccidn y reparacién del dafio
en el DNA conllevan a multiples variaciones genéticas que, como ya se ha
comentado al inicio, a menudo resultan en la activacion de oncogenes o en la
inhibicidon de genes supresores de tumores, contribuyendo asi a la transformacion
celular y a la iniciacién del proceso de carcinogénesis 7.

1.1.1. Inestabilidad gendmica asociada a la transcripcion
Todos los eventos que comprenden el metabolismo del RNA, desde su
elongacion durante la transcripcion, el procesamiento de los intrones o el splicing,

su transporte al citoplasma hasta su degradacion, pueden influir en la estabilidad
de la integridad gendmica 2. El potencial oncogénico de estos procesos viene
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asociado entre otros mecanismos a la desregulacién del programa de expresidn
génica »y, en menor medida, a la acumulacion de estructuras hibridas de RNA:DNA
(R-loops) durante la transcripcién 172426,

La inestabilidad gendmica asociada a la transcripcién, TAGIN (transcription-
associated genome instability), es consecuencia tanto de la acumulacién de altos
niveles de mutaciones puntuales (transcription-associated mutation, TAM), como
de eventos de recombinacidén (transcription-associated recombination, TAR) 14?7,
Brevemente, el avance de la RNA polimerasa genera enrollamiento positivo o
negativo de la doble hélice de DNA por delante o detras de la maquinaria de
transcripcion 28, condicion que puede derivar en estrés torsional y roturas en el DNA
si no es resuelto con eficacia por las enzimas DNA topoisomerasas 2°. La apertura
de la doble cadena de DNA y la remodelacién de la cromatina que se producen
durante la transcripcién suponen la exposicién de la hebra de DNA no transcrita a
posibles agresiones de compuestos genotdxicos, que pueden resultar en la
desestabilizacion de su secuencia primaria y, por tanto, en una fuente importante
de variabilidad genética 7. Ademds, esta apertura se ve favorecida por la formacién
natural de estructuras hibridas entre el DNA y la naciente hebra de RNA
(R-loops) Y7, en muchas ocasiones promovida por las restricciones topoldgicas y
estructurales que exhibe la propia hebra de DNA, o por la presencia de secuencias
repetidas en ella 172330, |3 persistencia y/o acumulacién de R-loops por diferentes
motivos resulta en el bloqueo de la transcripcion y la induccién de TAGIN y estrés
replicativo 3.

Por ultimo, en las células en proliferacion la replicacidn puede generar
importantes reordenamientos cromosémicos o eventos de recombinacién
asociadas a la transcripciéon 17'1°, Como ya se ha adelantado, a veces la maquinaria
de transcripcion compite con la maquinaria de replicacion por la misma hebra de
DNA pudiendo suponer la transcripcion un obstaculo para la progresién de la
replicacién 3233, En estas situaciones, ambas maquinarias pueden encontrarse y
colisionar tanto de manera co-direccional como enfrentadas la una contra la otra
(head-to-head), pudiendo derivar ambos eventos en inestabilidad gendmica
asociada a una parada prolongada de la horquilla de replicacion o estrés
replicativo 34, Como consecuencia de esta parada, pueden generarse DSB en el
DNA que son resueltas por la activacién de efectores responsables de la reparacién
de la via de HR o NHEJ 2. Sin embargo, una parada persistente de la horquilla de
replicaciéon conduce a sucesivas roturas en la hebra de DNA, que al no ser
restauradas favorecen la induccién de inestabilidad genémica .
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1.1.2. Formacion de hibridos RNA:DNA o R-loops durante la transcripcion

Los R-loops se forman durante la transcripcion cuando la hebra de RNA
sintetizada hibrida con la hebra complementaria de DNA formando un hibrido de
RNA:DNA (Figura 2).

Estructura R-loop

Figura 2. Estructura del hibrido de RNA:DNA o R-loop.

Los R-loops juegan un papel importante en una gran variedad de funciones
fisiolégicas como el cambio de clase de las inmunoglobulinas en los linfocitos B, la
replicacion mitocondrial, la regulacidon de la expresidn de genes y la reparacion del
dafio en el DNA 3°. En este sentido, ha sido bien caracterizada la funcionalidad de
los R-loops en el proceso de desaminacion de la citidina asociado a la via AID
(activation-induced deaminase), que se lleva a cabo durante el cambio de clase de
las inmunoglobulinas y la recombinacién somatica 3°.

La formacidon y estabilizacion de los R-loops se favorece sobre todo en
determinadas regiones del DNA, las cuales presentan una secuencia rica en guanina
(G), torsidon negativa que promueve la apertura del DNA, estructuras denominadas
cuddruplex-G o lesiones en el DNA 3>37, Por otro lado, la formacién de R-loops en
las islas CpG de regiones promotoras se ha asociado con la regulacidn positiva de la
transcripcion de distintos genes, ya que se ha observado que protegen a estas
regiones de la metilacién por la accion de DNMT3B1 (DNA methyltransferase 3B1),
modificacion epigenética responsable del silenciamiento de la expresion de
distintos genes 38. Por el contrario, la formacién de R-loops en regiones mas
proximas a la cola poliA lleva a la parada y liberacion de la RNA polimerasa
regulando asi la terminacion de la transcripcién 3>38,
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Sin embargo, los cambios en la regulacién o localizacién de los “R-loops
fisiolégicos” a lo largo del gen pueden llevar a la acumulacién aberrante de ellos,
siendo un obstaculo para la progresidon de la transcripcién y suponiendo, por tanto,
una importante fuente endégena de inestabilidad gendmica asociada al estrés
replicativo 8. Ademas, la formacion de este hibrido de RNA:DNA deja la hebra no
transcrita de DNA mas expuesta, pudiendo ser susceptible al dafio (Figura 2). Por
ultimo, este evento también puede ser un motivo de alteracién en la expresion de
genes esenciales, tales como genes supresores de tumores, oncogenes o genes
implicados en la reparacién del DNA.

Teniendo en cuenta el impacto que puede suponer la acumulacién de los R-loops
sobre la integridad del genoma, la célula ha desarrollado distintos mecanismos que
regulan su formacién tanto a nivel preventivo como resolutivo (Figura 3) 32,

Sen1/SETX
~—— -~ Rho
AQR?) RNase H

Rrp6/EXOSC10

- ~ Trf4 ¢S
Rrp40/EXOSC3 B D) SRSF1
. Pcf11
TRAMP
Exosome
“RNA surveillance “RNA biogenesis

Figura 3. La unidn co-transcripcional de proteinas implicadas en el metabolismo del RNAy la accién
enzimatica previene la acumulacion de R-loops. Santos-Pereira JM & Aguilera A. (referencia 38).

En cuanto a la prevencion de los R-loops, el estrés torsional generado en la hebra
de DNA durante su duplicacion y transcripcion es resuelto por la accion de la DNA
topoisomerasa | y Il evitando asi la acumulacién de ellos (Figura 3) ?°. A su vez,
existen mecanismos enzimaticos que aseguran la resolucidn efectiva de los hibridos
RNA:DNA. En este contexto, las ribonucleasas (RNasas) H1 y H2 actian como un
sistema de vigilancia en la formacidn de los R-loops degradando especificamente la
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hebra de RNA del hibrido para la recuperacion de la estructura canénica de la doble
cadena de DNA . Recientemente, se ha demostrado que la proteina de unién al
DNA de cadena sencilla RPA (replication protein A), ademas de proteger al DNA de
la accién de las nucleasas y de reclutar a la maquinaria de reparacion del DNA 4,
actua como un sensor de los R-loops siendo fundamental para el reclutamiento de
la RNasa H1 responsable de su resolucion #%. De acuerdo con el papel de la RNasa H
en la resolucién de los R-loops, se ha observado que su sobreexpresion previene la
acumulacién de los R-loops generados por las alteraciones en multiples factores que
participan en la biogénesis del RNA (Figura 3) #2.

Asi, entre los mecanismos implicados en la prevencidon de la formacién de
R-loops, la asociacion co-transcripcional de ribonucleoproteinas mensajeras
(messenger ribonucleoprotein, mRNPs) a la hebra de RNA sintetizada (Figura 3),
previene la hibridacion del RNA con la hebra complementaria de DNA %3, Se ha
observado que numerosos factores nucleares involucrados en el metabolismo del
RNA, incluidos factores de splicing como la proteina rica en serina y arginina SRSF1,
intervienen en la prevencién de la acumulacidon de R-loops vy, por consiguiente, en
el mantenimiento de la estabilidad gendmica 3%44%>, En el apartado 1.3. se tratara
mas extensamente la repercusidn de las alteraciones del splicing sobre la integridad
gendmica.

1.2. Inestabilidad cromosdmica: causas y mecanismos de control

La inestabilidad cromosémica (CIN) es una forma de inestabilidad gendmica que
se produce durante el proceso de mitosis y que hace referencia a una condicién de
ganancia o pérdida de fragmentos o nimero de cromosomas (aneuploidia) 4647, La
CIN puede actuar como un promotor de la iniciacién y progresidon tumoral. De
hecho, mas del 70% de los tumores sélidos presentan este tipo de alteraciones
cromosdmicas “8. Se han descrito multiples alteraciones que pueden conducir a una
segregacion aberrante durante la mitosis y, por tanto, a la induccién de CIN. Estos
eventos incluyen alteraciones en el sistema de control del ensamblaje del huso
acromatico (spindle assembly checkpoint, SAC), en la cohesidn entre las cromatidas
hermanas (sister chromatid cohesion, SCC), en el dinamismo de los microtubulos,
en su unidn a los cinetocoros y en la formacion de los centrosomas %°. Para evitar
las aberraciones mitdticas que puedan repercutir en la fidelidad de la segregacion
cromosoémica, la célula activa los sistemas de control que supervisan los eventos de
cada fase de la mitosis antes de avanzar a la siguiente etapa °°.
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1.2.1. Sistema de control del ensamblaje del huso acromatico (SAC)

La mitosis es la fase del ciclo celular en la cual se produce la division final de la
célula dando lugar a dos células hijas dotadas del mismo material genético. Consta
de cuatro etapas: profase, metafase, anafase y telofase. En la profase el DNA
comienza a condensarse formando la estructura de cromosoma que en metafase
serd guiado hacia el centro de la célula por la accion de los microtibulos del huso
mitdtico. En anafase, las cromatidas hermanas de cada cromosoma son separadas
a los polos celulares opuestos dando paso a la division final de la célula en telofase.

El SAC es un sistema de supervision del estado de la cohesién entre los
microtubulos del huso mitdtico y los cinetocoros de los cromosomas durante la
metafase. La asociacidn estable entre ambos crea la tensidén adecuada permitiendo
a los microtubulos ejercer la fuerza conveniente para facilitar la separacién de las
cromatidas hermanas a cada polo celular y garantizar la segregacién correcta del
material genético a las células hijas durante la anafase y telofase .

Este punto de control requiere de la participacién coordinada de un complejo de
proteinas (mitotic checkpoint complex, MCC) compuesto por las proteinas MAD1,
MAD2 y MAD3/BUBR1 (mitotic arrest deficient, MAD), las proteinas BUB1 y BUB3
(budding uninhibited by benzimidazole, BUB) y otras proteinas reguladoras como
CDC20 y la proteina quinasa MPS1 °!. La falta de cohesién en alguno de los
cinetocoros o la unién de ambos husos acromaticos a un mismo cinetocoro es
suficiente para la asociacion y activacion de este complejo, que evita la transicién
de metafase a anafase hasta que todos los cinetocoros estén correctamente
cohesionados °2. En un primer paso, el complejo MAD1-MAD2 se une al cinetocoro
facilitando la interaccién de CDC20, un cofactor del complejo APC/C (anaphase-
promoting complex/cyclosome), con MAD?2. Esta interaccion genera un cambio
conformacional en MAD2 promoviendo la formacién del complejo MAD2-CDC20-
MAD3-BUB3 que, finalmente, inhibe al complejo de la ubiquitina-ligasa APC/C
resultando en la parada del ciclo celular hasta la restauracion de la cohesidn
(Figura 4A) >3,

Las alteraciones en la expresion génica de alguno de los participantes de esta via
pueden repercutir en la actividad del SAC llevando a su hiperactivacion o su
hipoactivacidon. Como consecuencia, se favorece el asentamiento de inestabilidad
cromosémica por el reparto desequilibrado de las cromatidas hermanas entre las
células hijas o por una parada prolongada en el ciclo celular >*>°. No obstante, la
inhibicion completa de este punto de control conlleva a una excesiva inestabilidad
cromosomica que resulta letal tanto para las células normales como para las
transformadas, representando una diana terapéutica en el cancer >%°7.
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Figura 4. Mecanismo de accion del sistema de control del ensamblaje del huso acromatico (SAC).
(A) La pérdida de polaridad de los microtubulos lleva a la formacion y activacidon del complejo de
control mitdtico (MCC) que inhibe la actividad ubiquitina-ligasa del complejo APC/C. La cohesidn
entre las cromatidas hermanas es mantenida por la fosforilacién de la separasa por CDK1 y la unién
de esta proteina con la chaperona securina. (B) La correcta unién de los microtubulos al cinetocoro
lleva a la activacion del complejo APC/C encargado de ubiquitinar y degradar a securina y a ciclina B.
La liberacidn de las proteinas separasa y CDK1 da lugar a la separacion de las cromatidas hermanas
y a la salida de mitosis. Adaptado de Barbosa J. (referencia 58)

1.2.2. Cohesion entre las cromatidas hermanas

El establecimiento de la cohesidon entre las cromatidas hermanas (SCC) es
esencial para que se pueda producir la asociacidn correcta del huso acromatico a
los cinetocoros, y se genere la tensién adecuada a lo largo de los microtubulos que
permita la separacién correcta de las cromatidas a cada célula hija durante la
anafase *°.
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La cohesion la establecen multiples proteinas que se agrupan escalonadamente
para formar una estructura de anillo alrededor de las cromatidas hermanas
denominada cohesina. Este complejo estd compuesto por un heterodimero (SMC1-
SMC3) de la familia SMC (structural maintenance of chromosome) que se asocia con
la proteina RAD21, la cual a su vez interacciona con las proteinas SA1 y SA2 0, La
asociacion del complejo de cohesidn con la cromatina es regulada a lo largo del ciclo
celular, y esta altamente controlada por una serie de proteinas que monitorizan en
cada etapa de la mitosis su estado para evitar asi la propagacion de errores entre
generaciones celulares .
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Figura 5. Regulacién de la cohesion a lo largo del ciclo celular. En la fase G1, NIPBL/MAU2
promueven el acercamiento del complejo de cohesién a la cromatina. En la fase S, el complejo de
cohesidn rodea las dos cromatidas hermanas para establecer la unién entre ellas. La proteina
sororina impide la accion de la proteina de disociacion WAPL mediante la unién a PDS5. En
prometafase, la fosforilacion de SA2 (miembro del complejo de cohesinas) por PLK1 y la de sororina
por AURKB y CDK1 lleva a la disociacion de la cohesion en los brazos cromosémicos por la accién de
WAPL. La cohesidn en el centrémero esta protegida por la proteina shugoshina (SGO1) y PP2A. En
anafase, la liberacidn de separasa lleva a la segregacion de los cromosomas. Adaptado de Singh VP
et al. (referencia 62).

En la fase G1 del ciclo celular (Figura 5), las cohesinas se asocian por primera vez
a la cromatina, este acercamiento estd regulado por la presencia del heterodimero
NIPBL-MAU?2 y requiere de la hidrdlisis de ATP 3. En la fase S, tras la duplicacién del
DNA, las cohesinas rodean las dos cromatidas hermanas para establecer la cohesidn
entre ellas. En vertebrados, en este proceso es fundamental la accién de la proteina
sororina, cuyo reclutamiento depende de la replicacién del DNA en la fase Sy de la
acetilacion de SMC3 por las proteinas acetil-transferasas ESCO1y ESCO2 ®*. Sororina
es una proteina que presenta una regiéon C-terminal altamente conservada entre
especies, la cual es imprescindible para establecer la SCC ¢, ya que le permite
interaccionar con las principales subunidades del complejo de cohesion (RAD21,
SMC1, SMC3 y SA1/2) y con las proteinas asociadas a él (PDS5 y WAPL) 6566, Se ha
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observado que la funcién principal de sororina es antagonizar a la proteina WAPL
(wings apart-like protein homolog), proteina encargada de la disociacién del
complejo de las cohesinas de los brazos cromosdmicos en prometafase
(Figura 6) 7. La unién de sororina a PDS5 genera un cambio conformacional en el
complejo PDS5/WAPL, de forma que se pierde la interaccidn entre ambas proteinas
y se impide la accién de disociacién de la cohesion mediada por WAPL. De esta
manera, el complejo de cohesién queda estabilizado en las cromatidas favoreciendo
la unién entre las dos cromatidas hermanas .

Replicacion DNA
Acetilacion SMC3

Sororina

Fase G1 Fase S-G2 Prometafase

Figura 6. Sororina antagoniza la funcion de disociacidon de la proteina WAPL. En la fase G1, la
interaccion de WAPL con PDS5 evita la cohesidn entre las cromatidas. La replicacién del DNA y la
acetilacion de SMC3 (componente del complejo de cohesidn) favorecen el reclutamiento de sororina
a las cromatidas que interacciona con PDS5 reemplazando a WAPL del complejo. Sororina antagoniza
la accién de disociacién de WAPL facilitando la cohesién entre las cromatidas hermanas. En
prometafase, la fosforilacion de sororina por AURKB y CDK1 lleva a su disociacién de PDSS5 facilitando
lainteraccién de esta proteina con WAPL. WAPL promueve la separacion de la cohesién en los brazos
cromosdmicos. Adaptacion de Nishiyama T et al. (referencia 67).

La separaciéon de las cromatidas hermanas supone la disociacidon secuencial y
regulada del complejo de cohesidén a lo largo del cromosoma. Ocurre en dos etapas
(Figura 5): primero, se libera la unién en la regién de los brazos cromosémicos
adquiriendo los cromosomas la morfologia tipica en X y, posteriormente, se elimina
la unién en la region del cinetocoro conduciendo a la segregacién final de las
cromatidas 8. Asi, durante la profase, se produce la separacidon a lo largo de los
brazos cromosdémicos mientras que la cohesion centromérica persiste hasta la
transiciéon de metafase a anafase. Esta primera disociacién de las cohesinas estd
mediada por la fosforilacién de SA2 por la quinasa PLK1 (polo-like kinase 1) ®°y, a su
vez, por la fosforilacion de la proteina sororina mediada por las quinasas Aurora
quinasa B (Aurora kinase B, AURKB) y CDK1 (cyclin-dependent kinase 1). Esta
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modificacidn en sororina genera un cambio conformacional en ella, que resulta en
la liberacion de la proteina PDS5 %270y en el reclutamiento de la proteina WAPL a la
zona de los brazos cromosdmicos, de tal forma que promueve la apertura del anillo
de cohesinas exclusivamente en esta regién del DNA (Figura 6) .

En esta fase, la regidon centromérica queda protegida por la localizacién en esta
zona de una proteina denominada shugoshina (SGO1) (Figura 5), que junto con la
fosfatasa PP2A contrarrestan la accion de PLK1 impidiendo la fosforilacidon de SA2 y
de sororina 772,

Como se ha sefialado mds arriba, durante la metafase la proteina MAD2 inhibe
la actividad ubiquitina-ligasa del complejo APC/C evitando asi la degradacion de
securina (Figura 4A). Esta proteina mantiene inactiva la proteasa separasa, una
proteina responsable de la degradacion del complejo de la cohesinay, por tanto, de
la separacién de las cromatidas. Ademas de esta unién con la chaperona inhibitoria
securina, la fosforilacién por CDK1 mantiene a separasa inactiva hasta que la
correcta alineacién y unién del huso mitético a los cromosomas haya sido
comprobada (Figura 4A) 73.

Una vez que los cromosomas estan correctamente alineados en la placa
metafasica y siempre que todos ellos presenten una cohesidon bipolar del huso
mitdtico, el complejo APC/C activo promueve la separacion de las cromatidas y la
transiciéon de metafase a anafase (Figura 4B). La liberacidon de la cohesidn en la
region del cinetocoro estd mediada por la degradacion de ciclina B (subunidad de
CDK1) y de securina (chaperona inhibitoria de separasa) por el complejo APC/C. Esto
supone la liberacién de la proteina separasa, la subsiguiente eliminacion del
complejo de cohesidn, la disociacidon de las cromatidas hermanas vy, finalmente, la
salida de la mitosis 74.

Dada la complejidad de estos mecanismos, el control de la expresién de los
componentes que cooperan en la asociacién de las cromatidas hermanas es
imprescindible para asegurar la correcta transmisién del material genético y el
mantenimiento de la euploidia celular 7>.

1.3. Splicing alternativo e inestabilidad genomica

Las modificaciones epigenéticas, los cambios en la expresion de factores de
transcripcion y la regulacion del procesamiento del mRNA son fundamentales para
la programacion del genoma atendiendo a las necesidades de cada tipo celular en
cada momento 8. Asi pues, las alteraciones en el proceso de splicing ya sea por
mutaciones en las secuencias reguladoras del pre-mRNA (precursor mRNA),
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mutaciones en los componentes del espliccosoma o modificaciones en la
proporcién de los factores reguladores pueden contribuir al desarrollo de distintas
patologias incluyendo el cancer 77~7°, Esto es debido a la generacién de nuevas
variantes de transcritos de mRNA sin sentido o que pueden codificar para variantes
proteicas con funciones distintas o incluso opuestas y/o diferente localizacion con
respecto a las proteinas biolégicas. Estos cambios en el patron de expresidn
proteica pueden conferir a la célula tumoral algunas de las caracteristicas
apropiadas y necesarias para el mantenimiento de la proliferacion, la invasion y la
resistencia a la muerte .

Es importante resaltar que trabajos recientes han demostrado que la maquinaria
de splicing puede, ademads, participar en el mantenimiento de la estabilidad
gendmica por mecanismos independientes de la regulacidon de eventos de splicing,
lo cual incluye la prevencion de la formacién de R-loops, tal y como se tratard mas
adelante 8082,

1.3.1. Proceso de splicing constitutivo y alternativo

En las células eucariotas el proceso de splicing ocurre de forma coordinada con
la transcripcidn y permite la identificaciéon y eliminacién de los intrones del
pre-mRNA, y la consiguiente ligacion de los exones para la formacién del mRNA
maduro &. Este proceso depende de la asociacién coordinada en el pre-mRNA de
distintas ribonucleoproteinas nucleares pequefias (small nuclear
ribonucleoproteins, snRNPs U1, U2 y tri-snRNP U4-U5-U6) y distintos factores
auxiliares para la formacién de un complejo macromolecular activo denominado
esplicecosoma (Figura 7) 8. El ensamblaje o disociacion de las proteinas
participantes en este complejo estd altamente regulado para la formacién del
complejo del espliceosoma especifico en cada paso del splicing #.

La escisidn de los intrones, y posterior ligacidn de los exones esta orquestada por
secuencias consenso en el DNA presentes en las uniones exén/intrén denominadas
sitios de splicing (Figura 7). El espliceosoma reconoce en los limites de los intrones
las secuencias 5 donadoras, que comienzan con un dinucleétido GU, y las
secuencias 3’ aceptoras, que acaban en el dinucledtido AG. Tras el reconocimiento,
el proceso enzimatico consiste en dos reacciones consecutivas de
transesterificacion. La primera reaccién estd regulada por la proteina U1 snRNP y Ia
segunda por la proteina U2 snRNP vy el factor auxiliar U2AF. La posterior interaccién
de las proteinas U4, U6 y U5 snRNP promueve la formacion del sitio catalitico
resultando en la ligacién de los exones y la escisidn del intrén 88, La proteina SLU7
(synergistic lethal with U5 snRNA), de la cual trataremos mads en detalle en el
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apartado 3, es uno de los componentes del complejo del espliceosoma que participa
en la correcta seleccidn del sitio 3’ de splicing 88772,
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Figura 7. Esquema de los sitios donadores y aceptores, y la interaccion de los snRNPs durante el
splicing. Adaptacion de Berasain C et al. (referencia 90).

La seleccion alternativa del sitio de splicing genera cambios en la secuencia
codificante del mensajero dando lugar a una gran diversidad de isoformas

91, El splicing alternativo afecta al 95% de los genes de mamifero,

proteicas
permitiendo la generacién de multiples variantes de mRNA a partir de un mismo
gen. Esta diversidad de transcritos se genera mediante mecanismos que incluyen la
incorporacion de exones alternativos, la seleccién de sitios 5’ y 3’ de splicing débiles
o la incorporacion de intrones 8%, Las diferencias en la secuencia peptidica de las
proteinas generadas les confiere especificidad funcional mediante la interaccién
con distintas proteinas y acidos nucleicos, la diferencia en la localizacién celular o
los cambios en sus propiedades bioldgicas. Por todo ello, el correcto
funcionamiento de la maquinaria de splicing es fundamental para determinar la
identidad y funcionalidad de cada célula 2, de hecho, las alteraciones en esta

magquinaria estan en el origen de diferentes enfermedades incluida el cincer 77,

La especificidad del splicing depende de la presencia de secuencias reguladoras
del pre-mRNA activadoras o represoras y de su reconocimiento por las
correspondientes proteinas de unién al RNA (RNA-binding protein, RBP) (Figura 8).
Existen dos familias de RBP importantes, las proteinas SR (proteinas ricas en serina
y arginina), que por lo general se unen a las secuencias potenciadoras, y las
proteinas hnRNPs (heterogeneous nuclear ribonucleoprotein), que reconocen
principalmente los elementos represores. La colaboracion entre ellas guia la
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asociacién o disociaciéon del complejo del espliceosoma a sitios concretos de
splicing 8%°2. Dentro de las secuencias reguladoras, se han definido cuatro tipos de
elementos: los exdnicos activadores (exonic splicing enhancer, ESE) o silenciadores
(exonic splicing silencer, ESS) del splicing y los intréonicos activadores (intronic
splicing enhancer, ISE) o silenciadores (intronic splicing silencer, ISS) del splicing
(Figura 8) *2.
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Figura 8. Esquema de las interacciones de las proteinas reguladoras del splicing con secuencias
activadoras o inhibidoras. Adaptacién de Berasain C et al. (referencia 90).

Las proteinas ricas en serina y arginina (SR) constituyen una familia de proteinas
de unién al RNA de gran relevancia en el metabolismo del mRNA °3, Estas proteinas
participan tanto en el proceso de splicing constitutivo como en el alternativo,
ademas de en el transporte del mRNA al citoplasma y en la regulacion de la
traduccidon de estos mensajeros a proteina °#%°. En humanos, se ha creado una
nomenclatura consenso basandose en la raiz “SRSF” (SR splicing factor) seguido de
un numero que refleja el orden cronolégico de su descubrimiento. En concreto, esta
familia esta compuesta por doce miembros (SRSF1-12) que se caracterizan por
compartir una estructura comun: uno o dos motivos de reconocimiento de RNA
(RNA recognition motif, RRM) en la region amino-terminal y otro dominio rico en
serinas y argininas denominado dominio SR en la regién carboxi-terminal, este
altimo permite la interaccién con otras proteinas °>°°. La fosforilacién en residuos
concretos del dominio SR modula la funcionalidad de estas proteinas en las distintas
etapas del procesamiento del RNA. En concreto, regula la especificidad de unién al
RNA, las interacciones proteina-proteina, el proceso de splicing, su localizacién
(nuclear o citoplasmatica), ademds de regular su propia expresion .

Las proteinas SR son importantes reguladores del splicing alternativo, ya que
pueden inducir la inclusion de exones alternativos acercando la maquinaria del
espliceosoma a sitios débiles de splicing °>. Sus niveles de expresion y la cantidad
relativa de cada una de ellas estan finamente regulados, asi, se han descrito tanto
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mecanismos de auto-regulacion como de regulacion mutua. Estos mecanismos
incluyen la incorporacion de exones veneno que contienen codones de terminacion
prematuro (premature termination codon, PTC) y activan la maquinaria de
degradacion de los mRNA sin sentido (non-sense mediated mRNA decay, NMD).
Todas ellas presentan splicing alternativo de sus transcritos y hacen uso de este
mecanismo para el control de la produccidon de sus proteinas 1%, Por ejemplo, los
niveles elevados de SRSF3 (SRp20) influyen sobre la expresion de SRSF1, SRSF2,
SRSF5, SRSF7 o, incluso, sobre su propia expresion promoviendo la incorporacién
de un PTC en sus transcritos /%8, SRSF2 (SC35) también regula el splicing de su
transcrito mediante la incorporacion de un exén y la eliminacién de un intrén en el
extremo 3’UTR (3’ untranslated region) 1°°.

No obstante, la regulacion del splicing alternativo es un proceso de mayor
complejidad y no sélo estd determinado por la accién combinada de factores de
splicing y la presencia de las secuencias reguladoras. Asi, la concentracién de estos
factores reguladores de splicing o su estado de fosforilacion, que a su vez condiciona
su localizacién intracelular, su actividad o las interacciones con otras proteinas, son
mecanismos adicionales que regulan el splicing °1. Ademads, la maquinaria de
transcripcion 102, la estructura de la cromatina y las modificaciones en las
histonas % pueden colaborar promoviendo el reclutamiento de distintos
componentes del espliceosoma 104,

1.3.2. Splicing alternativo y dafio en el DNA

Teniendo en cuenta que el 95% de los genes humanos sufren splicing, es facil
extrapolar que la mayoria de los genes que intervienen en la respuesta de
reparacion del DNA sufren splicing, por lo que ante un splicing aberrante de dichos

genes el proceso de reparacion del DNA puede verse impedido 1.

Paulsen y colaboradores, en un estudio con siRNAs (small interfering RNAs) que
cubren todo el genoma, identificaron componentes de la maquinaria del
procesamiento del RNA como la red de interaccion molecular mas
significativamente enriquecida en el mantenimiento de la estabilidad gendmica .
Estos autores muestran que el silenciamiento de genes que codifican proteinas
integrantes del espliceosoma, o que participan en la supervisidon o transporte del
mRNA, induce niveles elevados de y-H2AX, un marcador del dafio en el DNA 1,
Ademas, las proteinas procesadoras del RNA son fundamentales para la
reprogramacion del transcriptoma en respuesta a estrés genotdxico garantizando

la eficacia en la deteccién, sefializacién y reparacion del dafio en el DNA 107,108,
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Ademads, tal y como se ha mencionado, la maquinaria del procesamiento del RNA
puede controlar estos procesos de forma independiente a la regulacion de eventos
de splicing. Como se verd a continuacion, estos factores impiden la formacion de
estructuras aberrantes RNA:DNA y la induccidn de TAGIN. Recientemente, también
se ha demostrado que los factores de splicing desempefian un papel directo en la
deteccion, sefializacién y reparacién del dafio en el DNA 1%, Este es el caso de varias
hnRNPs y SRSFs 0, mdas concretamente, del factor de splicing PRP19 19, PRP19 actua
como un sensor del dafio en el DNA durante la transcripcion interaccionando
directamente con la proteina RPA y con la hebra monocatenaria de DNA para la
activacion de la respuesta reparadora por la via de ATR quinasa 1°,

Por tanto, queda patente el importante papel de la maquinaria del
procesamiento del RNA en el mantenimiento de la integridad gendmica, no sélo
asegurando la correcta expresion de genes esenciales en la respuesta al dafio, sino
también actuando de forma directa en la prevencion, deteccion y mediacion de la
reparacion de la lesion.

1.3.2.1. Proteinas SRy TAGIN asociado a la formacion de R-loops

Li y Manley demostraron que SRSF1 (ASF/SF2) tiene un papel fundamental en el
mantenimiento de la estabilidad genética evitando la acumulacién de alteraciones
durante la transcripcion y previniendo la formaciéon de los R-loops que puedan
derivar en TAGIN (Figura 3) 1. Estas mismas funciones también son atribuibles a
otros dos miembros de la familia de proteinas SR como SRSF3 y SRSF2 11,

SRSF1 fue el primer miembro de la familia de proteinas SR identificado. Esta
proteina participa en la seleccién del sitio de splicing y media en la regulacién de
otros procesos como en el mecanismo de degradacién del mRNA sin sentido
(NMD) 2, el transporte del mRNA al citoplasma 13y |a sintesis de proteinas 114,

SRSF1 también presenta una regulacién negativa sobre su expresion, de manera
gue en presencia de niveles altos se induce el splicing alternativo de sus propios
transcritos dianas del mecanismo NMD, disminuyendo la expresion de la isoforma
codificante de la proteina funcional ®8. Se han identificado seis isoformas de SRSF1
(1-6) (Figura 9) siendo la primera de ellas la que codifica para la proteina
funcional ®°. En cuanto a la estructura de las distintas isoformas, la isoforma 1
(Var 1) dispone de una regién 3'UTR larga, la isoforma 2 (Var 2) incorpora el intrén
3 y la isoforma 3 (Var 3) presenta un sitio de splicing alternativo en este mismo
intron. La retencion del intrén 3 genera un transcrito con un PTC que puede
codificar para una proteina deficiente en el dominio SR. Sin embargo, la gran
mayoria de estos transcritos quedan retenidos en el nucleo sin poder ser traducidos
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a proteina. Las isoformas 4, 5 y 6 (Var 4-6) se generan a partir del splicing de uno
(Var 4) o dos (Var 5y 6) intrones en la region 3'UTR. Estas dos ultimas isoformas se
exportan al citoplasma siendo dianas de NMD °.

Isoformas de SRSF1

3'UTR
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Figura 9. Isoformas de SRSF1 sintetizadas a partir de su gen y la estructura de la proteina funcional.
Las isoformas de splicing de SRSF1 (Var 1-6) varian en la regién del exén 4 y 3’UTR procesada llevando
a la generacion de mensajeros sin sentido que son eliminados por la maquinaria NMD. Secuencia
codificante de la Var 1y estructura de la proteina sintetizada a partir de este mensajero. Motivos de
reconocimiento de RNA (RRM) y motivo rico en serina/arginina (SR).

En la actualidad, ademas de SRSF1, SRSF2 y SRSF3, se han identificado otras
proteinas que participan en el procesamiento del RNA y al asociarse a la hebra de
RNA contribuyen en la prevencién de la formacién de los R-loops y la acumulacién
de dafio en el DNA (Figura 3) 1%, Por ejemplo, es el caso de la proteina NRL1 1> o
del complejo proteico THO/TREX (transcription-export complex) 1.

1.3.3. Splicing alternativo e inestabilidad cromosomica

En los ultimos afios, varios estudios han demostrado la implicacién de distintos
factores de splicing en el mantenimiento de la estabilidad gendmica, previniendo la
inestabilidad cromosdmica (CIN) asociada al asentamiento de errores mitdticos.
Como se ha explicado anteriormente, muchas proteinas son necesarias para una
correcta progresion del ciclo celular, incluyendo la mitosis. Todo ello implica que un
amplio repertorio de eventos de splicing se produce de manera periddica durante
todo este proceso 7. Asi, el silenciamiento de estos factores de splicing puede
repercutir de manera significativa en la polaridad de los microtubulos, en la
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capacidad de los cromosomas para alinearse en la placa metafésica o en la cohesién
entre las crométidas hermanas 118127,

En este sentido, el gen CDCA5 que codifica para sororina, una proteina que como
se ha indicado juega un papel fundamental en la cohesién de las cromatidas
hermanas, parece especialmente sensible a las alteraciones en la expresién de
distintos componentes de la maquinaria de splicing ?2. Es el caso del complejo de
PRP19 123124 'UBLS (ubiquitin-like protein 5) > o SNW1 (SNW domain-containing
protein 1) 12 cuyo silenciamiento se ha demostrado que compromete el splicing de
CDCAD5. Estas inhibiciones resultan en la retencion del intrén 1 o de los intrones 1y
2 en su mRNA dando lugar a un cambio en el marco de lectura, que genera un PTC
en el exdn 3 o en el intrdn 2 en el caso en el que el intron 2 no se haya eliminado
(Figura 10). Como consecuencia, se observa una reduccidn significativa en los
niveles de la proteina sororina 3. De acuerdo con el papel de sororina, el
silenciamiento de estos factores de splicing resulta en alteraciones en la cohesién
de las cromatidas hermanas.

Gen CDCAS5 (Sororina)
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Figura 10. Gen de sororina y sus transcritos. Se presenta, por un lado, la isoforma procesada de
sororina que codifica para la proteina funcional. Por otro lado, se muestra los transcritos resultantes
de la retencidén del intrén 1 que incorpora un PTC exdén3 o de la retencidn del intrén 1y 2 que
incorpora un PTC en el propio intron 2. Estas isoformas aberrantes serdn reconocidas por la
magquinaria NMD para su degradacion.

Aunque los factores de splicing implicados no han sido identificados, alteraciones
en el splicing de otras proteinas que participan en la cohesion entre las cromatidas
hermanas, como SGO1, MAD1 y AURKB podrian estar también relacionadas con el
proceso de hepatocarcinogénesis y el desarrollo de hepatocarcinoma (HCC), tal y
como se tratard en el apartado 2.2.
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2. EL PROCESO DE HEPATOCARCINOGENESIS

El hepatocarcinoma (HCC) es uno de los canceres con mayor tasa de incidencia
en la poblacién mundial y representa la segunda causa de muerte por cancer
(9.1%) 12° con alrededor de 800.000 nuevos casos al afio en el mundo 3, El HCC
representa el tumor hepatico primario de mayor prevalencia (75-90%) seguido del
colangiocarcinoma (10%), originado en las células epiteliales del conducto
biliar 129131,

La complejidad molecular que caracteriza al HCC ademads de su deteccion en
estadios avanzados limita las opciones terapéuticas. Los pacientes en etapas
tempranas y/o intermedias pueden beneficiarse de la reseccion quirdrgica, el
trasplante, la ablacidn o la radio- o quimio-embolizacién. Sin embargo, todavia hay
un grave problema debido a la elevada tasa de recurrencia !32. Hasta el afio 2016, el
Unico tratamiento sistémico aprobado para pacientes con tumores avanzados era
el inhibidor de quinasas sorafenib, cuya eficacia es muy limitada, ya que solamente
aumenta 3 meses la vida media de los pacientes 33, En la actualidad, han sido
aprobadas nuevas moléculas como el inhibidor de quinasas regorafenib y el
anticuerpo inmunomodulador nivolumab como estrategias en segunda linea, pero
sus resultados nuevamente son poco satisfactorios 33,

Por todo ello, es urgente ampliar el conocimiento de las bases moleculares del
HCC y de las alteraciones que contribuyen a su desarrollo para poder asi desarrollar
nuevos tratamientos mas eficaces, e identificar marcadores tanto de diagndstico
como de respuesta a tratamiento.

La mayor parte de los HCC se desarrollan en higados cirréticos, en un contexto
de dafo hepatico e inflamacidn crénicos causados por varios factores etiolégicos
incluyendo las infecciones crdnicas del virus de la hepatitis B o el virus de la
hepatitis C, la ingesta de alimentos con contaminantes hepatotdxicos (Aflatoxina
B1), el consumo crénico de alcohol, el higado graso no alcohdlico asociado a la
obesidad y la diabetes, y enfermedades genéticas menos frecuentes como la
deficiencia en al-antitripsina o la hemocromatosis 34138, Cabe destacar, que
recientemente la integracion del virus adenoasociado 2 (AAV2) y el higado graso no
alcohdlico también han sido considerados factores de riesgo para el desarrollo de
HCC en ausencia de cirrosis 139140,

Como ya se ha mencionado, independientemente del agente causal, el HCC es
un tipo de cdncer que presenta una enorme heterogeneidad a nivel molecular.
Modificaciones genéticas que incluyen mutaciones puntuales, aneuploidias y
reordenamientos cromosomicos, junto con cambios epigenéticos son responsables
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de la induccidn de alteraciones en los patrones de expresidn génica y del splicing,
dando lugar a la inactivacidon de genes supresores de tumores y la activacién de
oncogenes 1417144,

En cuanto a la fisiopatologia, el proceso de hepatocarcinogénesis en los higados
cronicamente dafados se asocia a la muerte de los hepatocitos inducida por los
agentes etioldgicos, y a la consiguiente respuesta inflamatoria y reparadora. Esta
respuesta incluye tanto la deposicion de matriz extracelular por el componente
celular no parenquimal, como la regeneracion de los hepatocitos con el objeto de
restaurar el parénquima perdido y de preservar la viabilidad y funcionalidad del
drgano, lo cual conlleva el desarrollo de la cirrosis 137147148 En este ambiente de
inflamacién cronica, de estrés oxidativo y de ciclos recurrentes de muerte vy
regeneracion de los hepatocitos, se promueve la des-diferenciacién celular, la
inestabilidad gendmica y el asentamiento de alteraciones genéticas, contribuyendo
todo ello a la pérdida de la funcién del érgano y a la transformacién maligna de los
hepatocitos. Asi, la cirrosis es considerada un estadio pre-neopldsico en el que la

inestabilidad gendmica se ve favorecida por la acumulacion de daifo en el
DNA 10,134,149—151.

En los ultimos anos, se han realizado numerosos esfuerzos utilizando técnicas de
analisis masivo de cromosomas y de secuenciacién para delinear el mapa de
alteraciones genéticas y epigenéticas del HCC 138142143,152 | o5 resultados muestran
que existen pocas alteraciones con alta prevalencia en este tipo de tumor. Dentro
de ellas, cabe destacar las mutaciones activadoras de la telomerasa y de la via
WNT-B-catenina o las mutaciones inactivadoras de p53 43, Entorno al 60% de los
HCC presentan una induccion de la telomerasa asociada a mutaciones o inserciones
del virus de la hepatitis B en su promotor o a amplificaciones del gen 131> Entre el
12 y el 48% de los pacientes con HCC presentan mutaciones con pérdida de funcidn
en el gen de p53 1>°, y alrededor del 28% presentan una mutacién en el gen CTNNB1
que da lugar a una B-catenina de mayor estabilidad '°®1>7, Ademds, han sido
descritas mutaciones en otros componentes de la via de sefializacidon
WNT-B-catenina conduciendo todas ellas a la activacion constitutiva de la cascada

156 También se han establecido diferentes clasificaciones

de sefializacion
moleculares intentando relacionar las alteraciones en la expresidon génica, las
modificaciones epigenéticas y/o las alteraciones cromosdmicas con el fenotipo, las
caracteristicas clinicas, el prondstico y la respuesta al tratamiento de los pacientes

con HCC 138,143,152,158
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2.1. Regulacidn de factores de splicing y hepatocarcinogénesis

En los ultimos afos, la identificacion de mutaciones o de cambios en el patrén
de expresion o de localizacidon de varios factores reguladores del splicing evidencian
su contribucidn a la alteracién del transcriptoma del higado adulto y a la evolucion
de la hepatocarcinogénesis 1*°161 pudiendo considerarse la alteracién en el splicing
como un nuevo evento implicado en el desarrollo del HCC 120162,

Entre las alteraciones en los factores reguladores del splicing detectadas hasta la
fecha, destaca la desregulacién de las proteinas hnRNPs. En concreto, las proteinas
hnRNPH, hnRNPA2/B1 y hnPNPAl1 se han encontrado sobreexpresadas
correlacionandose la induccion de esta ultima con un fenotipo invasivo y de mal
prondstico 193164 Cabe resaltar que en la hepatitis viral mayormente causada por el
virus de la hepatitis B también se observa una induccién de las proteinas
hnRNPA2/B1, pero con distinta localizacion celular 1%°. En la hepatitis viral ambas
proteinas se localizan exclusivamente en el nucleo, mientras que en el HCC
predomina su localizacidn citoplasmatica, pudiendo contribuir esta translocacién de
hnRNPA2/B1 al estado de desdiferenciacidon caracteristico de estas etapas 1.
Finalmente, se ha demostrado que el patrén de expresiéon de hnRNPC correlaciona
con la supervivencia de los pacientes con HCC, observandose una reduccién en la
supervivencia al aumentar su expresion 160,

La informacion disponible sobre la expresion de las proteinas SR en la patologia
hepatica es mas limitada. Se ha observado que los niveles de expresion de SRSF1 se
encuentran inducidos, mientras que los niveles proteicos de SRSF3 son
practicamente indetectables en pacientes con HCC 162163, De hecho, esta pérdida
de la expresion de SRSF3 en los hepatocitos de ratdn compromete su fenotipo
maduro y diferenciado, favoreciendo el desarrollo de HCC %17 En relacién con su
localizacion, se ha observado que SRSF3 puede quedar retenido en el citoplasma
por su interaccidn con la proteina del virus de la hepatitis B (hepatitis B viral protein,
HBx). Esta deslocalizacion de SRSF3 se ha correlacionado con un mal pronéstico de
los pacientes con HCC 8, SRSF2 es otro miembro de la familia de las proteinas SR
gue se encuentra frecuentemente mutado en el HCC y que contribuye a la
generacion de proteinas pro-tumorigénicas por eventos de splicing asociados al
céncer 16°,

Recientemente, se ha observado que la expresion del factor de splicing ESRP2

(epithelial splicing regulatory protein 2), necesario para mantener el programa de

170

splicing del hepatocito adulto 1/°, se encuentra significativamente disminuida en el

HCC, pudiendo contribuir también al proceso de hepatocarcinogénesis >%171,
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Finalmente y como se tratara en el apartado 3.1, nuestro grupo de investigacidn
ha demostrado que la expresién del factor de splicing SLU7 se encuentra
significativamente disminuida en el higado cirrético y el HCC 172, y que SLU7 puede
jugar un papel relevante en el proceso de hepatocarcinogénesis.

2.2. Alteraciones de eventos de splicing y hepatocarcinogénesis

Se han descrito multiples variantes de splicing asociadas al HCC °%1>%-161 como
hemos adelantado en el apartado 1.3.3. entre ellas se encuentra la de genes
implicados en el control de la mitosis y en el mantenimiento de la estabilidad
cromosdmica como son SGO1 73174 AURKB 17> y MAD1 76,

En cuanto a SGO1, se han descrito 13 variantes de splicing de SGO1 siendo SGO
Al, B1 y C2 las mds estudiadas. Entre ellas difieren principalmente en el
procesamiento del exéon 6 o 9, que determina la localizacion centromérica o
centrosémica de la proteina 177178, SGO1A1 y B1 con localizacién en la regién
centromérica son deficientes en el exén 9, SGO1B1 carece ademas de una parte del
exon 6 177, SGO1C2, también denominada sSGO1, es deficiente en el exén 6 y se
localiza en el centrosoma 718, Se ha demostrado que SGO1C induce mitosis
aberrantes e inestabilidad cromosdmica similar a la deplecidn de SGO1A, sugiriendo
un papel como dominante negativo 173, De acuerdo con ello y demostrando el papel
gue la inestabilidad cromosdmica juega en el proceso de hepatocarcinogénesis, la
haploinsuficiencia de Sgo1 en ratones predispone al desarrollo de HCC en respuesta
al carcindgeno azoximetano 74, Mas relevante, estos ratones desarrollan HCC
espontaneamente a los 12 meses de edad como consecuencia del acimulo de dafio
en el DNAy de la alteracién en la expresidn de oncogenes 174,

Por otro lado, se ha observado que el splicing aberrante de MAD1 genera la
isoforma MAD1p deficiente en el exdn 4, que secuestra a MAD2 en el citoplasma.
Esta retencién de MAD2 impide que ejerza su funcién en el punto de control
mitético induciendo la aneuploidia celular 76, Cabe destacar, que en este estudio
MAD1B se encuentra inducida en el 24% de los pacientes con HCC analizados 17°.

En cuanto a AURKB, en las etapas mas avanzadas de la hepatocarcinogénesis se
ha detectado una variante de splicing deficiente en el exén 6 (AURKB-Sv2) que no
presenta actividad quinasa, por lo que podria actuar como dominante negativo de
la actividad de AURKB y, asi, contribuir a la inestabilidad cromosémica ’>. De hecho,
la expresion de AURKB-Sv2 en HCC se ha asociado a una rapida recurrencia tras la
intervencidn quirdrgica y a un mal prondstico 7>,

Sin embargo, en muy pocos casos se han descrito los mecanismos moleculares
completos y las vias de sefializacién implicadas en la desregulacidn de estos eventos
de splicing asociados al HCC.
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En este sentido cabe destacar la importancia de la via de sefalizaciéon del
receptor del factor de crecimiento epidérmico (epidermal growth factor receptor,
EGFR) en las alteraciones del splicing alternativo asociadas al HCC 2, EGFR es un
receptor transmembrana sobre el que convergen multiples estimulos que forman
parte del microambiente del tumor hepatico 1798, Recientemente, se ha
caracterizado la participacion de EGFR en tres vias de sefializacién que afectan al
splicing de dos genes supresores de tumor y de un receptor de membrana que
regula sefiales mitogénicas y de supervivencia 62,

El factor de transcripcion de la familia Kriippel KFL6 es un supresor de tumores
inactivado en HCC por un mecanismo de splicing alternativo mediado por la
estimulaciéon del EGFR 84182 |3 activacién de EGFR y de la via de sefializacion
RAS/PI3K/AKT a través de la fosforilacion e inhibicién de SRSF1 genera la variante
de splicing KFL6 SV1, que codifica para una proteina truncada la cual actia como
dominante negativo de KFL6 8%, Cabe resaltar, que el factor de crecimiento del
hepatocito (hepatocyte growth factor, HGF) y su receptor (cMET) también se han
visto implicados en la desregulacidn del splicing de KFL6 y la induccion de KLF6 SV1
en el HCC, a través de PI3K/AKT y de la disminucién de las proteinas SRSF3 y
SRSF1 18, Estos datos ponen de manifiesto tanto la relevancia de los eventos de
splicing en la regulacidn de la expresién génica como el papel de las vias de
sefializacion celular.

El cambio en el patrén de expresion de las isoformas del receptor de la insulina
(insulin receptor, IR) debido al splicing alternativo de su exén 11 es un evento
caracteristico del HCC %3, La transformacion neoplasica de los hepatocitos durante
el proceso de carcinogénesis se ha relacionado con la acumulacién de la isoforma
IR-A caracteristica del higado fetal, en detrimento de la isoforma IR-B caracteristica
del higado adulto 3. La expresién de la variante de splicing IR-A ha sido asociada a
la induccidn de los factores de splicing hnRNPH, hnRNPA1 y CUGBP1 en respuesta a
la activacidn de las quinasas MEK/ERK tras la estimulacion de EGFR por sus ligandos,
incluida la anfirregulina (amphiregulin, AREG) 63,

La AREG es un factor de crecimiento con una expresion indetectable en el higado
sano, y con niveles elevados no sélo en el HCC sino también en estadios
pre-neoplasicos como la cirrosis, contribuyendo a la proliferacion, supervivencia y
transformacion de los hepatocitos 184185 Nuestro grupo ha demostrado que la
activacion del EGFR por la AREG promueve la alteraciéon del splicing alternativo del
factor de transcripcion y supresor de tumores p73 en el HCC (Figura 11) 72. p73 es
un homodlogo de p53 que a nivel transcripcional presenta funciones similares
regulando la expresidon de genes implicados en la senescencia celular, proliferacién
0 apoptosis 8¢,
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La unidn de la AREG a su receptor EGFR promueve la activacion de la quinasa
JNK1 (c-Jun N-terminal kinase 1) y la activacién del factor de transcripcion ELK-1 (ETS
domain-containing protein), resultando en la inhibicién de la expresion del factor
de splicing SLU7 172, Esta inhibicion de SLU7 impide la incorporacién del exdén 2 en
el mRNA de p73 generandose la isoforma defectiva AEx2p73, que actia como
dominante negativo tanto de p73 como de p53 72, Es importante destacar, que los
niveles de expresién de la AREG vy la isoforma AEx2p73 correlacionan de forma
directa en el higado sano, cirrético y el HCC viéndose aumentados con la progresién
de la enfermedad. Ademas, y de acuerdo con ello, la expresidon de SLU7 disminuye
en el higado cirrético y el HCC, sugiriendo un importante papel de la via AREG-SLU7-
p73 en el proceso de hepatocarinogénesis 72,
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Figura 11. Regulacion del splicing alternativo de p73 en respuesta a la anfirregulina (AREG) en el
HCC. (A) En ausencia de AREG, SLU7 regula la incorporacién del exén 2 en el mRNA de p73 dando
lugar a la proteina funcional supresor de tumor p73. (B) En el HCC, la expresidon de AREG lleva a la
activacion de EGFR desencadenando una cascada de sefializacion que conduce a la fosforilaciéon y
activacion de la quinasa JNK1 y del factor de transcripcién ELK-1. La inhibicién de la transcripcion del
factor de splicing SLU7 por P-ELK-1 promueve el splicing aberrante de p73, favoreciendo la no
incorporacion del exén 2 y generando la isoforma AEx2p73, que actiia como dominante negativo no
s6lo de p73 sino también de p53. Adaptacién de Castillo J et al. (referencia 172).
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Todos estos trabajos ponen de manifiesto la importancia del microambiente
tumoral y de las vias de sefalizacidon en la regulacién de eventos de splicing
fundamentales para el mantenimiento del transcriptoma funcional del higado sano.

3. SLU7 Y HEPATOCARCINOGENESIS

SLU7, y su homdlogo en humanos hSLU7, es un factor de splicing originalmente
descrito en levaduras esencial para la segunda reaccién catalitica del proceso de
splicing, asegurando la fidelidad en la seleccidn del sitio 3’ de splicing 7.

En cuanto a su estructura proteica, hSLU7 de aproximadamente 75 KDa, se
compone de tres dominios: una sefal de localizacién nuclear (nuclear localization
signal, NLS), un motivo zinc-knuckle y una regién rica en lisinas (Figura 12). El
dominio zinc presenta un atomo de zinc que interacciona con residuos de cisteina
(C) e histidina (H). Este motivo interacciona con el dominio NLS para formar una
Unica estructura necesaria para la entrada y el mantenimiento de hSLU7 en el
compartimento nuclear impidiendo el regreso al citoplasma por la via CRM1
(chromosomal region manteinance 1). En el extremo C-terminal, se encuentra el
dominio rico en lisinas responsable de la asociacion con los acidos nucleicos y otras
proteinas. Finalmente, la posible translocacion al citoplasma de hSLU7 por la via
CRM1 estd mediada por los cuatro dominios ricos en el leucinas #’.

Zinc
knuckle Leu3 Lys
NLS Leul Leu2 Leud

Figura 12. Estructura de la proteina de hSLU7 en humanos. La proteina de hSLU7 estd compuesta
por los siguientes dominios: sefial de localizacion nuclear (NLS), zinc-knuckle, cuatro repeticiones de
leucinas (Leu 1-4) y un dominio rico en lisinas (Lys). Adaptado de Shomron N et al. (referencia 188).

Como ya se ha mencionado, nuestro grupo de investigacion ha demostrado que
la expresion de SLU7 se encuentra significativamente reducida en el higado de los
pacientes con cirrosis y en el HCC posiblemente a través de la via AREG-EGFR 172,
Por ello, durante los ultimos afios nuestra investigacion se ha centrado en la
caracterizacion del papel de SLU7 en la fisiopatologia hepatica.
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Nuestros datos previos mostraron una induccion de la expresién de Slu7 en el
higado de ratdn tras el nacimiento 8, sugiriendo la importancia de la regulacion de
este factor de splicing para garantizar la expresidon de las variantes de splicing
especificas y necesarias de cada momento 919, En cuanto a los mecanismos
reguladores, se ha descrito que los factores de transcripcién SP1 y ELK-1 se unen al
promotor de SLU7 para asegurar este control espacio-temporal imprescindible de
su expresion. Mas concretamente, la unién de SP1 media en la activacién de la
transcripcion, mientras que la de ELK-1 promueve su inhibicion *°°, La localizacion
de SLU7 puede variar entre el nucleo y el citoplasma en respuesta a seiales de
estrés como la radiacion ultravioleta o la exposicion al calor, estando regulado este
transporte de SLU7 del nucleo al citoplasma por la via de sefializacion de las
quinasas JNK y en menor medida p38 128,

3.1. Papel de SLU7 en la diferenciacién hepatica y la hepatocarcinogénesis

El procesamiento del RNA, junto con los cambios de expresidon de factores de
transcripcion y las modificaciones epigenéticas juegan un papel fundamental en el
establecimiento del programa de expresion génica caracteristico del higado
adulto ’. La importancia del splicing alternativo en el mantenimiento del fenotipo
diferenciado del higado se evidencia por la diversidad de transcritos que se
presentan en este tejido 1°%.

La evolucion del dafo hepatico viene acompafiada por una pérdida progresiva
de las funciones hepaticas y de la expresidn de genes hepatoespecificos, que en
muchas ocasiones son reemplazados por la induccién de marcadores fetales y de
desdiferenciacién 1°271%, Muchos de estos eventos estan asociados a una alteracién
en la actividad de factores de transcripcidon hepaticos, ademas de a variaciones en
factores de splicing, tal y como se ha explicado en el apartado 2.1.y 2.2. 12014%_ Como
consecuencia del cambio en el patrén de expresion génica y de la desdiferenciacion,
los hepatocitos adquieren una capacidad de crecimiento auténomo, de evasién de
la muerte, invasion y metastasis, todas ellas caracteristicas del HCC 1°0151,

De acuerdo con ello, nuestro grupo ha demostrado que la expresion adecuada
de SLU7 es esencial para mantener el correcto patrén de expresién génica
responsable de la identidad e integridad hepdatica. De hecho, hemos observado que
la disminucién hepatoespecifica de SLU7 en el ratdn (shSLU7) resulta en la pérdida
de la expresion de genes hepatoespecificos y en la reactivaciéon de genes propios
del higado fetal y, en consecuencia, en la alteracion del metabolismo glucidico y
lipidico y en la pérdida de la quiescencia '#. En ausencia de dafio hepdtico, la
disminucion de SLU7 promueve la activacidon de genes mitogénicos de induccién
temprana como c-Myc, Egrl o Ccnd1, indicando que este factor de splicing podria
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actuar como un “guardian” de la quiescencia hepatocelular *¥°. De hecho, nuestros
datos muestran que la expresién de SLU7 se inhibe de forma transitoria a tiempos
muy cortos tras la hepatectomia partial 189, sugiriendo que esta inhibicién es
necesaria para permitir la entrada de los hepatocitos en el ciclo celular e inducir la
regeneracion.

La reduccidn de la expresion de SLU7 repercute también de forma muy clara en
la actividad gluconeogénica del higado, y promueve un cambio en el metabolismo
hepatico hacia un fenotipo glicolitico 18°. Cabe destacar que la expresidn diferencial
en las enzimas metabdlicas no sélo se establece por una desregulacién del splicing,
sino también por alteraciones a nivel transcripcional, lo que supone el reemplazo
de las isoenzimas adultas por las fetales. Asi, SLU7 es esencial para asegurar la
transcripcion de genes que participan en la gluconeogénesis en respuesta al
AMP-ciclico *¥. En particular, tras la inhibicién hepatoespecifica de SLU7 en el raton
(shSLU7) se observa la pérdida de expresién de la enzima piruvato quinasa
(L-pyruvate kinase, Lpk) especifica del higado adulto, y la inducciéon de la isoenzima
oncofetal caracteristica del musculo (pyruvate kinase m2, Pkm2). Este evento es de
gran trascendencia dado el papel relevante de PKM2 en el “efecto Warburg” o
glicolisis aerdbica caracteristica del proceso de carcinogénesis 1%,

El conjunto de estos datos pone de manifiesto el papel relevante de SLU7 en el
mantenimiento del transcriptoma hepdtico que puede estar ocurriendo a varios
niveles y a través de diferentes mecanismos. De hecho, SLU7 regula la correcta
expresion en el higado de reguladores fundamentales de la identidad hepatica,
como el factor de splicing SRSF3 y el factor de transcripciéon HNF4a (hepatocytes
nuclear factor 4a).

Tal y como hemos adelantado en el apartado 2.1., SRSF3 ha sido identificado
como un factor fundamental para mantener la diferenciacion hepatica y para la
prevencion del desarrollo de HCC 16%1¢7, De acuerdo con ello, nuestros datos
muestran que el silenciamiento hepatoespecifico de SLU7 en ratén (shSLU7) resulta
en la incorporacién aberrante del exén 4 en el mRNA de SRSF3, generandose la
isoforma SRSF3-ISO2. La incorporacion de un coddén de terminacion prematuro
(PTC) en este trascrito activa la maquinaria NMD para mediar en su degradacién
(Figura 13) ¥, Sin embargo, cabe destacar que algunos estudios han demostrado
qgue, en condiciones de estrés este transcrito aberrante puede dar lugar a una
proteina truncada (SRSF3-TR) con funciones bioldgicas distintas o incluso con una
actividad de dominante negativo de la proteina completa codificada por la isoforma
SRSF3-1SO1 1977199,
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Figura 13. Transcritos e isoformas de SRSF3. La isoforma SRSF3-ISO1, generada tras el
procesamiento del exdn 4, codifica para la proteina completa SRSF3 que contiene un dominio de
reconocimiento de RNA (RRM) y otro dominio rico en serina/arginina (S/R). Cuando se produce la
incorporacion del exon 4, se genera la isoforma SRSF3-ISO2 que incorpora un PTC que sera
reconocido por la maquinaria NMD para su degradacion.

En cuanto a HNF4a, en los ratones shSLU7 se observa cambio en el uso de su
promotor reemplazandose la activacién del promotor P1 caracteristico del higado
adulto por la expresién a partir del promotor P2 !, Este promotor P2 es
caracteristico de las etapas fetales del hepatocito y se reactiva en el HCC,

habiéndose correlacionado con un mal prondstico de los pacientes 200201,

Todos estos resultados demuestran que SLU7 es fundamental para definir y
mantener el fenotipo maduro y quiescente del higado. Por ello, la pérdida de su

172 contribuiria a la

expresion observada en los estadios pre-neoplasicos
des-diferenciacion y pérdida de funcién del higado asi como a la induccién de la

proliferacion, todo ello favoreciendo el proceso de transformacién maligna 8.
3.2. SLU7 y supervivencia de células transformadas

Como hemos mencionado en el apartado anterior, el proceso de
hepatocarcinogénesis estd acompanado por una marcada disminucién de la
expresion de SLU7 72 sin llegar a la pérdida completa de sus niveles en las células
de HCC. Es mas, nuestros datos demuestran que esta expresién remanente de SLU7
es imprescindible para la supervivencia de las células de HCC 2°2, Ademads, hemos
demostrado que SLU7 no es solo un factor de supervivencia para las células de HCC,
sino también para otros tipos de células tumorales 2°2. Asi, el silenciamiento de la
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expresion de SLU7 en estas células transformadas induce su muerte por apoptosis,
precedida por la induccién de estrés oxidativo, dafio en el DNA y autofagia 2°2.

Es importante sefalar, que el silenciamiento de SLU7 no repercute en la
viabilidad de los hepatocitos primarios no transformados o de la linea celular bien
diferenciada y no tumorigénica HepaRG 2%,

En cuanto a los mecanismos moleculares implicados, hemos demostrado que
este efecto del silenciamiento de SLU7 en la viabilidad de las células transformadas
estd estrechamente relacionado con la expresién del cluster oncogénico
miR17-92 202, Este clUster pertenece a una de las familias de microRNAs (small non-
coding RNA) mejor caracterizadas por su reconocida participacion en la
tumorigénesis de multiples tumores hematoldgicos y tumores sdlidos, incluyendo
el hepético 203297,

En concreto, el clister miR17-92 se encuentra localizado en el intrén 3 del
transcrito C13orf25 (human chromosome 13 open reading frame 25) y codifica para
seis microRNAs maduros: miR-17, miR-18, miR-19a, miR-19b, miR-20a y miR-92a 2%,
En nuestro grupo de investigacidn, se ha demostrado que SLU7 se une directamente
al mRNA C13orf25 para favorecer la expresidn del transcrito B el cual, al incluir el
intrén 3, codifica para los microRNAs del clister miR17-92 (Figura 14) 2°2. De esta
forma, el silenciamiento de la expresidon de SLU7 en las células transformadas se
acomparia de la disminucion de la expresion del cldster y, como consecuencia, de la
induccion de la expresidn de genes diana, como el inhibidor del ciclo celular P21y
el gen pro-apoptdtico BIM 292, Asi, la expresidon de P21 y BIM podria contribuir a la
muerte por apoptosis inducida al silenciar SLU7, que de hecho es revertida por
miR-17 202,

SLU7
c13orf25 QIR (e @EN mirarssz @SN
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de tumores |_ miR17-92 | Oncogenes

Figura 14. SLU7 regula la expresion del clister de microRNAs miR17-92. El cldster miR17-92 se
encuentra incluido en el intrén 3 del locus C130rf25. La unidn directa de SLU7 promueve la retencion
de los intrones 2 y 3 y la generacion del transcrito B. A partir de este transcrito se generan los
microRNAs del clidster miR17-92 que inhiben la expresidon de genes supresores de tumores y
promueven la de oncogenes.
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En resumen, queda patente la dualidad del papel de SLU7 en la fisiopatologia
hepatica. Por un lado, la relevancia de su expresidon en el higado sano para
garantizar el fenotipo diferenciado y quiescente de los hepatocitos y asegurar, a su
vez, su funcién metabdlica. Todas estas caracteristicas son necesarias para prevenir
la transformacién celular y el inicio de la hepatocarcinogénesis 8%, Por otro lado, la
expresion de SLU7 en las células de HCC y las células tumorales de otros origenes es
fundamental para mantener su viabilidad, sugiriendo que SLU7 podria representar
una nueva diana terapéutica para el tratamiento del cancer.
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Hipdtesis y objetivos

HIPOTESIS

La hepatocarcinogénesis es un proceso complejo y largo en el tiempo que se
desarrolla en un ambiente de inflamacidn y dafo crénicos. El estrés oxidativo, las
citoquinas, los factores de crecimiento y ciertos metabolitos favorecen la
des-diferenciacién de los hepatocitos y la activacion de una respuesta reparadora
y proliferativa, que mantenidas en el tiempo promueven la inestabilidad gendmica
y la transformacién neoplasica de los hepatocitos.

Nuestro grupo ha demostrado que la disminucién de la expresién del factor de
splicing SLU7 durante la progresién de la patologia hepatica puede participar en la
induccion del fenotipo des-diferenciado de los hepatocitos y, como consecuencia,
en la pérdida de funcién del d6rgano y en el aumento de su capacidad de
proliferacién, ambos fendmenos asociados con el proceso de
hepatocarcinogénesis.

Sin embargo, SLU7 es fundamental para la supervivencia de las células de
hepatocarcinoma (HCC). De acuerdo con ello, su inhibicion en las células de HCCy
otras lineas tumorales de distintos origenes desencadena su muerte por apoptosis,
asociada a un aumento del estrés oxidativo y dafio en el DNA.

La preservacion de la integridad del genoma es esencial para la homeostasis
celular, su funcionalidad y, en uUltima instancia, para la supervivencia del individuo.
Recientemente, se ha demostrado que alteraciones en la expresion de proteinas
de unién al RNA son origen de inestabilidad gendmica asociada a la transcripcion
(TAGIN), lo cual supone una fuente importante de errores en el metabolismo del
DNA que comprometen la integridad gendmica y pueden conducir al desarrollo de
cancer.

Por ello, nuestra hipdtesis de trabajo es que la inhibicién de la expresion de SLU7
durante el daifo hepatico crénico puede contribuir, a través de eventos de splicing
o por lainduccién de TAGIN al proceso de hepatocarcinogénesis. En el contexto de
las células de HCC que presentan una alta tasa de proliferacién, la TAGIN inducida
podria explicar la induccidon de apoptosis como consecuencia del estrés replicativo.
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OBIJETIVOS

1. Caracterizar el papel diferencial de SLU7 en la supervivencia de las células
transformadas frente a las no transformadas.

1.1. Estudiar el papel de SLU7 en la progresion del ciclo celular.

1.2. Estudiar el papel de SLU7 en la induccion de dafio en el DNA asociado a las
alteraciones en la transcripcién (TAGIN).

2. Estudiar el papel de SLU7 en el mantenimiento de la estabilidad gendmica y los
mecanismos moleculares implicados.
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1. MUESTRAS DE HIGADOS HUMANOS

Las muestras de los higados humanos fueron obtenidas a través del Biobanco de
la Universidad de Navarra (Pamplona, Espaia) y fueron procesadas de acuerdo con
los procedimientos aprobados por el Comité de Etica de la Investigacién (CEl
47/2015). Las muestras de higado cirrético y de hepatocarcinoma (HCC) se
obtuvieron de pacientes sometidos a hepatectomia parcial o trasplante hepatico.
Mientras que las muestras de higado sano se obtuvieron de pacientes con tumores
digestivos o sometidos a biopsias percutdneas de higados sanos o con cambios
minimos.

Las muestras se mantuvieron congeladas a -80°C tras su obtencién para el
posterior procesamiento.

2. LINEAS CELULARES

La linea de hepatoma humano bien diferenciado HepaRG se obtuvo de Biopredic
(Rennes, Francia) y se mantuvo en cultivo en medio Williams’ Medium E con
glutamina y suplementado con 7,5% de suero fetal bovino (fetal bovine serum, FBS),
1% de glutamina/penicilina/estreptomicina (glutamine/penicillin/streptomycin,
GPS), 5 ug/ml de insulina y 50 uM de hidrocortisona.

Los hepatocitos humanos (human hepatocytes, HumHep) se obtuvieron de
biopsias de higado de pacientes con tumores no hepaticos y se cultivaron de
acuerdo con el protocolo ya descrito 2%,

Las lineas celulares de hepatocarcinoma humano PLC/PRF/5 y HepG2, asi como
la linea celular de carcinoma cervical humano, Hela, fueron obtenidas de American
Type Culture Collection (ATCC) y mantenidas en cultivo en medio Dubelcco’s
modified Eagle’s medium (DMEM) suplementado con 10% FBS y 1% GPS.

La linea celular de cancer de pulmdén H358 obtenida de la ATCC se mantuvo en
cultivo en medio Rosswell Park Memorial Institute (RPMI) suplementado con 10%
FBS y 1% GPS.

Por otro lado, para la produccién de los virus adenoasociados (adeno-associated
virus, AAV) se utilizaron las células procedentes de rifidn embrionario humano

HEK-293, que se cultivaron en DMEM con 10% FBS y 1% GPS.

Los medios de cultivo, la tripsina, el FBS, los antibidticos y la insulina utilizados
en el cultivo celular proceden de Gibco (Waltham, MA, EEUU). El tampdn fosfato
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salino de Dulbecco (Dulbecco's phosphate-buffered saline, DPBS) es de Gibco. El
material de cultivo utilizado (placas, pipetas, rascadores y Falcons) se adquierieron
de Costar/Corning (Corning, NY, EEUU) y Sarstedt (Newton, NC, EEUU).

3. MATERIAL Y REACTIVOS GENERALES

Los reactivos quimicos mencionados a lo largo de la presente tesis (sales, acidos,
tampones, etc.) son de grado analitico y fueron suministrados por Sigma-Aldrich
(Darmstadt, Alemania), Calbiochem (Darmstadt, Alemania), GE Healthcare
(Pittsburgh, PA, EEUU), Meck (Darmstadt, Alemania) y Scharlau (Barcelona, Espaiia).

En cuanto a los reactivos para la electroforesis de proteinas, asi como los
marcadores moleculares de proteinas preteiiidos son de BioRad (Hercules, CA,
EEUU).

4. ANTICUERPOS
Los anticuerpos utilizados se detallan en la tabla 1 del anexo 1.

Se obtuvieron de las siguientes casas comerciales: Cell Signaling (Leiden, Paises
Bajos), Bethyl Laboratories (Montgomery, TX, EEUU), Sigma-Aldrich, Novus
(Centennial, CO, EEUU), Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, EEUU), MBL
(Woburn, MA, EEUU), Santa Cruz (Dallas, TX, EEUU), Milipore (Darmstadt,
Alemania), Invitrogene (Waltham, MA, EEUU) y BD Biosciences (San José, CA, EEUU).

5. TRANSFECCION TRANSITORIA DE CELULAS

5.1. siRNAs

Para el silenciamiento de las lineas celulares humanas, se utilizé como reactivo
de transfeccion Lipofectamina RNAiMax (Invitrogen) y siRNAs sintetizados por
Sigma-Aldrich. El siRNA control se denomina siGL (CGTACGCGGAATACTTCGA),
mientras que los siRNAs para SLU7 se denominan siSLU7-1 (GGATGAAGATAAAT
ATGCA) vy siSLU7-2 (GAATCCAGATGAAGTGAGT). Los experimentos presentes en
este trabajo se realizaron utilizando el siSLU7-2 denominado siSLU7. El siSLU7-1 se
utilizé para corroborar la especificidad de los resultados obtenidos en las células
silenciadas con el siSLU7-2. Los siRNAs para SRSF3 se denominan siSRSF3
(GAGUGGAACUGUCGAAUGG), que silencia la expresion de las dos isoformas
estudiadas (SRSF3-ISO1 y SRSF3-1SO2), y silSO2 (UCAACUAGCCCUUUCAGCGU
CAUGU) %8, que silencia especificamente la expresion de la isoforma que incluye el
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exon 4 (SRSF3-1SO2). El siRNA para WAPL se denomina siWAPL (CGGACUACCCUUA
GCACAA) 210,

Se sembraron 150.000 células PLC/PRF/5 y Hela, 275.000 células HepG2 y H358
y 175.000 células HepaRG por pocillo en placas de 6 pocillos en los correspondientes
medios de cultivo mencionados en el apartado de lineas celulares.

Al dia siguiente, se transfectaron con los oligonucleétidos siRNA especificos para
cada ensayo y con el siRNA control (siGL) a una concentracion de 75 nM en las
transfecciones individuales, 50 nM en las co-transfecciones de siRNAs y 75 nM de
siRNA y 100 nM de microRNA en las dobles transfecciones con microRNA. El medio
de transfeccién utilizado fue Opti-MEM (Gibco) al 10% FBS vy sin antibiéticos.

Las células se utilizaron en diferentes ensayos y se recogieron a las 48 o0 72 horas
de la transfeccion.

5.2. Plasmidos

Todos los vectores de expresidn utilizados se produjeron transformando
bacterias competentes E.coli y creciéndolas en LB Broth (Sigma-Aldrich) en
condiciones estériles y a 37°C en agitacion durante toda la noche. Los plasmidos se
purificaron mediante Endofree Plasmid Maxi Kit de Qiagen (Hilden, Alemania). La
concentracion de los plasmidos se cuantific6 en el espectofotdmetro
NanoDrop ND-1000 (Thermo Fisher Scientific).

Las transfecciones de los distintos plasmidos utilizados se realizaron con
1,8 pg/pocillo del plasmido en estudio o el correspondiente plasmido control
utilizando el reactivo de transfeccién Lipofectamine 2000 (Invitrogen). A las 48
horas de la transfeccidn, se recogieron las células para continuar con el andlisis
correspondiente especificado en el apartado de resultados.

Para el estudio del papel de SRSF3-ISO2 se generaron tres construcciones de
sobreexpresion en el vector comercial pcDNA3 (Invitrogen). El inserto clonado en
los tres plasmidos incluye la secuencia del gen de SRSF3 desde el exdn 1 hasta el
exon 4, diferencidandose entre ellas en el tamano del fragmento del exdn 4 clonado.
Los plasmidos se denominaron de la siguiente manera: pcDNA-SRSF3-ISO2 Exon4
(incluye la secuencia completa del exén 4), pcDNA-SRSF3-ISO2 Stop (incluye hasta
el conddn de terminacion prematuro (PTC) del exdn 4) y, finalmente, pcDNA-SRSF3-
ISO2 V5 (incluye la secuencia V5 fusionada al PTC). Como control se utilizo el
plasmido vacio pcDNA3.

63



64

Material y métodos

En los ensayos de deteccién de R-Loops por inmunofluorescencia, se
transfectaron las células con el plasmido de sobreexpresién de la enzima RNasa H1
(RNH1) cedido por el Dr. A. Aguilera (Sevilla, Espafia).

Para estudiar la presencia de secuencias de reconocimiento del miR-17 en el
exon 4 de SRSF3-ISO2 y medir su actividad, se disefiaron dos construcciones de
plasmidos reporteros de luciferasa clonando en el vector pMIR-REPORTER
luciferase plasmid (Ambion) la secuencia del exén 4 de SRSF3 (pEXON4), que
contiene el posible sitio de uniéon de miR-17 (5’-AUUAGCCAGUCAACUAGCCCU
UUC-3’) y la misma secuencia con tres nucleétidos mutados (pEXON4Mut)
(5’-AUUAGCCAGUCAACUAGACAGUUC-3’) como control negativo. La mutagénesis
dirigida se realizé mediante el kit QuickChange Il Site-Directed Mutagenesis Kit de
Stratagene (San Diego, CA, EEUU) siguiendo las indicaciones del fabricante. A las 48
horas de la transfeccion, se recogieron las células para analizar la actividad
luciferasa mediante el kit Dual-Luciferase Reporter Assay System de Promega en el
lumindmetro Orion microplate luminometer (Berthold, Bad Wildbad, Alemania).

6. EXTRACCION DE RNA Y RETROTRANSCRIPCION
6.1. Extraccion de RNA

El RNA total de las células como el de tejido se aisld siguiendo el protocolo de
LEV Simply RNA Cells and Tissue kit en el equipo Maxwell 16 de Promega (Madison,
WI, EEUU) el cual incluye el tratamiento con DNasa (desoxirribonucleasa) para
eliminar los posibles restos de DNA gendmico (genomic DNA, gDNA). Brevemente,
el pellet celular o las muestras de tejido congelado se homogenizaron con 200 ul de
tampodn de homogeneizacién (Promega) y se afiadieron 200 ul de tampdn de lisis
(Promega). Cada muestra se cargd en el cartucho correspondiente para la
extraccion automatizada del RNA.

La concentracién y calidad del RNA se evaluo mediante la lectura de la
absorbancia a 260 y 280 nm en el espectofotometro NanoDrop ND-1000.

6.2. Retrotranscripcion

Partiendo de 1 pug de RNA, se realizé un tratamiento de DNasa | (Invitrogen)
adicional al realizado en el sistema de extraccion de Promega para eliminar el
posible gDNA presente en la muestra. A continuacién, se procedid a la
retrotranscripcidon (reverse transcription, RT) del RNA a DNA complementario
(complementary DNA, cDNA) durante 1 hora a 37°C con una mezcla que contiene
tampon 5X (50 mM Tris-HCl pH 8.3, 75 mM KCl y 3 mM MgCl,), 10 ng/ul cebadores
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aleatorios (random primers), 0,5 mM de cada uno de los desoxinucledsidos
trifosfato (deoxynucleoside triphosphates, dNTPs), 5 mM ditiotreitol (DTT), 1,2 U/pl
inhibidor de RNasa (RNase OUT) y 6 U/ul de la enzima transcriptasa inversa M-MLV.
Todos los reactivos son de Invitrogen excepto los cebadores aleatorios y los
nucléotidos que son de Roche Diagnostics (Mannheim, Alemania).

7. PCR CONVENCIONALY PCR A TIEMPO REAL

7.1. PCR convencional

Para analizar el efecto del silenciamiento de la expresidon de SLU7 en el splicing
alternativo de los distintos genes analizados, se realizaron reacciones en cadena de
la polimerasa (polymerase chain reaction, PCR) con parejas de cebadores que
hibridan en diferentes exones o intrones, permitiéndonos analizar la expresion de
cada isoforma de splicing por las diferencias en el tamafo entre los fragmentos
amplificados.

Las condiciones generales de las reacciones fueron las siguientes, variando para
cada gen la temperatura de hibridacion y numero de ciclos realizados. Los
cebadores utilizados se detallan en la tabla 2 del anexo 2.

Desnaturalizacion inicial 95°C 15 min

Desnaturalizacién en cada ciclo | 95°C 30 seg

Hibridacion XeC 30 seg 30-40 ciclos
Extension 72°C 30 seg
Extension final 72°C 10 min

Los fragmentos amplificados se separaron segln su tamano en un gel de agarosa
(Laboratorios Conda, Madrid, Espafia) al 2% tefido con el intercalante de DNA SYBR
Safe DNA gel stain (Invitrogen) y se utilizd el marcador de peso molecular Tracklt
100 bp DNA Ladder (Invitrogen).

Todos los productos de PCR fueron secuenciados en la Unidad de Gendmica de

CIMA LAB Diagnostic (Pamplona, Espafia) para comprobar que el patrén de bandas
obtenido correspondia a las variantes de splicing descritas en cada gen.
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7.2. PCR a tiempo real

Las diferencias de expresidn génica se analizaron mediante PCR a tiempo real en
el termociclador CFX-96 Real-Time System de BioRad. Para las reacciones, se utilizé
el reactivo iQ SYBR Green Supermix de la misma casa comercial. La especificidad de

los productos amplificados se verificd mediante el analisis de la curva de disociaciéon
o melting. Asi pues, para asegurar en cada PCR la especificidad de la cuantificacion,
en cada ciclo se midié la emisidn de fluorescencia a la temperatura mas alta posible
antes del inicio de la curva de disociacion del producto especifico.

La cuantificacion de la expresion de los mRNA de estudio se calculé utilizando
como gen de control de la expresién constitutiva el de la proteina ribosomal RPLPO

(36B4), empleando la siguiente férmula:

2ACT=2(CT RPLPO — CT gen de estudio)

Las condiciones generales de reaccion fueron las siguientes, variando para cada
gen de estudio la temperatura de hibridacidén y de lectura de la fluorescencia. Los
cebadores utilizados se detallan en la tabla 2 del anexo 2:

Desnaturalizacion inicial 95°C 3 min
Desnaturalizacién en cada ciclo 95°C 30 seg
Hibridacién X°C 15 seg
Extension 72°C 25 seg
Lectura YeC 10 seg

Curva de melting

De 70°C a 99.5°C en
intervalos de 0,5°C (60x)

45 ciclos
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8. INMUNODETECCION DE PROTEINAS (WESTERN BLOT)

8.1. Extraccidn de proteinas

Para la extraccion de proteinas de células, se resuspendid el pellet celular
previamente lavado en un volumen de RIPA acorde a la concentracién de células en
cada muestra (45-80 pl) (150 mM NaCl, 50 mM Tris pH 7,5, 0,1% SDS, 1% Tritén
X-100, 0,5% deoxicolato sddico) conteniendo una mezcla de inhibidores de
fosfatasas (1 mM ortovanadato sédico, 10 mM fluoruro sddico y B-glucerofosfato,
de Sigma-Aldrich) y un céctel de inhibidores de proteasas de Roche. Las muestras
se sonicaron durante 30 segundos a alta intensidad en el sonicador o biorruptor de
Diagenode (Liége, Bélgica) y se centrifugaron durante 15 minutos a 13000 rpm a
4°C. Finalmente, se recogieron los sobrenadantes para la posterior cuantificacién
de la concentracidon de proteinas mediante el método de Biuret (kit de acido
bicinconinico (bicinchoninic acid, BCA) de Sigma-Aldrich) respecto de una curva
estandar de seroalbumina bovina (bovine serum albumin, BSA).

Para la deteccidn de las proteinas truncadas de SRSF3, se resuspendié el pellet
celular en un tampdn menos restringente (20 mM Tris-HCl pH 8, 137 mM NaCl, 1%
NP-40, 2 mM EDTA) vy, tras la incubacién en rotacién de 30 minutos a 4°C, se
centrifugaron las muestras durante 1 minuto a 13000 rpm a 4°C. La concentracion
proteica se determind mediante el método de Biuret.

La extracciéon de proteinas de tejido hepatico se realizé a partir de
aproximadamente 50 mg de higado homogeneizado en tampdn de urea (7 M urea,
1,97 M tiourea, 65 nM CHAPS, 6 mg/ml DTT). El homogeneizado se ultracentrifugd
(ultracentrifuga Optima TLX Ultracentrifuge de Beckman) durante 45 minutos a
75000 rpm y a 4°C. Tras la centrifugacion, se recogié el sobrenadante y se cuantificd
mediante el método de Bradford (BioRad) respecto a una curva de BSA.

En todos los casos los lisados proteicos se guardaron a -80°C.
8.2. Electroforesis y Western blot
Las muestras se prepararon con 15-30 ug de proteina (dependiendo de la
proteina a detectar), tampon de carga (50 mM Tris pH 6,8, 100 mM
B-mercaptoetanol, 2% SDS, 10% glicerol, 0,01% azul de bromofenol) y RIPA o urea

para igualar los volumenes de carga.

Las proteinas se separaron mediante electroforesis en geles discontinuos de
poliacrilamida (gel de apilamiento al 7,5% y geles de separacion del 7,5% al 12% de
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poliacrilamida segun el tamafio de las proteinas) en condiciones desnaturalizantes
(SDS-PAGE) en un buffer compuesto por 25 mM Tris, 192 mM glicina y 0,1% SDS. La
electroforesis se realizd a 100 V en el gel de apilamiento y a 120 V una vez que el
frente alcanzad el gel de separacién.

A continuaciodn, se transfirieron las proteinas a una membrana de nitrocelulosa
de Amersham Protran (GE Healthcare) en un buffer compuesto por 25 mM Tris, 192
mM glicina y 20% metanol a un voltaje constante de 120 V durante 30-45 minutos
dependiendo del tamafio de la proteina. En la deteccién de las proteinas truncadas
de SRSF3 se utiliz6 una membrana de PVDF de Immobilon-P Transfer (Milipore)
previamente activada con metanol.

8.3. Inmunodeteccion

Tras la transferencia, se procedié a 1 hora de bloqueo de la membrana a
temperatura ambiente en TBST (25 mM Tris pH 7,5, 200 mM NacCl (TBS), 0,1%
Tween) al 5% de leche, para la deteccion de proteinas no fosforiladas, o BSA, para
la deteccidon de proteinas fosforiladas. A continuacidn, se incubd en agitacion
durante toda la noche a 4°C con el correspondiente anticuerpo primario diluido en
TBST al 5% de leche o0 BSA a la concentracién indicada por el proveedor. A la mafiana
siguiente, se incubd con el anticuerpo secundario a una diluciéon 1/6000 en TBST al
5% de leche o BSA durante 1 hora a temperatura ambiente.

El revelado de las membranas se realizé con el kit de quimioluminiscencia
Western Lightning-ECL de Perkin Elmer Inc. (Waltham, MA, EEUU) siguiendo las
indicaciones del fabricante y utilizando las peliculas de Amersham Hyperfilm ECL.

9. CITOMETRIA DE FLUJO

Se analizo el efecto del silenciamiento de la expresidon de SLU7 en la progresion
del ciclo celular en las lineas celulares transformadas PLC/PRF/5, HepG2, Hela y
H358 y en las células hepdticas HepaRG y HumHep. Ademads, en la linea celular
PLC/PRF/5 se analizé el efecto de la co-transfeccidn de siSLU7 con silSO2 o miR-17
y en las lineas celulares HelLa y H358 se estudio el efecto de la co-transfeccién de
siSLU7 con miR-17.

En todas las condiciones de estudio, a las 48 horas del silenciamiento se
recogieron las células en un tubo especial para citometria de flujo (BD Biosciences)
para posteriormente fijarlas con 50 pl de paraformaldehido al 4% durante 15
minutos a temperatura ambiente y protegidas de la luz. Pasado el tiempo de
fijacion, se lavaron las células con 750 pl de DPBS al 1% de BSA y se permeabilizaron
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con 100 ul de saponina durante 15 minutos a temperatura ambiente Finalmente, el
DNA de las células se tifidé con el colorante FxCycle Violet Stain (Invitrogen) diluido
en saponina al 1% de BSA.

El analisis del ciclo celular se realiz6 mediante citometria de flujo usando el
citémetro de flujo FACS (fluorescence-activated cell sorting) Calibur (BD Bioscience).

En los ensayos indicados, se sincronizaron las células PLC/PRF/5 en la fase de
mitosis del ciclo celular tras el tratamiento durante toda la noche con 100 ng/ml de
nocodazol (Sigma-Aldrich), agente inhibidor de la progresién de la mitosis. A la
mafiana siguiente, se elimind el agente del medio y se incubaron con DMEM al 5%
FBS favoreciendo la progresion de las células en mitosis. Para analizar la progresiéon
en el ciclo celular a lo largo del cultivo, se fueron recogiendo las células a distintos
tiempos (0, 2, 6 y 10 h) siguiendo el protocolo para citometria de flujo descrito
anteriormente.

10. EXTENSION DE CROMOSOMAS

El analisis de la cohesién entre las cromatidas hermanas durante la mitosis se
realizdé mediante preparaciones de extensiones de cromosomas. Para ello, se
transfectaron las células PLC/PRF/5 o Hela con siGL (control), siSLU7, siSLU7 y
silSO2, o siSLU7 y miR-17. A las 48 horas del silenciamiento, se trataron las células
durante 3 horas con 100 ng/ml de nocodazol. Tras el tratamiento, se colocaron las
placas de cultivo celular en agitacion leve, de esta manera se favorece que las
células en su mayoria paradas en mitosis se despeguen. Se recogié el medio de
cultivo con las células y se pasé a un tubo Falcon limpio.

Para la preparacién de las extensiones de cromosoma es necesario inducir un
choque hipoténico a las células para romper las membranas y extraer los
cromosomas. Para ello, se afiadieron 5 ml 0,075 M KCI previamente atemperado a
37°C. Se incubaron las células con esta solucién durante 20 minutos a 37°Cy, pasado
el tiempo, se fijaron las células durante 15 minutos con tampdén de Carnoy
(metanol:acido acético glacial (3:1)). Tras la fijacion y lavado, se diluyé la muestra
en el tampdén Carnoy.

Finalmente, se depositaron 10 pl de muestra sobre cada porta objetos
lanzandola a una distancia de 30-40 cm de altura para facilitar la separacion de los
cromosomas. Se dejaron secando las preparaciones para posteriormente tefiir los
cromosomas con solucién Giemsa (Merck-Millipore). Se deshidrataron las muestras
incubandolas primero en acetona, seguido de xilol:acetona (1:1) y, finalmente, en
xilol. Para la visualizacion de las preparaciones, se utilizé el medio de montaje DPX
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(VWR BDH Prolabo) y se analizaron mediante el microscopio automatizado Zeis Axio
Imager. Para la correcta visualizacidon de las extensiones de cromosomas se requirié
la utilizacidn del objetivo de 60X o 100X, con la ayuda de aceite de inmersion (Nikon,
Tokio, Japon).

11. INMUNOFLUORESCENCIA

El analisis de las mitosis por inmunofluorescencia se realizé mediante el marcaje
del huso acromdtico (a-tubulina), DNA (4’,6-diamidino-2-phenylindole, DAPI) y
SLU7. En los experimentos especificados, a las 36 horas del silenciamiento se
sincronizaron las células en la fase de mitosis mediante el tratamiento durante toda
la noche con 100 ng/ml de nocodazol. A la mafana siguiente, se elimind el
tratamiento de nocodazol y se incubaron las células durante 2 horas para revertir la
parada en el ciclo celular y favorecer la progresién en la mitosis.

Tras las 2 horas de incubacidn, se fijaron las células con paraformaldehido al 4%
durante 10 minutos y tras varios lavados, se afiadieron 500 pl de 50 mM NH4Cl para
bloquear la autofluorescencia. El bloqueo se realiz6 con 500 pl de tampdn
Superblocking Blocking Buffer en DPBS (Thermo Fisher Scientific) durante 1 hora a
temperatura ambiente y protegido de la luz.

La inmunofluorescencia se realizd marcando con el anticuerpo primario
anti-a-tubulina (Sigma-Aldrich, diluciéon 1/2000 en DPBS al 1% BSA) para analizar las
figuras metafasicas en las células silenciadas sin sincronizar o en combinacién con
el anticuerpo anti-SLU7 (Novus Biological, dilucién 1/100 en DPBS al 1% BSA) en las
células sincronizadas. En ambas inmunofluorescencias, el marcaje del DNA se
realizd6 con DAPI incorporado en el medio de montaje final. Se incubd con el
anticuerpo primario durante toda la noche a 4°C.

A la mafana siguiente, se eliminé el exceso de anticuerpo primario y se incubd
con el correspondiente anticuerpo secundario marcado con un fluorocromo a una
dilucion 1/1000 en DPBS al 1% de BSA durante una hora a temperatura ambiente y
protegido de la luz. Los anticuerpos secundarios utilizados fueron los siguientes:
DKaMo594 (Thermo Fisher Scientific) para el marcaje de a-tubulina, DKaRb488
(Thermo Fisher Scientific) para el marcaje de SLU7.

Para el montaje de la preparacion se utilizé el medio de montaje Vectashield
(Vector Laboratories, Burlingame, CA, EEUU). Finalmente, las imagenes se tomaron
mediante el microscopio automatizado Zeis Axio Imager.M1.
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12. DETECCION DE R-LOOPS

12.1. Inmunofluorescencia de $9.6 y RPA32-pS33

La deteccion de R-loops mediante inmunofluorescencia se realizd en las células
PLC/PRF/5, Hela o HepaRG transfectadas en las distintas condiciones especificadas
en el apartado de resultados. La transfeccidn con el plasmido de sobreexpresion de
la enzima RNasa H1 se utilizé como control en la deteccién de R-loops inducidos tras
el silenciamiento de SLU7 (siSLU7). A las 48 horas de las transfecciones, se fijaron 'y
permeabilizaron las células con metanol frio (previamente enfriado a -20°C) durante
15 minutos. Los pasos siguientes se realizaron de acuerdo con lo descrito en el
apartado 11.

La inmunofluorescencia se realizé marcando con el anticuerpo primario S9.6
(Milipore, dilucién 1/250 en DPBS al 1% BSA), con el anticuerpo primario
anti-P-Ser33-RPA32 (Bethyl Laboratories, dilucién 1/3000 en DPBS al 1% BSA) o con
una combinacién de ambos. La incubacién se llevd a cabo durante toda la noche a
4°C.

Los anticuerpos secundarios utilizados fueron los siguientes: DKaMo594
(Thermo Fisher Scientific) para el marcaje sélo del anticuerpo S9.6 y DKaMo488 con
DKaRb594 (Thermo Fisher Scientific) para el marcaje combinado de S9.6 vy
RPA32-pS33 respectivamente.

Finalmente, se montd la preparacién en el medio de montaje Vectashield. Las
imagenes se tomaron mediante el microscopio automatizado Zeis Axio Imager.M1
y, posteriormente, fueron analizadas mediante el programa Image), utilizando el
marcaje de DAPI para generar una mascara para los nucleos y cuantificar la seial
del anticuerpo S9.6 o RPA-pS33.

12.2.Slot blot
Se silencid la expresién de SLU7 en las PLC/PRF/5 y Hela con el siRNA especifico
en las condiciones de transfeccidn detalladas en el apartado 5.1. A las 48 horas del
silenciamiento, se recogieron las células para la extracciéon del gDNA.
12.2.1.Extraccion de DNA gendémico
La extraccion del gDNA se realizé siguiendo el protocolo de LEV Blood DNA kit en

el equipo Maxwell 16 de Promega. Brevemente, el pellet celular se diluyd en 300 pl
de DPBS y se afiadieron 30 ul de proteinasa K (Promega) y 300 ul de tampdn de lisis
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(Promega). Se incubaron las muestras durante 20 minutos a 56°C y cada una se
cargé en el cartucho correspondiente para la extraccidon automatizada del gDNA.

La concentracién y calidad del DNA se evalué mediante en el espectofotémetro
NanoDrop ND-1000.

12.2.2. Tratamiento con RNasa A y RNasa H1

Para eliminar el posible RNA presente en la muestra tras la extraccion del gDNA,
se trataron 5 pug de gDNA de cada condicion con 1 mg/ml de RNasa A (Roche) en un
volumen final de 18 pl durante 30 minutos a 37°C, seguido de la inactivacién
enzimatica a 65°C durante 15 minutos. Para la resolucién de los hibridos RNA:DNA,
como control se tratd la mitad de la muestra (2,5 pug de gDNA) con 1 U/ug de
RNasa H1 (New England Biolabs, Ipswich, MA, EEUU) durante 30 minutos a 37°C,
seguido de la inactivacién enzimdtica a 65°C durante 15 minutos.

12.2.3.Slot blot

El gDNA se hibridé en una membrana de nylon (Nytran Super Charge, Scleicher
& Schuelle, EEUU), previamente equilibrada con el tampdn citrato al 6X (Solucién
stock al 20X: 3 M NaCl y 300 nM NaszCeHsO7 pH 7.0). El gDNA se transfirid a la
membrana por absorbancia utilizando el aparato 96-well Bio-Dot (BioRad)
conectado a una bomba de vacio. Tras la transferencia, se fijo el gDNA en la
membrana mediante luz ultravioleta durante 30 segundos a 1200 J v,
posteriormente, se secé durante 2 horas a 80°C utilizando el aparato Gel Dryer
Model 583 (BioRad) conectado a una bomba de vacio. La membrana se bloqueé a
temperatura ambiente en TBST al 5% de leche y se incubd con el anticuerpo
primario $9.6 (1/1000) durante toda la noche a 4°C.

12.2.4.Inmunodeteccion

La inmunodeteccién se realizé siguiendo el protocolo de inmunodeteccién
descrito en el apartado 8.3.

12.3. Deteccion de huellas tras tratamiento con bisulfito

Se estudié la presencia de R-Loops en la region 3’-UTR del gen de la B-actina 2!
en gDNA no desnaturalizado y tratado con bisulfito mediante una modificacién de
la técnica de deteccidn de huellas 222 y PCR anidada.
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Para la deteccidn de los R-loops mediante esta técnica, se transfectaron células
PLC/PRF/5 con siGL (control) o siSLU7 por duplicado. A las 48 horas del
silenciamiento, se recogieron y se extrajo el gDNA siguiendo el protocolo descrito
en el apartado 12.2.1. La pureza del DNA y su concentracion se determiné mediante
el espectofotémetro NanoDrop ND-1000.

Como control en la especificidad de deteccidn de R-loops, se trataron triplicados
de 1,7 ug de DNA por condicién (en total 5,1 ug de DNA por condicién) con 5 U/ul
de RNasa H1 (New England Biolabs) durante 30 minutos a 37°C, seguido de la
inactivacion enzimatica a 65°C durante 15 minutos. Mientras tanto, se prepararon
triplicados de 1,7 ug de DNA por cada condicién de estudio en un volumen final de
20 ul de agua libre de RNasas.

Tanto el DNA tratado con RNasa H1 como el no tratado se sometié en
condiciones no desnaturalizantes a un tratamiento con bisulfito utilizando EZ DNA
Methylation-Gold Kit (Zymo Research Company, CA, EEUU) y siguiendo las
especificaciones del fabricante. Tras la conversion con bisulfito, se unieron los
triplicados de DNA resultantes de cada condicién para el posterior andlisis de
R-loops mediante PCR convencional. Se amplificé 1 ul de este DNA utilizando una
pareja de cebadadores (B-actina Exdn6 PCR1, anexo 2 tabla 2) que se encuentran
flanqueando la region del R-loop en estudio 2. Las condiciones de la PCR1 con la
DNA polimerasa Platinum Taqg DNA Polymerase (Thermo Fisher Scientific) fueron las
siguientes:

Desnaturalizacion inicial 95°C | 15 min

Desnaturalizacién en cada ciclo | 95°C | 30 seg

Hibridacion 66°C | 15 seg 40 ciclos
Extension 72°C | 60seg
Extension final 72°C | 10 min

Tras la electroforesis, se purificod el producto de la PCR1 utilizando QlAquick Gel
Extraction kit (Qiagen). Para analizar la formacién de R-loop en esta regién, se
realizaron dos PCRs anidadas (PCR2 y PCR3) con dos parejas de cebadores
localizados dentro del R-loop %*1. La PCR3 se realizd con la pareja de cebadores con
la secuencia sin convertir (anexo 2 tabla 2), por lo que amplifica tanto el DNA de
doble cadena como el DNA que forma el hibrido RNA:DNA. La PCR2 se realizd
mediante la misma pareja de cebadores (anexo 2 tabla 2) pero con la secuencia
convertida (citosinas cambiadas por timinas) por lo que, solamente amplifica la
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hebra de DNA que queda expuesta en la estructura del R-loop y que ha sido
convertida tras el tratamiento con bisulfito.

El producto de DNA purificado de la PCR1 (3 ng) se amplific6 mediante la PCR2 y

PCR3 utilizando la Immolase DNA Polymerase (Bioline, Londres, Reino Unido). Las
condiciones de PCR fueron las siguientes:

a) Para los cebadores de secuencia convertida (PCR2):

Desnaturalizacidn inicial 95°C 15 min

Desnaturalizacién en cada ciclo 95°C 30 seg

Hibridacién 56°C 15 seg 35 ciclos
Extension 72°C 20 seg
Extension final 72°C 10 min

b) Para los cebadores de secuencia no convertida (PCR3):

Desnaturalizacion inicial 95°C 15 min

Desnaturalizacién en cada ciclo | 95°C 30 seg

Hibridacion 64°C 15 seg 25 ciclos
Extension 72°C 20 seg
Extension final 72°C 10 min

En todos los casos, los fragmentos amplificados se separaron segln su tamafio
en un gel de agarosa tefiido con el intercalante de DNA SYBR Safe.

Finalmente, se secuencié el producto de DNA purificado en la PCR2 para
confirmar el cambio de base tras el tratamiento con bisulfito y la presencia de
R-loops.
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13. RNA-PULL DOWN

13.1. Extraccion de proteinas nucleares

El analisis de la interaccion RNA-proteina se realizé en la linea celular de
hepatocarcinoma PLC/PRF/5 y en muestras de tejido hepatico humano sano o
patoldgico (cirrético o hepatocarcinoma).

Se silencio la expresion de SLU7 en las células PLC/PRF/5 con el correspondiente
siRNA. Como control positivo de expresion de las proteinas truncadas de SRSF3, se
utilizaron las células transfectadas con el plasmido de sobreexpresion de
SRSF3-1SO2. A las 48 horas de la transfeccidn, se recogieron las células y se pasaron
1x107 células por condicién a un tubo limpio y se centrifugaron a 1500 rpm durante
5 minutos. Tras lavar el pellet celular, se resuspendié en 4 ml de DPBS frio, 4 ml de
tampodn de aislamiento nuclear (1,28 M sacarosa, 40 mM Tris-HCl pH 7,5, 20 mM
MgCly, 4% Triton X-100) y 12 ml de agua estéril. Se incubaron las células durante 20
minutos en hielo.

Para la extraccidn de proteinas nucleares derivadas de muestras de tejido
hepatico sano (control), cirrético y HCC, se pulverizé una mezcla de muestras de
tejido hepatico procedente de 3 pacientes diferentes por condicién en nieve
carbdnica. La extraccion proteica se realizd siguiendo los pasos citados
anteriormente.

Tras los 20 minutos de incubacién en hielo, se centrifugaron las muestras para
sedimentar los nucleos y se resuspendid el pellet nuclear en 2 ml de tampdén A
(150 mM KCI, 25 mM Tris pH 7,4, 5 mM EDTA, 0,5 mM DTT, 0,5% NP40)
complementado con inhibidores de proteasas y 100 U/ml RNase OUT. Para
favorecer el lisado, se transfirio el extracto nuclear de cada muestra a un
homogeneizador y se realizaron 15 golpes. Finalmente, se centrifugd la muestra
para separar los desechos nucleares (pellet) del extracto proteico (sobrenadante).
La concentracion de proteinas de cada muestra se cuantific6 mediante el método
de Biuret respecto de una curva estandar de BSA. La concentracidn aproximada de
cada muestra fue de 2-3 pg/uL.

En este punto se puede conservar la muestra de proteinas nucleares a -80°C con
(o] i .
10% de glicerol
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13.2.Incubacidn con los oligos

Previo a la incubacion final del extracto proteico con los oligos RNA biotinilados,
se prepard el complejo de las bolas de neutroavidina (Invitrogen) con cada oligo
biotinilado correspondiente a la secuencia de unién de SRSF3 presente en el
intrén 1 de sororina. Los oligos utilizados fueron los siguientes: 01 (GCCUCU
UCCCUCCCGCUGCCG), 02(UCUAGAGUCCUCCUCUACCAC) y 01 mutado (GCCUCUU
CACGCACGCUGCCG).

Para ello se lavaron 50 ul/condicién de bolas de neutroavidina con TBS (50 mM
Tris-HCI pH 7,4, 150 mM NacCl) y se diluyeron en 300 ul de TBS suplementado con
inhibidores de proteasas y RNasas. Se incubaron 0,8 nmoles de cada oligo (01, 02
y 01 mutado) con las bolas de neutroavidina durante 2 horas a 4°C en rotacién. En
ese tiempo de incubacién se forma el complejo oligo/bola. Tras las 2 horas de
incubacidn, se lavaron las bolas con TBS para eliminar el exceso de oligo no unido a
la bola.

Se repartié la muestra de extracto proteico para incubar con cada oligo
biotinilado unido a la bola de neutroavidina. Se incubd durante toda la noche a 4°C
y en rotacion para favorecer la unién de las proteinas a la secuencia consenso
presente en los oligos.

13.3. Eluciéon del complejo oligo/proteina

Se procedi6 a la separacion del complejo oligo/proteina/bolas con 3 lavados de
150 ul de TBS y se eluyd con 40 ul de tampdn Laemmli para su posterior analisis
mediante Western blot.

14. RNA CROSS-LINKING IMMUNOPRECIPITATION (RNA-CLIP)

Para analizar la funcién de SLU7 en el mecanismo de regulacion del splicing de
SRSF3, se realizd un ensayo de RNA-CLIP que combina la fijaciéon con ultravioleta
(UV) y posterior inmunoprecipitacion de la proteina en estudio con un RNA
concreto.

14.1. Lisado celular

Se silencid la expresion de SLU7 en aproximadamente 1x10° de células PLC/PRF/5
y a las 48 h tras la transfeccidn, se fijé la unién de las proteinas al mRNA con UV a
0,15 J/cm?. Las células se recogieron en 1 ml de tampdn de lisis (500 mM Nacl,
5 mM MgCl, 10 mM Tris pH 7,5, 1% NP40, 1 mM DTT, 0,3% SDS, 0,5% deoxicolato
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de sodio y H,0 miliQ) y se incubaron durante 10 minutos en hielo. Para favorecer el
lisado celular, se pasé la muestra 6 veces por una jeringuilla de 0,4 x 13 mm (BD
Microlance) y se centrifugé a 3000 rpm durante 3 minutos a 4°C. El sobrenadante
resultante de la centrifugacidén se ajusté a un volumen final de 1200-1500 pL en
tampon de dilucién (500 mM NaCl, 25 mM Tris pH 7,5 suplementado con RNase
OUT vy Proteases OUT). Se separaron en torno a 100-150 puL de muestra como
muestra de extracto total y se conservaron a -80°C hasta su uso. En este punto,
también se pueden guardar a -80°C las muestras que se utilizardn para la
inmunoprecipitacion.

14.2. Formacion del complejo anticuerpo-RNA

Se descongelaron las muestras en hielo y se incubaron con 20 uL de Dynabeads
G (Invitrogen) durante 30 minutos a 4°C y en rotacién para eliminar las posibles
uniones inespecifica de la muestra a las bolitas magnéticas. Tras los 30 minutos de
incubacidn, se descartaron las bolitas magnéticas pasando el sobrenadante de cada
muestra a un tubo limpio y se mantuvieron en hielo hasta la incubacidn final con el
anticuerpo.

Mientras tanto, se prepard el complejo anticuerpo-bolitas incubando con
25 pL/condicién de bolitas Dynabeads G con 5 ug del anticuerpo anti-SLU7 (Santa
Cruz) o 1gG como control negativo en un volumen final de 100 uL de tampdn de
citrato sédico (0,1 M Na-citrate pH 5). Se incubd durante 1 hora en rotacién y a
temperatura ambiente para favorecer la unién del anticuerpo a las bolitas
magnéticas. Pasado este tiempo, se lavaron con citrato sédico con 0,1% Tween-20
y, tras el dltimo lavado, se resuspendieron las bolitas magnéticas unidas al
anticuerpo con 20 pL de tampén de lisis.

Las muestras reservadas anteriormente se dividieron en dos y se incubé cada
una de ellas con 20 pL de la muestra correspondiente de anticuerpo-bolitas
magnética preparada en el apartado anterior. El conjunto de la muestra se incubd
durante 2 h a 4°C en rotacién favoreciendo asi la formacién del complejo bolita
magnética-anticuerpo-RNA.

Pasado el tiempo de incubacidn, se elimind el sobrenadante y se realizaron varios
lavados con tampones de concentraciones decrecientes de sales. Primeramente, se
realizaron 2 lavados de 500 pL con el tampdn de alta concentracién (500 mM Nacl,
20 mM Tris pH 7,5, 1 mM MgCl,, 0,05% NP40, 0,1% SDS suplementado con RNase
OUT vy Proteases OUT), seguido de 2 lavados de 500 pL con el tampdn de una
concentracion intermedia (250 mM NaCl, 20 mM Tris pH 7,5, 1 mM MgCl,, 0,05%
NP40, 0,1% SDS suplementado con RNase OUT y Proteases OUT) y, finalmente, de
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2 lavados con 500 pL con el tampdn de baja concentracion (150 mM NaCl, 20 mM
Tris pH 7,5, 1 mM MgCl,, 0,05% NP40, 0,1% SDS suplementado con RNase OUT vy
Proteases OUT).

14.3. Digestion con proteinasa K y aislamiento del RNA

Para el aislamiento del RNA unido al anticuerpo, las muestras de las bolitas se
eluyeron con 200 pL de tampdn proteinasa K (100 mM Tris-HCl pH 7,4, 50 mM Nacl,
10 mM EDTA, 7 M urea) y 7 uL de proteinasa K (1 pug/uL) (Roche) y se incubaron
durante 20 minutos a 37°C en agitacion. Este mismo procedimiento se realizé en las
muestras de extracto total guardadas a -80°C. Se repitid esta incubacién afnadiendo
200 pL mas de tampdn PK. Tras esta ultima incubacion, se recogidé el sobrenadante
en un tubo limpio descartando las bolitas y se afiadieron 400 pL de fenol/cloroformo
para la extraccién del RNA. Se centrifugd a 13.000 rpm durante 5 minutos y 4°C para
favorecer la separacién de las fases. La fase acuosa se transfiriéd a un tubo limpio
procurando no arrastrar muestra de la fase organica. A esta fase acuosa se le
afladieron 1 pL de Glycogen RNA grade (Thermo Fisher Scientific) y 40 uL de acetato
de sodio 3 M pH 5,3. Finalmente, se afiadié 1 mL de etanol 100% y se incubd durante
toda la noche a -20°C para la precipitacién del RNA.

Al dia siguiente, se centrifugd la muestra para precipitar el RNA y se lavd el pellet
con etanol 75% seguido de una centrifugacidén corta a 13.000 rpm y 4°C. Una vez
eliminado del todo el etanol, se resuspendio el pellet de RNA con 8 L de agua libre
de RNasa.

Finalmente, se realizd un tratamiento con DNasa seguido de la RT. Se analizd la
unioén de SLU7 al mRNA de SRSF3 mediante PCR a tiempo real.

15. PRODUCCION DE LOS VIRUS ADENOASOCIADOS

Para el silenciamiento de S/u7 in vivo, se clonaron los shRNAs (short hairpin RNA)
especificos en el contexto del miR-30 segun la tecnologia ideada por el laboratorio
del Dr. Scott W Lowe en Cold Spring Harbour %13 y se expresaron bajo el control de
un promotor hepatoespecifico en vectores adenoasociados (AAV) segun lo descrito
por nuestro grupo %,

Los AAV8, AAV-shSLU7 y AAV-Renila (control) se produjeron mediante una doble
transfeccidn de células HEK-293 con 20 ug del correspondiente pldsmido pAAVS8 y
55 ug del pldsmido empaquetador pDP8.ape (Plasmid Gactory GmbH& Co. KG,
Bielefeld Germany) utilizando como vehiculo de transfeccion, PEI (polietilenamina
de alto peso molecular y libre de agua de Sigma-Aldrich), que debe ser testado
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previamente para optimizar el rendimiento de la transfeccién, segun el protocolo
descrito por Gil-Farina y cols. 24,

Por cada produccién se transfectaron 30 placas de 150 mm en 10 ml de DMEM
al 2% FBS. Para ello, se prepararon dos mezclas en suero fisioldgico: una de ellas
conteniendo el plasmido AAV8 y el plasmido empaquetador (pDP8.ape) y otra con
PEl. Se mezclaron lentamente 1 ml de cada mezcla y se fue afiadiendo los 2 ml gota
a gota a cada placa de células. Se incubaron las células a 37°Cy 5% de CO; durante
72 horas.

A las 72 horas se recogieron las células en el medio y se centrifugaron para
peletearlas. El pellet se resuspendié en 7 ml del tampdn de lisis TMS y se realizaron
tres ciclos de congelacion/descongelacion con hielo seco-etanol 70%/bafio a 37°C.

Se centrifugd a 4000 rpm a 4°C durante 10 minutos y se filtré el sobrenadante
con un filtro de 0,45 pum. Este fue tratado con DNasa/RNasa (Roche) (0,1 mg de cada
una por placa) y se incubé durante 1 hora a 37°C.

Los dos AAV se purificaron mediante un gradiente de lodixanol (Optiprep Density
Gradient Medium, Sigma-Aldrich) en tubos Beckman de centrifugacion (Ultra clear
centrifuge tubes de 25 x 89 mm), y se centrifugaron en un rotor 70Tl a 69000 rpm
durante 75-90 minutos a 16°C con aceleracién y deceleracién maxima. Se recogid la
19 fraccion (5-6 ml) con una jeringa (BD Microlance agujas de 27G) y se concentré
el virus con DPBS + 5% sacarosa (Sigma-Aldrich) en un centricon de 100.000 MWCO
de 15 ml (Amicon Ultra Centrifugal Filters Ultra-100K de Milipore), hasta un
volumen de 0,5-1 ml mediante 3-4 lavados de 15 ml y centrifugando a 3000 rpm a
16°C.

Se guardd una alicuota de 20 pl de virus a -80°C para la extraccion del DNA viral
mediante High pure nucleic acid kit (Roche). Se cuantificé la concentracién de AAV
por PCR a tiempo real utilizando cebadores especificos para el promotor
hepatoespecifico al-antitripsina de los AAV8 por interpolacion en una curva patrén
para un AAVS8 similar de concentracion conocida.

16. ENSAYOS IN VIVO

Los experimentos en ratdn se realizaron modulando la expresion de SLU7
especificamente en el hepatocito mediante la estrategia de los AAV desarrollados
en nuestro laboratorio.
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Los ensayos fueron aprobados (CEEA 082-14) por el Comité Etico de
Experimentaciéon Animal de la Universidad de Navarra (Pamplona, Espafia). Se
realizaron en ratones machos C57BL/6J de 16 semanas de edad adquiridos en los
laboratorios Harlan (Barcelona, Espafia). Se utilizaron al menos cinco ratones por
grupo y los experimentos se repitieron al menos dos veces.

La dosis del correspondiente AAV8 (Renila y sh767) inyectada a cada ratén fue
de 1x10% cpg en un volumen de 100 pl. La inyeccion se realizé en el plexo
retro-orbital con una jeringa BD Micro-Fine de 0,5 ml en ratones anestesiados tras
una inyeccion intraperitoneal de una disolucién 1/9 xilacina (Rompun 2%, Bayer,
Leverkusen, Alemania) y ketamina (Imalgen 50, Boehringer Ingelheim
Kommanditgesellschaft, Alemania). Todos los experimentos se realizaron a las 2-3
semanas de la inyeccion.

16.1. Hepatectomia parcial

Se realizd un modelo de regeneracion hepdtica mediante hepatectomia parcial
(HP) de dos tercios del higado con sus correspondientes controles (sham o SH)

utilizando el protocolo previamente descrito 8>

en ratones control (AAV-Renila) y
en ratones a los que se les habia silenciado la expresién de SLU7 en los hepatocitos
(AAV-shSLU7). Brevemente, se realizd una incisién transversal subxifoidea que
permite la extrusion y ligacion extra abdominal de los I6bulos hepaticos lateral
izquierdo y medio que fueron posteriormente resecados. El grupo control SH fue

sometido al mismo proceso sin reseccion de la masa hepatica.

Los animales fueron sacrificados a las 24, 34, 48, 72 y 96 horas después de la
operacion registrando tanto el peso del animal como el del higado para evaluar la
recuperacién de la masa hepdtica tras la HP.

Se recogid una muestra de higado de cada ratdn para fijarla en paraformaldehido

e incluirla en parafina. El resto de tejido hepdtico se congelé inmediatamente en
nitrogeno liquido para la posterior extraccion de RNA y proteinas.

17. INMUNOHISTOQUI’MICA DE y-H2AX Y Ki-67
17.1.y-H2AX
Se analizo la expresion de y-H2AX por inmunohistoquimica (IHQ) en cortes de

5 um de tejido hepatico fijado en parafina de ratones AAV-Renila y AAV-shSLU7
sometidos o no a HP.
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Se desparafinaron los cortes en una estufa a 60°C durante 30 minutos vy, a
continuacion, se hidrataron por sucesivos pases por Histo-clear Il (15 minutos dos
veces) (National Diagnostic, Atlanta, GA, EEUU), etanol a concentraciones
decrecientes (100%, 96% y 70%) (5 minutos cada uno) y, finalmente, por agua
desionizada. Se desenmascard el antigeno y-H2AX (antigen retrieval) en el aparato
PT LINK (Dako, Santa Clara, CA) durante 30 minutos en tampdn Tris-EDTA Tween
0,5% pH 9 (solucion stock al 20X: 200 mM Tris, 20 mM EDTA) a 96°C. Para el bloqueo
de la peroxidasa endégena, se incubd con agua oxigenada al 3% en metanol durante
10 minutos.

Las uniones inespecificas se bloquearon con una disolucién de DPBS con BSA al
3% vy leche al 1,5% durante 30 minutos a temperatura ambiente y en oscuridad. Se
afiadié el anticuerpo primario frente a y-H2AX (Cell Signalling) a una dilucién 1/200
en DPBS-BSA 1% y se incub6 durante toda la noche a 4°C.

A la mafiana siguiente, se lavd el exceso de anticuerpo primario con DPBS
durante 15 minutos. Se procedid a la hibridacidén con el anticuerpo secundario 30
minutos a temperatura ambiente. Tras el lavado, se procedio al revelado con DAB
(1/100) (Dako) y se contrasté con hematoxilina (Merck)

Para la visualizacion de la preparacién se utilizé el medio de montaje para
microscopia DPX (VWR, Radnor, PA, EEUU).

17.2.Ki-67

El servicio de morfologia del centro realizé IHQ en cortes de 5 um de tejido
hepatico fijado en parafina con un anticuerpo monoclonal frente a Ki-67 de Thermo
Fisher Scientific generado en conejo.

18. ANALISIS DE LA PLOIDIA

Los cortes de higado de ratones control (AAV-Renila) y ratones a los que se les
habia silenciado la expresién de SLU7 (AAV-shSLU7) se desparafinaron v,
posteriormente, se incubaron a 95°C durante 20 minutos para el
desenmascaramiento del antigeno. Se incubd con el anticuerpo primario
anti-B-catenina (BD Biosciences) a una dilucion 1/400 durante toda la noche a 4°C.

A la mafana siguiente, se elimind el exceso de anticuerpo primario mediante
varios lavados y se incubé con el anticuerpo secundario anti-mouse-Alexa Flour 488
(Thermo Fisher Scientific) a una dilucion 1/500. Se realizaron varios lavados para
eliminar el exceso de anticuerpo secundario, en el Ultimo de ellos se afiadid
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0,2 pg/ml del colorante Hoechst 33342 (Sigma-Aldrich) para dar contraste a los
nucleos.

Finalmente, las imagenes se tomaron utilizando el microscopio LEICA DMI 6000
con el objetivo PL APO, la cdmara MicroMAX-1300Y/HS Princeton Instruments y el
software Metamorph 7 (Molecular Devices, San José, CA, EEUU). Para el estudio de
la plodia del nucleo, se seleccionaron de forma aleatoria 250 imagenes que
corresponden a un total de 100.000 células y se analizaron mediante el software
Image J.

19. ANALISIS ESTADISTICO

El andlisis estadistico se realizd con el programa GraphPad Prism. Los datos se
representan como la media *+ SEM o la mediana. Los datos distribuidos
normalmente se compararon con un test t Student, mientras que los no
paramétricos se analizaron con el test U de Mann-Whitney. Se utilizé el test de
Spearman para el andlisis de la correlacidn y el test de Chi cuadrado para comparar
frecuencias. Se consideré un valor P<0.05 como significativo. Las diferentes
condiciones experimentales se estudiaron al menos por duplicado, todos los
experimentos se realizaron al menos dos veces y la mayoria se repitié mas de tres
veces.
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1. IMPLICACION DE SLU7 EN LA PROGRESION DEL CICLO CELULAR

Estudios previos de nuestro laboratorio demostraron que el factor de splicing
SLU7 tiene un papel esencial en la supervivencia de las células de HCC y de algunas
células cancerosas de otros tejidos. Estas células transformadas muestran una gran
dependencia de los niveles de SLU7, ya que la reduccion de su expresién
comprometid su viabilidad celular desencadenando la muerte por apoptosis como
respuesta final. Sin embargo, la supervivencia de los hepatocitos primarios
humanos y de la linea de hepatoma no tumorigénica HepaRG no se vio
comprometida con la modulacion de la expresién de SLU7 2%2, Por ello, nos
propusimos caracterizar los eventos que preceden la muerte de las células
transformadas silenciadas de SLU7 vy, asi, poder describir su funcién.

Una de las mayores diferencias entre las células sanas y las células cancerosas es
su capacidad proliferativa. Estas ultimas han desarrollado estrategias que les
permiten escapar de los mecanismos de control asegurando asi su continua
proliferacién y supervivencia.

El ciclo celular es un proceso con una regulacion minuciosa en la cual se sabe que

77-79 Por

los componentes del espliceosoma participan de una forma activa
ejemplo, la delecién in vitro de alguno de los factores de splicing tiene como
consecuencia la muerte por apoptosis causada por una parada mitética prolongada
en el tiempo 121122, En este contexto, Karamysheva y colaboradores realizaron un
estudio basdandose en la estrategia de siRNAs para determinar si distintos
componentes del espliceosoma tenian un papel como reguladores del ciclo celular,
y observaron que la delecidén de determinados factores de splicing provocaba la

parada en alguna de las fases del ciclo celular 22,

1.1. SLU7 es necesario para la correcta progresion del ciclo celular

Con el fin de determinar el efecto del silenciamiento de SLU7 en la progresién
del ciclo celular, realizamos estudios de citometria de flujo en células transformadas
de distintos origenes a las 48 horas de su silenciamiento. Para ello utilizamos dos
lineas de hepatocarcinoma (PLC/PRF/5y HepG2), una linea de cancer cervical (HelLa)
y una linea de cédncer de pulmon (H358).

La citometria de flujo como herramienta para el analisis de la proliferacién
permite determinar la fase del ciclo celular en la cual se encuentran las células
teniendo en cuenta la cantidad de DNA que disponen. La distribucidén de las células
en las distintas fases del ciclo celular se presenta en histogramas permitiéndonos
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diferenciar entre células diploides (2n) en fase pre-replicativa (GO o G1), células en
fase de replicacidon (S) con un contenido intermedio de DNA (2n-4n) y células
tetraploides (4n) en fase post-replicativa (G2/M).

El silenciamiento de SLU7 en las lineas transformadas (Figura 15A) resulté en un
aumento de la poblacién celular en la fase G2/M (Figura 15B) comparado con las
células control (siGL), que presentaron una progresion normal del ciclo celular
encontrandose la mayoria de ellas en la fase G1/S (Figura 15B). Estos resultados
sugieren que el silenciamiento de SLU7 interrumpe la progresion normal del ciclo
celular de las células transformadas favoreciendo su retencién en la fase G2/M.

PLC/PRF/5 HepG2 Hela H358

siGL siSLU7 siGL  siSLU7 siGL  siSLU7 siGL  siSLU7
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Figura 15. SLU7 es esencial para la progresion del ciclo celular de las células transformadas.
(A) Western blot de SLU7 y de actina, como control de carga, tras 48 h del silenciamiento de SLU7 en
las células de hepatocarcinoma humano (PLC/PRF/5 y HepG2) y en otras lineas transformadas como
Hela (cancer cervical) y H358 (cancer de pulmdn). (B) La progresidn del ciclo celular de las células
transformadas se analizd mediante FACS a las 48 h de la transfeccidn con siGL (control) o siSLU7. Se
indica el porcentaje de células en la fase G2/M.
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Analizamos también la progresién del ciclo celular de los hepatocitos humanos
(HumHep) y de la linea de hepatoma no tumorigénica (HepaRG). A diferencia de las
células transformadas, el silenciamiento de SLU7 en ambas lineas celulares
(Figura 16A) no alterd la distribucién de las células en las distintas fases del ciclo
celular (Figura 16B).

A
HumHep HepaRG
SiGL  siSLU7 siGL  siSLU7
SLU7 | % o v - -
Acting | ™ s s —— e —
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HumHep HepaRG

{ors oM Joo

siGL

Figura 16. La disminucion de la expresion de SLU7 no altera la progresion del ciclo celular de los
hepatocitos humanos ni de la linea de hepatoma no tumorigénica HepaRG. (A) Western blot de
SLU7 y de actina, como control de carga, tras 48 h del silenciamiento de SLU7 en los hepatocitos
humanos sanos (HumHep) y en la linea de hepatoma bien diferenciada HepaRG. (B) La progresion
del ciclo celular de dichas células se analizé6 mediante FACS a las 48 h de la transfeccidn con siGL
(control) o siSLU7. Se indica el porcentaje de células en la fase G2/M.

Para confirmar que la parada en la fase G2/M del ciclo celular de las células
transformadas estaba asociada a la inhibicién especifica de SLU7, analizamos la
progresion en el ciclo celular de las células PLC/PRF/5 y Hela tras la transfeccion
con otro siRNA para SLU7 (siSLU7-1) dirigido a un exdn distinto al siRNA utilizado en
los ensayos anteriores (siSLU7-2) (Figura 17A). Los resultados del ciclo celular
mostraron que tras la transfeccidon con cada uno de los siSLU7 alrededor del 40% de
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las células eran células 4n frente al 20% de las células control (siGL) (Figura 17B),
por lo que se confirmaron los resultados iniciales que evidenciaban la dependencia
de las células transformadas de la expresion de SLU7 para la correcta progresion del

ciclo celular.
A PLC/PRF/5
siGL siSLU7-1siSLU7-2
SLU7 | v v
ACTINA | v v s s s s
Hela
siGL siSLU7-1siSLU7-2
SLU7 | v wm v o0 -
ACTINA W e e w— e . —
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40%

PLC/PRF/5
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Figura 17. Efecto especifico de la disminucion de la expresion de SLU7 en la progresion del ciclo
celular de las células transformadas. (A) Andlisis por PCR del silenciamiento de SLU7 con dos siRNAs
dirigidos a exones diferentes de SLU7 (siSLU7-1 y siSLU7-2) en las lineas celulares PLC/PRF/5 y Hela.
Se muestra una PCR de ACTINA como control de carga. (B) Andlisis del ciclo celular por FACS de las
células PLC/PRF/5 y Hela a las 48 h del silenciamiento de SLU7 con los dos siRNAs. Se indica el
porcentaje de células en la fase G2/M.
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1.2. El silenciamiento de SLU7 induce la parada en mitosis de las células
transformadas

Decidimos caracterizar si la parada observada en la fase G2/M del ciclo celular
tras el silenciamiento de SLU7 (Figura 15B y Figura 17B) se producia concretamente
en la fase G2 o en la fase de la mitosis (fase M).

El nocodazol es un agente que promueve la parada de las células proliferantes
en mitosis, antes de la metafase, al interferir con el dinamismo de los microtibulos
induciendo su despolimerizacion. Como consecuencia del tratamiento, los
microtubulos no se unen correctamente al cinetocoro promoviendo la parada en el
ciclo celular por la activacién del punto de control del ensamblaje del huso
acromatico (SAC) 2%°. Asi pues, el tratamiento con nocodazol permite sincronizar o
parar las células en la fase M de forma reversible, de manera que la eliminacion de
este agente del medio de cultivo revierte la parada permitiendo a las células
recuperar la progresion normal del ciclo celular.

Por ello, se sincronizaron las células PLC/PRF/5 control (siGL) y siSLU7 tratandolas
durante toda la noche con nocodazol y se recogieron tras la sincronizacion (tiempo
0 h) y a distintos tiempos de cultivo tras la eliminacion del tratamiento.

Como se observa en la Figura 18, el tratamiento con nocodazol resultd en la
sincronizacién en la fase M del 93% de las células control (siGL) y el 81% de las
células silenciadas de SLU7 (siSLU7).

No obstante, tras la eliminacién y lavado del agente téxico del medio de cultivo,
las células control (siGL) revirtieron rapidamente la parada y entraron en el ciclo
celular, de manera que a las 2 horas de cultivo solo el 27% permanecia en la fase
G2/M. Sin embargo, las células siSLU7 fueron incapaces de revertir la parada y
progresar en el ciclo celular observandose que, a las 10 horas de la fase de
recuperacion el 58% de las células siSLU7 continuaban paradas en la fase G2/M,
mientras que a este tiempo solo el 18% de las células control (siGL) se encontraban
en esta fase.

Estos datos sugieren que el silenciamiento de SLU7 induce la parada en mitosis
de las células transformadas.
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Tiempo tras tratamiento con nocodazol

Oh
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Figura 18. La disminucion de la expresion de SLU7 impide la progresion en la mitosis. Analisis por
FACS del ciclo celular a las 48 h del silenciamiento de SLU7 en las células PLC/PRF/5 tras el
tratamiento con nocodazol durante toda la noche (0 h) y a distintos tiempos de cultivo (2 h, 6 hy
10 h) tras la eliminacién del tratamiento y lavado de las células. Se indica el porcentaje de células en
la fase G2/M.

Para confirmarlo, estudiamos el indice mitético en las células PLC/PRF/5 y Hela
no sincronizadas a las 48 horas tras la transfeccion con siGL (control) o siSLU7. Para
ello, se contabilizd la presencia de cromosomas condensados tefiidos con DAPI en
mas de 250 células por condicion. Como se observa en la Figura 19A, el indice
mitotico fue significativamente superior en las células siSLU7 con respecto a las
células control (siGL), confirmando que la parada en el ciclo celular se producia
especificamente en la fase mitética.

A su vez y de forma complementaria, analizamos la expresion proteica de
marcadores de mitosis como la fosforilacion en la serina 10 de la histona H3
(H3S10P) y la expresion de la proteina MAD?2. La fosforilacion en la serina 10 de la
histona H3 es una modificacidén especifica que se produce en la mitosis y que esta
relacionada con el estado de condensacion de los cromosomas 26, La proteina
MAD?2 forma parte del complejo del control mitético (MCC) actuando como sensor
de la falta de cohesidn de los microtubulos a los cinetocoros durante la fase mitética
del ciclo celular. Su induccién se asocia con la activacién del SACy, por tanto, con la
parada en la mitosis 2%’.

El andlisis de expresién de H3S10P y MAD2 (Figura 19B) mostré una induccion de
ambos marcadores de mitosis en las células PLC/PRF/5 y Hela no sincronizadas a
las 48 horas tras el silenciamiento de la expresion de SLU7.
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Figura 19. La disminucidn de la expresion de SLU7 promueve la parada en la fase M del ciclo celular.
(A) El indice mitdtico se calculd a las 48 h del silenciamiento de SLU7 en las células PLC/PRF/5 y Hela
sin sincronizar. Se midié la presencia de cromosomas condensados mediante la tincién con DAPI en
mas de 250 células por condicidn de cinco experimentos independientes realizados por duplicado
(*p<0,05, **p<0,01 respecto al control siGL). (B) Western blot representativo de los marcadores de
mitosis Ser-10 fosforilada de la histona H3 (H3S10P) y MAD2 en dichas lineas celulares. Se muestra
SLU7 como control del silenciamiento y actina como control de carga.

Con todo ello, estos resultados demuestran que las células transformadas
dependen de la expresidon de SLU7 para poder progresar en el ciclo celular, mas
concretamente para superar correctamente la fase mitética.

2. EL SILENCIAMIENTO DE SLU7 EN LAS CELULAS TRANSFORMADAS
INDUCE ALTERACIONES MITOTICAS

2.1. SLU7 es necesario para la correcta formacion del huso acromatico
durante la mitosis

Continuamos describiendo los eventos que conducian a la parada en la mitosis
de las células silenciadas de SLU7 (Figura 18 y 19). Analizamos por microscopia de
fluorescencia el aspecto del DNA (tinciéon con DAPI) y del huso acromatico (tincion
con anti-a-tubulina) de las células PLC/PRF/5 control y a las 48 horas del
silenciamiento de SLU7. Como se observa en la Figura 20, en las células siSLU7
ademas de un aumento del nimero de células en prometafase de acuerdo con la
parada en mitosis, observamos numerosas figuras de metafases aberrantes que
presentaban alteraciones evidentes en la organizacion de los cromosomas en la
placa metafasica y en la polaridad del huso acromatico.
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DAPI a-tubulina

Figura 20. Las células silenciadas de SLU7 presentan anomalias durante la mitosis.
Inmunofluorescencia de a-tubulina en las células PLC/PRF/5 a las 48 h de la transfeccidn con siGL
(control) o siSLU7. El DNA se tifid con DAPI. Se observa una acumulacion de células siSLU7 en
prometafase o con metafases alteradas (indicadas con flechas). Barra de escala: 10 um.

Si

siSLU7

Con el objetivo de caracterizar mejor las metafases de las células PLC/PRF/5
silenciadas de SLU7, se sincronizaron las células en mitosis tratandolas durante toda
la noche con nocodazol y se fijaron a las dos horas tras la eliminacién de la droga
para aumentar de esta manera el nimero de células en metafase.
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Las células control (siGL) mostraron metafases normales con los cromosomas
alineados en la placa metafasica, una correcta polaridad de los microtibulos y SLU7
localizado alrededor del DNA (Figura 21A). Al analizar las células transfectadas con
el siRNA de SLU7, encontramos una poblacidn de células en la que la expresién de
SLU7 no se vio modificada (Figura 21B) y que, al igual que las células control (siGL),
presentaban metafases normales. Sin embargo, en aquellas células en las que la
expresion de SLU7 estaba silenciada, los husos acromadticos perdieron su
bipolaridad caracteristica pasando a ser husos multipolares o monopolares y, en
consecuencia, los cromosomas fueron incapaces de alinearse correctamente en la
placa metafasica (Figura 21B).
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Figura 21. SLU7 es necesario para la correcta formacion del huso acromatico. Mediante
inmunofluorescencia, se analizaron las metafases en las células PLC/PRF/5 a las 48 h tras la
transfeccidn con siGL (control) (A) 0 siSLU7 (B) y 2 h tras la eliminacién del tratamiento con nocodazol
durante toda la noche. La inmunodeteccién de SLU7 se muestra en verde, el huso acromdtico se
visualizé en rojo con el anticuerpo anti-a-tubulina y el DNA en azul con DAPI. Barra de escala: 10 um.
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Nuestros datos demuestran que durante la mitosis SLU7 es necesario para la
adecuada alineacién de los cromosomas en la placa metafasica y la formacién del
huso acromadtico, eventos fundamentales para la correcta distribucion de los
cromosomas entre las células hijas.

2.2. SLU7 asegura la correcta cohesion entre las cromatidas hermanas

La distribucion equitativa de los cromosomas durante la mitosis depende de la
organizacién de los microtibulos en una disposicién bipolar y de la unién estable de
éstos al cinetocoro de ambas cromatidas hermanas 218, Tanto la unién bipolar como
la tensidn ejercida por los microtubulos para la separacién de las cromatidas a cada
polo de la célula durante la anafase dependen, en gran medida, de la correcta
cohesidn entre las cromatidas hermanas (SCC) 21%22°, En los ultimos afios, varios
estudios han demostrado la importancia de mantener la integridad de los
componentes del espliceosoma para asegurar la SCC 1?2, De acuerdo con ello, y en
base a nuestros resultados, decidimos estudiar si SLU7 estaba también regulando la
estabilidad de la SCC.

Para analizar esta hipotesis, realizamos ensayos de extensiones de cromosomas
de células transformadas de distintos origenes que fueron enriquecidas en mitosis
tras el tratamiento durante 3 horas con nocodazol.

A las 48 horas de la transfeccion con el siRNA control (siGL), observamos que las
mitosis de las células PLC/PRF/5, Hela y H358 presentaban cromosomas con la
morfologia tipica y caracteristica en X (Figura 22). Sin embargo, en las tres lineas
celulares, el silenciamiento de SLU7 indujo un aumento muy significativo en el
numero de mitosis con alteraciones en la unién entre las cromatidas hermanas, ya
gue éstas aparecian enfrentadas de forma paralela o aisladas la una de la otra
(Figura 22).

Estos resultados muestran que SLU7 regula la cohesidon entre las cromatidas
hermanas, ya que la reduccidn de su expresion conduce a una separacidon
prematura de ambas cromatidas, ademas de a defectos en la alineacion de los
cromosomas en la placa metafasica y en la formacién del huso acromatico.
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Figura 22. SLU7 es necesario para la correcta cohesion entre las cromatidas hermanas. (A)
Imagenes representativas de extensiones de cromosomas en metafase de las lineas celulares
PLC/PRF/5, HeLa y H358 a las 48 h de la transfeccion con siGL (control) 0 siSLU7 y 3 h del tratamiento
con nocodazol. Se muestra aumentado un ejemplo de la morfologia de los cromosomas en cada
imagen. Barra de escala: 10 um. (B) Cuantificacion del porcentaje de células mitéticas que presentan
cromosomas normales o alterados (aislado/paralelo) en las extensiones de cromosomas del

apartado A (****p<0,0001 respecto al control).
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2.3. Implicacion de SLU7 en el splicing de sororina

La aberracién en la SCC durante la mitosis podria ser una consecuencia de la
alteracion de la expresién de proteinas esenciales para esta unién. Cabe destacar
que numerosos trabajos recientes han demostrado que una de estas proteinas,
sororina, es especialmente sensible a las alteraciones en el splicing *?%. Sororina es
una proteina fundamental para estabilizar la asociacidon del complejo de cohesidon
al DNA duplicado manteniendo las cromatidas hermanas unidas hasta la divisién
celular 221, Recientemente, distintos factores de splicing se han descrito implicados
en la regulacién del procesamiento del pre-mRNA de sororina. Es el caso del
complejo PRP19 123124 UBL5 12> 0 SNW1 ?° |os cuales garantizan el correcto splicing
de sororina. La alteracién del splicing de sororina ocurre por la retencion del intrén
1 o del intréon 1 y 2 en su mRNA, incorporando en ambos casos un codén de
terminacién prematuro (PTC) en el exdn 3 o en el propio intrén 2 (Figura 23) 123,

Gen CDCAS5 (Sororina)

Bl (5 B2 (72 ex3 @ ex4 (@E x5 @ exs ()
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Figura 23. Representacion esquematica del proceso de splicing de sororina. Se muestra el transcrito
generado por el splicing correcto del gen de sororina (CDCA5) (procesado) y los generados a partir
del splicing aberrante que resulta de la retencién de los intrones 1y 2 (no procesado). Se indican las
PCRs realizadas para el andlisis de la retencidon del intron 1 (PCR1) o intrén 2 (PCR2), asi como, para
la deteccidn simultanea del transcrito procesado y los no procesados (PCR3).

De acuerdo con ello, decidimos estudiar si el splicing de sororina estaba
modulado por SLU7.
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Para ello, utilizamos cebadores localizados en el exdn 1 y 3 del pre-mRNA de
sororina (PCR3 en la Figura 23), que por la diferencia de tamafio de los fragmentos
amplificados permiten detectar y distinguir tanto la isoforma natural como las
aberrantes. Como se observa en la Figura 24, en las lineas celulares PLC/PRF/5, Hela
y H358, el silenciamiento de la expresion de SLU7 indujo una alteracion en el
procesamiento del pre-mRNA de sororina al observarse un aumento de la expresion
de las isoformas aberrantes como resultado de la retencidn de los intrones 1y 2.

PLC/PRF/5 Hela H358
siGL siSLU7 siGL siSLU7 siGL siSLU7
e p— - - -4'
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Figura 24. SLU7 es necesario para el correcto splicing de sororina. Analisis de los transcritos de
sororina mediante la PCR3 (Figura 23) en las lineas celulares PLC/PRF/5, HelLa y H358 alas 48 h de la
transfeccidn con siGL (control) o siSLU7. La flecha indica la incorporacion aberrante del intron 1y 2.
En el panel inferior se muestra una PCR representativa del silenciamiento de SLU7.

La especificidad de estos resultados fue validada utilizando los dos siRNAs
independientes para SLU7 en las tres lineas celulares (Figura 25A). De acuerdo con
estos resultados, el andlisis de expresiéon mediante PCR a tiempo real, utilizando
cebadores especificos para detectar la retencidn del intrén 1 (PCR1 en la Figura 23)
o del intrén 2 (PCR2 en la Figura 23) confirmaron un aumento significativo de la
incorporacion de ambos intrones en el mRNA de sororina en las células PLC/PRF/5
tras el silenciamiento de SLU7 con ambos siRNAs (Figura 25B).
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Figura 25. El silenciamiento de SLU7 induce el splicing aberrante de sororina. (A) Anilisis de los
transcritos de sororina mediante la PCR3 (Figura 23) en las lineas celulares PLC/PRF/5, Hela y H358
a las 48 h de la transfeccién con dos siRNAs independientes de SLU7 (siSLU7-1y siSLU7-2). La flecha
indica laincorporacion aberrante de los intrones 1y 2. En el panel inferior se muestra la PCR de SLU7
de las muestras del panel superior. (B) Andlisis mediante PCR a tiempo real de la incorporacion del
intrén 1 (PCR1, Figura 23) y 2 (PCR2, Figura 23) en el mRNA de sororina en las células PLC/PRF/5 a
las 48 h de la transfeccién con los dos siRNAs especificos de SLU7 (*p<0,05 y **p<0,01 respecto al
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control siGL). UA: unidades arbitrarias.

De acuerdo con los resultados mostrados en relaciéon con la alteracion del
splicing de sororina tras el silenciamiento de la expresién de SLU7, se observé una
reduccidn significativa en sus niveles proteicos en las lineas celulares PLC/PRF/5 y

Hela (Fig

ura 26).
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PLC/PRF/5 Hela
siGL  siSLU7 siGL  siSLU7
SOrorina | e - . PR
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Figura 26. SLU7 es necesario para la correcta expresidon de sororina. Analisis por Western blot de
sororina en las células PLC/PRF/5 y Hela a las 48 h de la transfeccion con siGL (control) o siSLU7. Se
muestra un Western blot de SLU7 como control del silenciamiento y de actina como control de carga.

A continuacién, decidimos confirmar la relevancia de la falta de sororina en la
pérdida de cohesidn de las cromatidas hermanas observada tras el silenciamiento de
la expresion de SLU7 (Figura 22). La funcién de sororina durante este proceso es
inhibir a la proteina WAPL, que es la responsable de la disociacién del complejo de
cohesinas del DNA. En este sentido, la participacidon de sororina durante la cohesion
de las cromatidas hermanas sélo es relevante en presencia de WAPL ©7,

De acuerdo con ello, analizamos el efecto del silenciamiento de la expresién de
SLU7 sobre la cohesién de las cromatidas hermanas en ausencia de WAPL. Para ello,
silenciamos simultdneamente mediante siRNAs la expresién de SLU7 y de WAPL
(Figura 27A).

Como se muestra en la Figura 27B, en las células doblemente silenciadas
(siSLU7+siWAPL) se observaron los mismos defectos en el splicing de sororina a los
observados en las células siSLU7. Sin embargo, los errores en el splicing de sororina
en estas células doblemente silenciadas (siSLU7+siWAPL) no promovieron la pérdida
de la SCC (Figura 27C), como era de esperar en ausencia de WAPL. Estos datos
confirman el papel de sororina en la alteracién de la SCC observada al silenciar la
expresion de SLU7.
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Figura 27. El silenciamiento de WAPL recupera la falta de cohesién de las cromatidas hermanas
inducida al silenciar SLU7. (A) Andlisis por Western blot de la expresion de WAPL, SLU7 y actina,
como control de carga, en las células PLC/PRF/5 a las 48 h de la transfeccidn con siGL (control), siSLU7
o siSLU7+siWAPL. (B) Analisis de los transcritos de sororina mediante la PCR3 (Figura 23) en las
mismas células citadas en el apartado A. La flecha indica la incorporacidn aberrante de los intrones
1y 2. (C) Imagenes de extension de cromosomas en metafase de las células PLC/PRF/5 a las 48 h de
la transfeccién con siGL (control), siSLU7 o siSLU7+siWAPL y 3 h de tratamiento con nocadazol. Se
muestra aumentado un ejemplo de la morfologia de los cromosomas en cada imagen. Barra de
escala: 10 pm.

En resumen, nuestros datos muestran que las células transformadas son
estrictamente dependientes de la expresién de SLU7 para su supervivencia y que la
muerte por apoptosis observada al inhibir la expresion de SLU7 22 viene precedida
por la parada de las células en la mitosis. Hemos demostrado que SLU7 es necesario
para asegurar el correcto splicing y expresion de sororina y la cohesion de las
cromatidas hermanas, pasos fundamentales para asegurar la adecuada segregacién
de los cromosomas a las células hijas durante la mitosis. Desde un punto de vista
mas global, estos resultados demuestran que SLU7 contribuye a la estabilidad
gendmica.
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3.SLU7 ES NECESARIO PARA EVITAR LA INESTABILIDAD GENOMICA
ASOCIADA A LA TRANSCRIPCION

3.1. El silenciamiento de SLU7 induce la acumulacion de hibridos RNA:DNA

(R-loops) y dafio en el DNA

La parada en la fase G2/M del ciclo celular se ha asociado también con la
expresion alterada de otros factores de splicing, siendo provocada por mecanismos
independientes de la regulacion del splicing. Este es el caso del factor de splicing
rico en serina y arginina 1, SRSF1 222, Los autores describen que la parada en G2/M
observada al silenciar SRSF1 2?2 esta asociada a la presencia de dafio en el DNA y a
la formacién de hibridos RNA:DNA o bucles R (R-loops) 1. Estas estructuras se
forman de manera natural durante la transcripcion como consecuencia de la
hibridacién del RNA sintetizado con la hebra molde de DNA, dejando la hebra de
DNA que no se transcribe mas expuesta a la induccidn de roturas. Asi pues, el
aumento o la acumulacién de R-loops durante la transcripcion representa un
mecanismo de induccién de inestabilidad gendmica mediante el incremento de la
fijacion de mutaciones o de eventos de recombinacién, ademas de la induccién de
estrés replicativo al impedir la progresion de la maquinaria de replicacién 17232638,

Nuestros datos mostraron que el silenciamiento de SLU7 indujo dafio en el DNA
en las células transformadas evidenciado por el aumento de la fosforilacion de la
histona H2AX (y-H2AX) (Figura 28) confirmando los datos ya publicados por nuestro
grupo 292, Asi mismo, como hemos comentado mds arriba, estas células fueron
incapaces de progresar en el ciclo celular permaneciendo paradas en mitosis
(Figura 18 y 19). Por todo ello, decidimos estudiar si el silenciamiento de la
expresiéon de SLU7 era responsable de la induccién de R-loops y, por tanto,
provocaba también inestabilidad gendmica asociada a la transcripcion.

PLC/PRF/5 Hela H358
siGL siSLU7 siGL siSLU7 siGL siSLU7
y-H2AX | ——— —_— L ————
SLU7 | = —— Sm—
ACHING | o — — — —— —

Figura 28. SLU7 protege del dafio en el DNA en las células transformadas. Analisis mediante
Western blot de la expresidn de H2AX fosforilada (y-H2AX), de SLU7 como control del silenciamiento
y de actina como control de carga en las lineas celulares PLC/PRF/5, HelLa y H358 a las 48 h de la
transfeccidn con siGL (control) o siSLU7.
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Para estudiar esta hipodtesis, realizamos varios andlisis con el objetivo de detectar
por diferentes métodos la formacién de R-loops 2% Varios de estos ensayos se
basaron en el uso del anticuerpo S9.6 que reconoce la presencia de los hibridos de
RNA:DNA.
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Figura 29. SLU7 protege de la formacién de R-loops. (A) Inmunofluorescencia para la deteccidn de
R-loops con el anticuerpo S9.6 (rojo) en las células PLC/PRF/5 a las 48 h tras la transfeccidn con siGL
(control), siSLU7 o siSLU7+RNH1 (RNasa H1). Los nucleos se tifieron con DAPI (azul). Barra de escala:
10 um. (B) Cuantificacion de la intensidad de S9.6 en los nucleos de las células del apartado A
mediante el programa Imagel. La sefial de DAPI se utilizd para crear una mascara del nucleo. Se
indica el nimero de nucleos cuantificados por condicion. Las barras rojas hacen referencia a la
mediana de intensidad de S9.6 por condicidn (****p<0,0001, Test U de Mann-Whitney). (C) Slot blot
para la deteccion de R-loops con el anticuerpo S9.6 en el DNA gendmico de las células PLC/PRF/5 a
las 48 h tras la transfeccion con siGL y siSLU7. El panel de la derecha muestra el analisis del mismo
DNA gendmico tras el tratamiento con la enzima RNasa H1 (RNH1) para la degradacion de los
R-loops. El DNA se tifié con azul de metileno como control de carga.
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Como se observa en la Figura 29A y B, el analisis por inmunofluorescencia reveld
una acumulacidn significativa de R-loops en los nucleos de las células PLC/PRF/5 a
las 48 horas tras el silenciamiento de SLU7. Esta acumulacién se confirmé utilizando
el mismo anticuerpo en un ensayo de slot-blot (Figura 29C).

Los R-loops se resuelven por la actividad de la enzima RNasa H1 (RNH1) que
especificamente degrada el RNA unido al DNA 38, Con el objetivo de demostrar la
especificidad en la deteccidn de los R-loops en nuestros ensayos, transfectamos las
células PLC/PRF/5 con el siSLU7 y con un plasmido de sobreexpresion de la RNH1.
Como se observa en la Figura 29, la sobreexpresiéon de RNH1 es suficiente para
resolver la acumulacién de los R-loops observada en las células siSLU7.

Estos mismos resultados se observaron cuando se silencié la expresién de SLU7
en la linea celular Hela (Figura 30), demostrando el importante papel de SLU7 en la
prevencion de la formacion de R-loops.
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Figura 30. SLU7 protege de la formacion de R-loops en la linea celular transformada Hela. (A)
Inmunofluorescencia para la deteccidn de R-loops con el anticuerpo $9.6 (rojo) en las células Hela a
las 48 h tras la transfeccién con siGL (control) o siSLU7. Los nucleos se tifieron con DAPI (azul). Barra
de escala: 10 um. (B) Slot blot para la deteccidon de R-loops con el anticuerpo S9.6 en el DNA
gendmico de las células Hela a las 48 h tras la transfeccién con siGL (control) o siSLU7. Como control
en la deteccidon de los R-loops, se realizd un tratamiento con la enzima RNasa H1 (RNH1) en estas
muestras. El panel de la izquierda muestra el DNA tefiido con azul de metileno como control de
carga.
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La proteina de replicacion A fosforilada (RPA32-pS33) actia como sensor del
dano en el DNA uniéndose a la hebra de cadena sencilla del DNA para mediar en la
respuesta reparadora 4223, Recientemente, se ha demostrado que RPA también
puede actuar como un sensor de los R-loops al unirse a la hebra de DNA que no se
transcribe regulando ademas, la actividad de la RNH1 %', Por todo ello, decidimos
detectar mediante inmunofluorescencia la presencia de RPA32-pS33 en nuestras
células.
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Figura 31. La proteina RPA se acumula en el nucleo de las células silenciadas de SLU7. (A)
Inmunofluorescencia con el anticuerpo anti-RPA32-pS33 (rojo) en las células PLC/PRF/5 a las 48 h de
la transfeccién con siGL (control), siSLU7 o siSLU7+RNH1, el plasmido de sobreexpresion de
RNasa H1. Los nucleos se tifieron con DAPI (azul). Barra de escala: 10 um. (B) Cuantificacion de la
intensidad de RPA32-pS33 en los nucleos de las células mediante el programa ImageJ. La sefial de
DAPI se utilizé para crear una mascara del nucleo. Se indica el nimero de nucleos cuantificados por
condicion. Las barras rojas hacen referencia a la mediana de la intensidad de RPA32-pS33 por
condicion (****p<0,.0001, Test U de Mann-Whitney). (C) Co-inmunofluorescencia con el anticuerpo

anti-RPA32-pS33 (rojo) y S9.6 (verde) en las células PLC/PRF/5 a las 48 h de la transfeccion con
siSLU7. Los nucleos se tifieron con DAPI (azul). Barra de escala: 10 um.
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Como se observa en las Figura 31Ay B, las células PLC/PRF/5 silenciadas de SLU7
presentaron un aumento de RPA32-pS33 en el nucleo de acuerdo con la presencia
de R-loops y daio en el DNA, que disminuyd significativamente cuando las células
fueron co-transfectadas con el plasmido de sobreexpresion de la RNH1. Asi mismo,
y de acuerdo con los datos publicados %!, nuestros resultados mostraron una
co-localizacién de RPA32-pS33 en los R-loops (Figura 31C).

Por ultimo, decidimos estudiar la presencia de R-loops en la region 3’UTR del gen
de B-actina *** mediante una modificacion de la técnica de deteccidn de huellas tras
el tratamiento con bisulfito del DNA no desnaturalizado (non-denaturing bisulfite
footprinting) 2*? y la posterior PCR anidada. Tras la desnaturalizacion del DNA, el
tratamiento con bisulfito convierte las citosinas a uracilos en las cadenas sencillas
del DNA. Por ello, si el DNA no es desnaturalizado esta conversion sélo se realizard
en las citosinas presentes en las cadenas de DNA libre asociadas a los R-loops.

gDNA
A R-loop 0-0-0-0-00
mRNA
Modificacion con bisulfito
del DNA no
desnaturalizado
Y. 4

C C C 0000000, €C C C

PCR1y las
sucesivas PCR2 (convertida)
y PCR3 (no convertida)

2
1F =

-n

Figura 32. Representacion esquematica de la técnica de deteccion de R-loops mediante PCR tras la
conversion con bisulfito del DNA no desnaturalizado. El tratamiento con bisulfito del DNA no
desnaturalizado convierte los residuos de citosinas (C) a uracilos (U) sélo en la hebra de DNA
expuesta en el R-loop. Se muestra la posicién de los cebadores disefiados para detectar la presencia
de R-loops en la region 3’UTR del gen de la B-actina. La PCR1 se realizé utilizando los cebadores F1y
R1 externos al R-loop. La PCR2 anidada se realizé con los cebadores convertidos F2 y R2 para detectar
de forma especifica los R-loops y la PCR3 anidada se realizé con los cebadores F3 y R3.
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El gDNA no desnaturalizado de las células PLC/PRF/5 siGL (control) y siSLU7 se
sometid a un tratamiento con bisulfito. La primera PCR (PCR1) se realiz6 utilizando
una pareja de cebadores (F1y R1) que flanquean la region del R-loop descrito en el
gen de B-actina ?'* (Figura 32). A continuacion, se realizaron dos PCRs anidadas
(PCR2 y PCR3) utilizando como molde el producto resultante de la PCR1y cebadores
localizados dentro del R-loop (Figura 32). En concreto, para la PCR3 (secuencia no
convertida) se utilizaron los cebadores descritos para la deteccion de los R-loops
tras técnicas de inmunoprecipitacién con el anticuerpo S9.6 2%, Para la PCR2, en
cambio, se disefiaron los mismos cebadores pero con la secuencia convertida, es
decir, con las citosinas cambiadas a timinas. De esta forma, estos Ultimos cebadores
permiten reconocer de forma especifica la cadena de DNA convertida que queda
libre en el hibrido de RNA:DNA, por lo que la PCR2 sélo sera positiva en aquellas
condiciones en las cuales haya R-loops. Sin embargo, la PCR1 y la PCR3 seran
positivas en todas las condiciones.

A RNH1

siGL siSLU7 siGL siSLU7
|——-——————v PCR1

B Productode PCR1
RNH1 gDNA
siGL siSLU7 siGL  siSLU7 C +BIS
—_—— - PCR2 (convertida)
l—‘— —— —— — | PCR3 (no convertida)

Bp-actina-convertido-forward 5 -GGGATTATTTGGGGGTGTTTGGTTTAGGTGTT
ATGTTTTATTGGGGTTGGTTGGTATTTGTATTTTTTGGGAGTGGGGTTGTTTTAGGGTAGTTG
GGTATGGTGTTTTTTGAGTGGGGGTGTAGTGGGTGTTTTTAGTTGTTATGTTTTTGTTTTTAT
TTATGGGRA-3  p-actina-convertido-reverse

Figura 33. Deteccion de R-loops mediante la técnica de PCR sobre DNA no desnaturalizado
convertido con bisulfito. EIl gDNA no desnaturalizado de las células PLC/PRF/5 a las 48 h de la
transfeccidn con siGL (control) o siSLU7 se sometid en primer lugar a un tratamiento con bisulfito y
después al tratamiento con la enzima RNH1 (siGL/siSLU7+RNH1). (A) Amplificacion con la PCR1
(Figura 32) de la region 3’UTR del gen B-actina en las muestras de gDNA tras el tratamiento con
bisulfito. (B) PCRs anidadas PCR2 y PCR3 (Figura 32). El DNA gendmico desnaturalizado sin convertir
se utilizé como control negativo (C) para la PCR2 y positivo para la PCR3. El DNA desnaturalizado y
convertido (BIS) se utilizé como control positivo para la PCR2 y negativo para la PCR3. (C) Secuencia
del producto de la PCR2 obtenido en las muestras siSLU7 mostrando la conversion de las Ca T (rojo),
indicando la presencia de R-loop. La localizacidn de los cebadores utilizados en la PCR2 se muestra
subrayada.
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Como se observa en la Figura 33, la PCR1 (Figura 33A) y la PCR3 (Figura 33B)
fueron positivas en todas las muestras, pero la PCR2 (Figura 33B) sélo fue positiva
en las muestras siSLU7. Al igual que en los resultados anteriores, el tratamiento
previo del DNA con la enzima RNH1 redujo claramente la sefal de la PCR2
(Figura 33B). El producto obtenido de la PCR2 fue secuenciado para confirmar la
conversion de las citosinas y, por tanto, la presencia de R-loops en esa regién
(Figura 33C). Estos resultados confirmaron la presencia de R-loops en la region
3’UTR del gen de B-actina tras el silenciamiento de SLU7.

A continuacion, decidimos estudiar si la induccion de dafio en el DNA observada
al silenciar SLU7 (Figura 28) estaba asociada a la presencia de los R-loops. Para ello,
analizamos la expresion de y-H2AX en las células PLC/PRF/5 a las 48 horas tras la
transfeccion con el siGL (control) o siSLU7 y en presencia del plasmido de
sobreexpresion de la RNH1 o del plasmido control (pcDNA3) (Figura 34). Como se
observa en la Figura 34, el daiio en el DNA (y-H2AX) disminuyd cuando se redujo la
presencia de los R-loops por la actividad de |la RNH1.

En su conjunto, estos datos indican que el dafio en el DNA inducido al silenciar
SLU7 depende en gran medida de la acumulacién de los R-loops.

pcDNA3 RNH1

siGL siSLU7 siGL siSLU7
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Figura 34. La induccién del dafio en el DNA tras el silenciamiento de SLU7 estd asociada a la
formacion de los R-loops. Analisis por Western blot de la expresion de H2AX fosforilada (y-H2AX),
SLU7, RNasa H1 (RNH1) y actina como control de carga, en las células PLC/PRF/5 a las 48 h tras la
co-transfeccidon de siGL (control) o siSLU7 con el plasmido control (pcDNA3) o el plasmido de
sobreexpresion de RNasa H1 (RNH1).

Con todo ello, nuestros datos muestran que SLU7 juega un importante papel en
el mantenimiento de la estabilidad gendmica asociada a la transcripcién, ya que
evita la formacion de R-loops y el consecuente dafio en el DNA.
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Por ello, llegados a este punto, nos planteamos si este papel protector de SLU7
era también relevante en lineas celulares no tumorigénicas como las HepaRG. Las
imagenes de inmunofluorescencia revelaron una acumulacion discreta de R-loops
en los nucleos de las células HepaRG silenciadas de SLU7 (Figura 35A) que se
acompafiaba de la induccién de dafio en el DNA (Figura 35B).
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Figura 35. SLU7 previene la formacion de R-loops y el dafio en el DNA en la linea no tumorigénica
HepaRG. (A) Inmunofluorescencia para la deteccion de R-loops con el anticuerpo $9.6 (rojo) en las
células HepaRG tras 48 h de transfeccidn con siGL (control) o siSLU7. Los nucleos se tifieron con DAPI
(azul). Barra de escala 10 um. (B) Analisis de Western blot de H2AX fosforilada (y-H2AX) en las mismas
células. Se muestra la deteccidon de SLU7 como control del silenciamiento y la de actina como control
de carga.
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Estos datos indican que SLU7 desempeiia un importante papel general en la
inhibicidn de la formacidon de R-loops vy, por lo tanto, en el mantenimiento de la
integridad gendmica.

3.2. Implicacion de SLU7 en el splicing de SRSF1 y SRSF3

Los datos mostrados hasta el momento indican que SLU7 impide la formacion de
R-loops durante la transcripcion (Figura 29). Esta funcién preventiva la podria
realizar de una manera directa o mediante la regulacidn de otros factores. En este
sentido, se ha descrito que las proteinas SRSF1 y SRSF3 tienen un papel relevante
en la prevencion de la formacion de los hibridos RNA:DNA 1!, Anteriormente,
nuestro grupo demostré que SLU7 regula el splicing y la expresiéon de SRSF3 ¥y, a
su vez, se ha demostrado que SRSF3 regula la expresion de SRSF1 224, Por todo ello,
decidimos explorar el papel de SRSF1 y SRSF3 en el fenotipo asociado al
silenciamiento de la expresion de SLU7.

En primer lugar, analizamos el efecto del silenciamiento de SLU7 sobre el splicing
de SRSF3 y SRSF1. Para ello, disenamos distintas combinaciones de cebadores para
detectar las isoformas derivadas de cada gen (Figura 36).
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Figura 36. Representacion esquematica del proceso de splicing de SRSF3 y SRSF1. (A) Se muestra
las variantes generadas a partir del gen de SRSF3. Se indica la localizacién de los cebadores para la
deteccidn por PCR de laisoforma 1 (SRSF3-1SO1) (PCR1y PCR3) y la isoforma alternativa (SRSF3-1SO2)
(PCR1 y PCR2). (B) Se muestra las variantes generadas a partir del gen de SRSF1. Se indican las PCRs
realizadas para la deteccidn de las distintas variantes (Var 1-6) de SRSF1.

(no procesado)
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Como se muestra en la Figura 37A y de acuerdo con nuestros datos publicados,
el silenciamiento de SLU7 en la linea de hepatocarcinoma PLC/PRF/5 resulté en la
alteracion del procesamiento normal del pre-mRNA de SRSF3 incorporando de
forma aberrante el exdn 4 y, como consecuencia, generando la isoforma alternativa
de SRSF3 (SRSF3-1SO2) (Figura 36A). Este mismo efecto se observé al silenciar la
expresion de SLU7 en lineas celulares transformadas de otros origenes como Hela
y H358 (Figura 37A). Estos resultados fueron corroborados en las tres lineas
celulares mediante una PCR especifica de SRSF3-I1SO2 (PCR2 en la Figura 36A) tras
el silenciamiento de la expresiéon de SLU7 con dos siRNAs diferentes (siSLU7-1 y
siSLU7-2) (Figura 37B).

A PLC/PRF/5 Hela H358
siGL  siSLU7  siGL  siSLU7 siGL  siSLU7
— —— | | - - - 1502
SRSF3 ===. ———— | ﬁl‘ I1s01
B
PLC/PRF/5 Hela H358
SiGL siSLU7-1siSLU7-2  siGL siSLU7-1siSLU7-2  siGL siSLU7-1siSLU7-2
1so02| | — — |y -
SLU7—— -— - LB

Figura 37. SLU7 modula el splicing de SRSF3. (A) Analisis del splicing de SRSF3 mediante la PCR1
(Figura 36A) en las células transformadas PLC/PRF/5, Hela y H358 a las 48 h de la transfeccion con
siGL (control) o siSLU7. La flecha indica el transcrito de SRSF3-I1SO2 que incorpora el exdn 4 (1SO2).
(B) Analisis de la PCR2 (Figura 36A) de la expresion de SRSF3-1SO2 (1SO2) en las tres lineas celulares
con dos siRNAs distintos de SLU7. Se muestra una PCR de SLU7 como control del silenciamiento.

Asi mismo, observamos que SLU7 también regulaba el splicing de SRSF3 en la
linea de hepatoma no tumorigénica HepaRG, detectando un aumento de la
expresion de la isoforma SRSF3-1SO2 al silenciar la expresion de SLU7 en esta linea
celular (Figura 38).
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HepaRG

SiGL  siSLU7
ISO2 | ww v -

SLU7 | - e

Figura 38. SLU7 modula el splicing de SRSF3 en las células HepaRG. Analisis mediante la PCR2
(Figura 36A) de la expresion de SRSF3-1SO2 (I1SO2) y de SLU7 en las células HepaRG a las 48 h tras la
transfeccién con siGL (control) o siSLU7.

Realizamos un ensayo de RNA-CLIP con el fin de determinar el mecanismo de
regulacion de SLU7 sobre el splicing de SRSF3. Como se presenta en la Figura 39, se
detectd la unién de SLU7 al mRNA de SRSF3, lo cual sugiere que SLU7 puede actuar
de forma directa en la regulacién del splicing de SRSF3 participando en la escisién
del exén 4 para generar la isoforma 1 (SRSF3-I1SO1) que dard lugar a la proteina
funcional de SRSF3.

CLIP
Input IgG aSLU7
SRSF3 | wea= —-—

WB
s7 [= —

Figura 39. SLU7 modula directamente el splicing de SRSF3. Anilisis de RNA-CLIP para la deteccion
de la unién de SLU7 al mRNA de SRSF3 en las células PLC/PRF/5. El panel de arriba representa el
resultado de la PCR de SRSF3 en el cDNA de las muestras del input (extracto total) y de la fraccion de
CLIP tras la inmunoprecipitacion con el anticuerpo control (I1gG) o el anticuerpo anti-SLU7 (aSLU7).
El panel de abajo representa el analisis por Western blot de la expresion de SLU7 en las muestras de
proteina del input y los CLIPs con el IgG control o el anticuerpo anti-SLU7 (aSLU7).

A continuacidn, analizamos el efecto del silenciamiento de SLU7 sobre el splicing
de SRSF1 observando una alteracién en el procesamiento del pre-mRNA en las tres
lineas celulares, aunque con resultados diferentes (Figura 40). En concreto, en las
células PLC/PRF/5 y H358 el silenciamiento de SLU7 favorecid la escisién del exdon 4
dando lugar a una isoforma de menor tamafio denominada variante 6 (Var 6) de
SRSF1 (Figura 40A). Sin embargo, en las células Hela el analisis del splicing de SRSF1
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mediante esta misma PCR (PCR2 de la Figura 36B) no mostré diferencias
significativas. En esta linea celular, concretamente observamos que el
silenciamiento de SLU7 resultd en la incorporacién del intrén 3 (Var 2 y 3) en el
mMRNA de SRSF1 (Figura 40B).

A B
PLC/PRF/5 H358 Hela
siGL siSLU7 siGL siSLU7 siGL  siSLU7
: ' Var3 Var2,3
o === - - Vard ) .. nt3)
&._._-—— et RS S - - s VarlAa
“n <« \Var6
(AEx4)

Figura 40. SLU7 modula el splicing de SRSF1. (A) Analisis de la expresion del gen de SRSF1 mediante
la PCR2 (Figura 36B). El silenciamiento de SLU7 en las células transformadas PLC/PRF/5 y H358
promueve la escisién del exdn 4 en el mRNA de SRSF1 dando lugar a la variante 6 (Var6) (flecha). (B)
Andlisis de la expresién del gen de SRSF1 mediante la PCR1 (Figura 36B). El silenciamiento de SLU7
en las células transformadas Hela promueve la incorporacion del intron 3 en el mRNA de SRSF1
dando lugar a las variantes 2 y/o 3 (Var2 y Var3) (flecha).

La formacidn de la variante 6 en las células PLC/PRF/5 se confirmd mediante otra
PCR con una pareja de cebadores especificos para la amplificacidén de esta isoforma
(Figura 41).

PLC/PRF/5
A B N— :
siGL siSLU7-1siSLU7-2
Ver6 Qe SRSF1 [ U
(AEx4) - ™ (Varé)
<F(:cndtjnde‘cerminacitjn;:lrema‘curcn(PTC} SLU7 . -

Figura 41. El silenciamiento de SLU7 promueve la acumulacion de la variante 6 de SRSF1 en las
células PLC/PRF/5. (A) Representacion esquematica del mRNA de la variante 6 de SRSF1 (Var6). Se
indica la localizacidn de los cebadores utilizados para su deteccidn por PCR (flechas). (B) Andlisis de
la expresién de la variante 6 de SRSF1 mediante la PCR del apartado A en las células PLC/PRF/5 a las
48 h tras la transfeccidn con los dos siRNAs especificos de SLU7 (siSLU7-1 o siSLU7-2).
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Una vez confirmado en las distintas lineas celulares que el splicing de SRSF3 y
SRSF1 se veia significativamente alterado al disminuir la expresién de SLU7,
analizamos si estos cambios de expresidn repercutian en los niveles de ambas
proteinas SR.

Como se observa en la Figura 42, la expresion de la proteina SRSF1 disminuyé en
las tres lineas celulares silenciadas de SLU7. Sin embargo, las células siSLU7 no
mostraron cambios en la expresidn proteica de SRSF3 presentando el mismo nivel
de proteina que las células control.

PLC/PRF/5 Hela H358
siGL siSLU7  siGL siSLU7  siGL siSLU7
SRSF1| === | | —— ] | s —

SRSF3 | s (| o o o || o - o—

SLU7 | e == —_—— [ —

AcCtina| o v = = || s e e | [ c—c———

Figura 42. SLU7 es esencial para la expresion de SRSF1. Analisis mediante Western blot de la
expresion de SRSF1, SRSF3, SLU7 y actina, como control de carga, en las células PLC/PRF/5, Hela y
H358 a las 48 h del silenciamiento de SLU7.

3.3. Induccién de las proteinas truncadas de SRSF3 tras el silenciamiento de
SLU7

La retencion del exdn 4 en el mRNA de SRSF3 (SRSF3-1SO2) resulta en la
incorporacion de un PTC en el mensajero que, en condiciones normales, deberia ser
eliminado por el mecanismo de degradacién de mRNA sin sentido (NMD). Sin
embargo, también se ha descrito que en determinadas situaciones como, por
ejemplo, en la induccién de estrés oxidativo 1°82%>, esta isoforma alternativa de
SRSF3 puede dar lugar a una proteina truncada (SRSF3-TR) de menor tamafo que
ha perdido parte del dominio SR 198225,

Asi pues, decidimos volver a analizar la expresién proteica de SRSF3 tras el
silenciamiento de SLU7 con otro anticuerpo que reconoce una region mas proxima
al N-terminal (Aa 84-104, Thermo Fisher Scientific) presente en todas las posibles
isoformas de SRSF3.
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Como muestra la Figura 43A, al silenciar SLU7 en la linea celular H358, en la cual
habiamos observado una mayor induccion de la expresiéon de la isoforma
SRSF3-1SO2 tras el silenciamiento de SLU7 (Figura 37), detectamos varias proteinas
truncadas de SRSF3 (SRSF3-TR) de un peso molecular menor que 20 KDa. Para
confirmar que estas SRSF3-TR se sintetizaban a partir del transcrito de SRSF3-1SO2,
diseiamos un siRNA frente al exén 4 de SRSF3 (silSO2) permitiendo silenciar
exclusivamente la expresion de esta isoforma (Figura 43B). Como se observa en la
Figura 43A, el silenciamiento especifico de la expresion de la isoforma SRSF3-1S02
impidid la induccion de las formas truncadas de SRSF3 detectadas al silenciar SLU7.

A H358

siSLU7
siGL siSLU7 + silSO2

= zo“‘ ISO1
02 —[ W ||so2| &
gg 15— e 4. - - - i
E N 1502| £
n
SRSF3 — e aa» e aum
(MBL)
SLU7 e
B H358
siSLU7

siGL siSLU7  +silSO2

SLU7 [m= e ST

Figura 43. SLU7 previene la expresion de las proteinas truncadas de SRSF3. (A) Andlisis mediante
Western blot con el anticuerpo anti-SRSF3 de la casa comercial Thermo Fisher Scientific para detectar
la expresidn de SRSF3 (ISO1) y las proteinas truncadas de SRSF3 (SRSF3-TR) en las células H358 a las
48 h de la transfeccidn con siGL (control), siSLU7 o siSLU7+silSO2 (el siRNA especifico de la isoforma
que incorpora el exdn 4 en el mRNA de SRSF3, SRSF3-1SO2). En los paneles de la derecha se muestran
los fragmentos de la membrana a diferente exposicion del Western blot de SRSF3 (Thermo) para una
mejor deteccion de las proteinas truncadas de SRSF3 (SRSF3-TR). Andlisis mediante Western blot de
la expresién de SRSF3 (ISO1) con el anticuerpo de la casa comercial MBL que reconoce la isoforma 1
(ISO1). Se muestra la deteccidon de SLU7 como control del silenciamiento y la de actina como control
de carga. (B) Analisis del silenciamiento de SRSF3-I1SO2 (ISO2) mediante la PCR2 (Figura 36A) y de
SLU7 en las muestras analizadas en A.
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Conjuntamente, estos resultados muestran que SLU7 es esencial para el correcto
splicing y expresion tanto de SRSF1 como de SRSF3, impidiendo la expresion de las
isoformas truncadas de la proteina SRSF3. Asi pues, en base a estos resultados
obtenidos, sugerimos que SLU7 puede estar impidiendo la formacidon de los R-loops
a través de la regulacién de SRSF1 y SRSF3, sin descartar ademas una accion directa
0 a través de otros factores.

4. LAS PROTEINAS TRUNCADAS DE SRSF3 PARTICIPAN EN LA
ACUMULACION DE R-LOOPS INDUCIDA AL SILENCIAR SLU7

El silenciamiento de la expresion de SLU7 induce la acumulacién del transcrito
alternativo de SRSF3 (SRSF3-1SO2) y de sus proteinas truncadas (SRSF3-TR). Por ello,
decidimos evaluar la posible implicacién de estas SRSF3-TR en el fenotipo observado
al silenciar la expresion de SLU7.

4.1. El silenciamiento de SRSF3-ISO2 previene la alteracidon del splicing y
expresion de SRSF1 asociadas al silenciamiento de SLU7

En primer lugar, analizamos si la induccion de SRSF3-ISO2 tras el silenciamiento
de SLU7 presentaba un papel en el splicing y expresiéon de SRSF1. Como se muestra
en la Figura 44, la inhibiciéon de la induccién de SRSF3-ISO2 que resulta del
silenciamiento de SLU7 evité la induccidn de las variantes alternativas de SRSF1
(Var6 o Var2-3). Concretamente, en las células PLC/PRF/5 se corrigid la acumulacion
de la variante 6 (Figura 44A), mientras que en las células Hela se impidid la
induccidn de las variantes 2 y/o 3 (Figura 44B).

A PLC/PRF/5 B Hela
siSLU7 siSLU7
siGL  siSLU7 +S|ISOZ siGL siSLU7 +silSO2
- o o8 &5 - Var3 Var2,3
- Var4 - - <(+a|:vc3)
SRSF1 — Var5 W W e e we we | Varla
<« \Varb
ISO2 [ v v v ww = (AEX4) : . B e e
SLU7 | w= v -— -

Figura 44. Implicacion de SRSF3-1SO2 en el splicing alternativo de SRSF1. Andlisis del splicing de
SRSF1 en las células PLC/PRF/5 y Hela a las 48 h de la transfeccion con siGL (control), siSLU7 o
siSLU7+silSO2. (A) Andlisis de la PCR2 (Figura 36B) del gen de SRSF1 en las células PLC/PRF/5. La
flecha indica la acumulacién de la variante 6 (Var6) de SRSF1. Se muestran las PCRs de SRSF3-I1SO2 y
SLU7 como control de los silenciamientos. (B) Andlisis de la PCR1 (Figura 36B) del gen de SRSF1 en
las células Hela. La flecha indica la acumulacién de la variante 2 y/o 3 (Var2, 3) de SRSF1 (flecha). Se
muestran las PCRs de SRSF3-ISO2 (mediante la PCR2, Figura 36A) y SLU7 como control de los
silenciamientos.
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Mediante Western blot confirmamos que la correccion del splicing de SRSF1
venia acompanada de la recuperaciéon de los niveles de expresién de su proteina
(Figura 45).

PLC/PRF/5 Hela
siSLU7 siSLU7
siGL siSLU7 +5ilSO2 siGL siSLU7 +5ilSO2
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Figura 45. Implicacion de SRSF3-1SO2 en la regulacion de la expresion de SRSF1 por SLU7. Analisis
mediante Western blot de SRSF1, SLU7 y actina, como control de carga, en las células PLC/PRF/5 y
Hela a las 48 h de la transfeccion con siGL (control), siSLU7 o siSLU7+silSO2.

El conjunto de los ensayos demuestra que la isoforma SRSF3-ISO2 v,
probablemente, sus proteinas truncadas estan involucradas en las alteraciones de
la expresion de SRSF1 observadas en las células silenciadas de SLU7, ya que cuando
se impide la acumulacién de SRSF3-ISO2 en estas células, el splicing y la expresion
de SRSF1 no se ven afectados.

4.2. El silenciamiento de SRSF3-1SO2 previene la acumulacion de R-loops y la
induccion de daio en el DNA asociadas al silenciamiento SLU7

Continuamos caracterizando el papel de SRSF3-1SO2 en el fenotipo descrito al
silenciar SLU7. Como se ha mencionado anteriormente y de acuerdo con la
literatura 1, la induccion de R-loops observada al silenciar la expresiéon de SLU7
podria deberse a la inhibicion de la expresion de SRSF1 presente en estas células.
Como ya demostramos que la isoforma SRSF3-ISO2 estaba implicada en esta
inhibicién, decidimos analizar la formaciéon de R-loops mediante
inmunofluorescencia con el anticuerpo S9.6 en las células PLC/PRF/5 transfectadas
simultdneamente con siSLU7 y silSO2. Como se observa en la Figura 46A, la
acumulacién de R-loops en los nucleos de las células silenciadas de SLU7
(Figura 46A) se vio significativamente disminuida cuando se impidié la induccion de
SRSF3-ISO2 (Figura 46B).
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Figura 46. La isoforma SRSF3-I1SO2 favorece la formacion de R-loops en ausencia de SLU7. (A)
Inmunofluorescencia para la deteccion de R-loops con el anticuerpo S9.6 (rojo) en las células
PLC/PRF/5 a las 48 h de la transfeccion con siGL (control), siSLU7 o siSLU7+silSO2. Los nucleos se
tifneron con DAPI (azul). Se muestra el porcentaje de células con sefial S9.6 en el nucleo. Barra de
escala: 10 um. (B) Cuantificacion de la intensidad de S9.6 en los nucleos de las células mediante el
programa ImageJ. La sefial de DAPI se utilizé para crear una mascara del nucleo. Se indica el numero
de nucleos cuantificados por condicidn. Las barras rojas hacen referencia a la mediana de intensidad
$9.6 por condicién (****p<0,0001, Test U de Mann-Whitney).

De acuerdo con estos resultados, observamos que la prevencidn de la induccién
de SRSF3-1SO2 en las células PLC/PRF/5 y Hela silenciadas de SLU7 (Figura 45)
redujo la presencia de dafio en el DNA (Figura 47).
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Figura 47. La isoforma SRSF3-1SO2 participa en la induccion de dafio en el DNA al silenciar la
expresion de SLU7. Analisis mediante Western blot de H2AX fosforilado (y-H2AX), SLU7 y actina
como control de carga en las células PLC/PRF/5 y Hela a las 48 h de la transfeccidn con siGL (control),
siSLU7 o siSLU7+silSO2.

Estos resultados muestran que la acumulacién de R-loops y el dafo en el DNA
gue resultan del silenciamiento de SLU7 estan mediados en gran parte por la
alteracion del splicing de SRSF3 y la induccidn de las isoformas truncadas de SRSF3,
lo cual repercute en el mRNA de SRSF1 alterando su splicing e impidiendo la
expresion de su proteina.

4.3. Las proteinas truncadas de SRSF3 pueden actuar como dominante
negativo de SRSF3-1SO1

Nuestros datos muestran que la isoforma SRSF3-ISO2 juega un papel en la
inhibicion de SRSF1 mediada por el silenciamiento de SLU7. Como se ha
mencionado, estd demostrado que existe una regulacion mutua entre SRSF3-I1SO1 y
SRSF1, de forma que, por ejemplo, el silenciamiento de SRSF3 resulta en la
inhibicién de la expresion de SRSF1 224, En nuestro estudio, las alteraciones en la
expresion de SRSF1 se producen sin alteraciones en los niveles de la proteina
codificada por la isoforma SRSF3-ISO1 (Figura 42); por ello, postulamos que las
proteinas truncadas de SRSF3, codificadas por la isoforma SRSF3-1SO2, podrian estar
actuando como dominante negativo de SRSF3-ISO1. Para evaluar esta hipdtesis,
primero comparamos si el efecto sobre el splicing de SRSF1 del silenciamiento de
SRSF3 era similar al del silenciamiento de SLU7. El siRNA utilizado para el
silenciamiento de SRSF3 inhibe la expresiéon tanto de SRSF3-ISO1 como de
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SRSF3-1SO2. Como se observa en la Figura 48, tanto en las células PLC/PRF/5 como
en las células Hela, el silenciamiento de SRSF3 (siSRSF3) produjo las mismas
alteraciones en el splicing de SRSF1 que el silenciamiento de SLU7.

A B
PLC/PRF/S Hela
siSRSF3  siGL  siSLU7 siSRSF3 siGL siSLU7
3 2R Var2,3
'-i- = TP WS S S W ¢ (+Int3)
SRSF1 Al Ee - SS W1 varpa
il ol | Var6
—— (AEx4)

Figura 48. SRSF3 y SLU7 modulan el splicing de SRSF1 de forma similar. (A) Anadlisis mediante la
PCR2 (Figura 36B) del gen SRSF1. El silenciamiento de SRSF3 (siSRSF3) o SLU7 en las células
transformadas PLC/PRF/5 promueve la escision del exdn 4 en el mRNA de SRSF1 dando lugar a la
variante 6 (Vare, flecha). (B) Analisis mediante la PCR1 (Figura 36B) del gen SRSF1. El silenciamiento
de SRSF3 (siSRSF3) o SLU7 en las células transformadas HelLa promueve la incorporacion del intrén
3 en el MRNA de SRSF1 dando lugar a las variantes 2 y/o 3 (Var2,3, flecha).

Como era de esperar, estas alteraciones del splicing se tradujeron en la reduccion
de los niveles proteicos de SRSF1 en ambas lineas celulares, tanto al silenciar SLU7
como al silenciar SRSF3 (Figura 49).

PLC/PRF/5 Hela
siSRSF3 siGL siSLU7 siSRSF3 siGL siSLU7
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Figura 49. SRSF3 y SLU7 modulan la expresion de SRSF1. Anadlisis mediante Western blot de la
expresion de SRSF1, SLU7 y SRSF3 en las células PLC/PRF/5 y Hela a las 48 h de la transfeccién con
siGL (control), siSLU7 o siSRSF3.
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A continuacién, evaluamos la presencia de R-loops tras el silenciamiento de
SRSF3. Como se observa en la Figura 50, el andlisis de inmunofluorescencia para la
deteccidon de R-loops revelé que el silenciamiento de SRSF3 en las células PLC/PRF/5
promovia la formacion de hibridos de RNA:DNA o R-loops.

siGL SiSRSF3

DAPI

R-loops (S9.6)

Figura 50. SRSF3 previene la formaciéon de R-loops. Inmunofluorescencia para la deteccién de
R-loops con el anticuerpo $9.6 (rojo) en las células PLC/PRF/5 a las 48 h de la transfeccién con siGL
(control) o siSRSF3. Los nucleos se tifieron con DAPI (azul). Barra de escala: 10 um.

Una vez comprobado que el silenciamiento de SRSF3 fenocopiaba muchos de los
eventos observados al silenciar SLU7, decidimos comprobar si la induccién de
SRSF3-ISO2 observada al silenciar SLU7 podia estar inhibiendo la actividad de
SRSF3-ISO1. Para ello, analizamos la expresién de p53B, una isoforma de p53
generada por splicing alternativo tras la inhibicion de SRSF3-I1SO1 2?6, Como se
observa en la Figura 51, confirmamos la induccién descrita de p53B tras el
silenciamiento de SRSF3 y detectamos este mismo efecto tras el silenciamiento de
SLU7. Ademas, cuando se evitd la acumulacion de SRSF3-1SO2 en las células
silenciadas de SLU7 (siSLU7+silSO2) claramente se impidié la induccidon de este
splicing alternativo de p53. Este resultado sugiere que la induccidn de la expresion
de p53p en las células siSLU7 podria deberse a la funcién inhibitoria de las formas
SRSF3-TR sobre SRSF3-1SO1.
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Figura 51. La induccidn de p53 tras el silenciamiento de la expresion de SLU7 depende de SRSF3-
1SO2. Analisis mediante PCR a tiempo real de la expresién de p53p en las células PLC/PRF/5 a las 48
h de la transfeccion con siGL (control), siSLU7, siSLU7+silSO2 o siSRSF3 (*p<0,05).

El conjunto de nuestros resultados nos permite sugerir que las proteinas
truncadas de SRSF3, inducidas al silenciar la expresién de SLU7, podrian actuar
como dominante negativo de la actividad de SRSF3-I1SO1 repercutiendo, entre otras,
en la expresion de SRSF1, en la formaciéon de R-loops y en la induccién de dafio en
el DNA.

5.LAS PROTEINAS TRUNCADAS DE SRSF3 PARTICIPAN EN LAS
ALTERACIONES MITOTICAS OBSERVADAS EN LAS CELULAS
SILENCIADAS DE SLU7

5.1. La prevencion de la expresion de SRSF3-1SO2 en las células silenciadas
de SLU7 revierte la parada en el ciclo celular y previene la muerte por
apoptosis

Continuamos caracterizando hasta qué punto SRSF3-ISO2 y sus proteinas
truncadas participaban en el fenotipo que resultaba del silenciamiento de SLU7.
Como ya se ha mencionado al inicio, el efecto mas evidente y contundente del
silenciamiento de SLU7 en las células transformadas es la muerte por apoptosis 2%2
gue en este trabajo hemos demostrado que estd precedida por una parada
prolongada en mitosis (Figura 15).

Por ello analizamos si la prevencion de la inducciéon de SRSF3-ISO2 tenia efecto
en la respuesta apoptética observada en las células PLC/PRF/5 silenciadas de SLU7,
analizando por Western blot la escisién de la proteina PARP1 (Poly (ADP-ribose)
Polymerase) como marcador de apoptosis. Como se muestra en la Figura 52, la
inhibicién de la induccion de SRSF3-1SO2 en las células silenciadas de SLU7
(siSLU7+silSO2) impidio la fragmentacién de PARP1.
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Figura 52. La inhibicion de la expresion de SRSF3-1SO2 en las células silenciadas de SLU7 previene
su muerte por apoptosis. (A) Analisis por Western blot de PARP1 (Poly (ADP-ribose) Polymerase) en
las células PLC/PRF/5 tras 72 h de transfeccidn con siGL (control), siSLU7, silSO2 o siSLU7+silSO2. Se
muestra un Western blot representativo del silenciamiento de SLU7 y de actina como control de
carga. (B) Andlisis del silenciamiento de SRSF3-1SO2 (ISO2) (PCR2 en Figura 36A) y SLU7 mediante
PCR en las células del apartado A.

A continuacidn, analizamos si este efecto estaba precedido por una recuperacion
de la progresion en el ciclo celular. Como se observa en la Figura 53, la inhibicién de
la induccion de SRSF3-I1SO2 claramente rescaté a las células siSLU7 de la parada en
la fase G2/M.
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Figura 53. SRSF3-1SO2 media en la parada en el ciclo celular inducida al silenciar SLU7. La progresion
en el ciclo celular se analizd mediante FACS en las células PLC/PRF/5 a las 48 h tras la transfeccion
con siGL (control), siSLU7 o siSLU7+silSO2. Se indica el porcentaje de células en la fase G2/M.
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Estos resultados demuestran que tanto la muerte (Figura 52) como la parada en
el ciclo celular (Figura 53), ambas inducidas al silenciar la expresion de SLU7, se
recuperan cuando se previene la expresién de SRSF3-1SO2, lo cual sugiere un papel
de estas isoformas truncadas de SRSF3 en las alteraciones mitéticas observadas.

5.2. El silenciamiento de SRSF3-1SO2 corrige la falta de cohesion entre las
cromatidas hermanas inducida al silenciar SLU7

Hemos demostrado que la parada en mitosis observada en las células siSLU7 esta
estrechamente relacionada con la falta de cohesion entre las cromatidas hermanas
(Figura 22), como consecuencia de una alteracion en el splicing y expresion de
sororina (Figura 24). Por ello, quisimos estudiar si SRSF3-1SO2 juega un papel en
estos procesos descritos analizando el efecto de la inhibicion de la expresién de las
SRSF3-TR en las células PLC/PRF/5 también silenciadas de SLU7.

En primer lugar y como se muestra en la Figura 54, el silenciamiento de
SRSF3-1SO2 recuperd la unién entre las cromatidas hermanas alterada al silenciar
SLU7, explicando el restablecimiento de la progresién del ciclo celular observado en
estas células (Figura 53).
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Figura 54. SRSF3-ISO2 participa en la alteracion de la cohesion de las cromatidas hermanas
inducida al silenciar SLU7. Imdagenes de extension de cromosomas en metafase de las células
PLC/PRF/S tras 48 h de transfeccidn de siGL (control), siSLU7 o siSLU7+silSO2 y 3 h de tratamiento
con nocodazol. Barra de escala: 10 um.
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A continuacidn, decidimos estudiar si este restablecimiento de la cohesién de las
cromatidas hermanas en las células siSLU7+silSO2 podia deberse a la correccion de
la expresidn de sororina. Asi pues, evaluamos el papel de SRSF3-I1SO2 en el splicing
y la expresion de sororina en las células PLC/PRF/5, HelLa y H358. Como se observa
en la Figura 55, la alteracion en el splicing de sororina fue corregida al impedir la
induccion de SRSF3-ISO2 en todas las lineas celulares en las que se habia silenciado
a su vez la expresion de SLU7.
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Figura 55. El silenciamiento de SRSF3-1SO2 corrige el splicing aberrante de sororina inducido al
silenciar SLU7. (A) Analisis por PCR a tiempo real de la expresion de SLU7, de la isoforma SRSF3-1SO2
y de la incorporacién del intrén 1 en el mRNA de sororina (sororina int1l) (PCR1 de la Figura 23) en
las células PLC/PRF/5 a las 48 h de la transfeccidn con siGL (control), siSLU7, silSO2 o siSLU7+silSO2
(*p<0,05 respecto a siSLU7). (B) Analisis de los transcritos de sororina mediante la PCR3 (Figura 23)
en las lineas celulares PLC/PRF/5 (PLC), HelLa y H358 a las 48 h de la transfeccién con siGL (control),
siSLU7 o siSLU7+ silSO2. Las flechas indican la incorporacidn aberrante del intrén 1y 2 en el mRNA
de sororina.

Nuestros datos muestran que las isoformas SRSF3-TR podrian ejercer una
funcién de dominante negativo sobre la actividad de SRSF3-I1SO1 interfiriendo, por
ejemplo, en la regulacion del splicing y la expresion de SRSF1. Por ello, decidimos
estudiar si este era el caso también de la regulacién del splicing de sororina. Para
ello, analizamos el efecto de la disminucién de la expresidon de SRSF3 sobre el
splicing de sororina.



Resultados

Inesperadamente y como se muestra en la Figura 56, a diferencia del
silenciamiento de SLU7, el silenciamiento de SRSF3 no alterd el procesamiento de
los intrones 1 y 2 del pre-mRNA de sororina en ninguna de las lineas estudiadas,
expresandose exclusivamente el mRNA procesado. Estos resultados, sugieren que
la alteracion del splicing de sororina observada al silenciar SLU7 no esta asociada a
una inhibicién de SRSF3-ISO1. Por tanto, descartada la funcién dominante negativo
de las SRSF3-TR sobre la actividad de SRSF3-1SO1, concluimos que las isoformas
truncadas (SRSF3-TR) podrian inducir directamente el splicing aberrante de
sororina.
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Figura 56. SRSF3 no regula el splicing de sororina. Andlisis mediante PCR de los transcritos de
sororina (PCR3 de la Figura 23), de SLU7 y de SRSF3-I1SO1 (PCR3 de la Figura 36A) en las lineas
celulares PLC/PRF/5, HelLa y H358 a las 48 h de la transfeccidn con siGL (control), siSLU7 o siSRSF3.
La flecha indica la incorporacidn aberrante del intrén 1y 2 al mRNA de sororina.

5.3. Las proteinas truncadas de SRSF3 regulan de forma directa el splicing
alternativo de sororina

Con objeto de evaluar el papel directo de las proteinas truncadas de SRSF3,
disefiamos tres construcciones distintas de sobreexpresién de SRSF3-1SO2
(Figura 57). Las construcciones se diferencian en el tamafio del inserto clonado:
(1) pcDNA-SRSF3-1SO2 Exon4 incluye el cDNA de SRSF3 hasta el final del exén 4,
(2) pcDNA-SRSF3-ISO2 V5 hasta el PTC del exdn 4 y con la secuencia V5 fusionada y
(3) pcDNA-SRSF3-1SO2 Stop finaliza en el PTC del exdn 4.
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Figura 57. Representacion esquematica de las construcciones de SRSF3-1SO2. Se representa el gen
de SRSF3, sus isoformas (ISO1 e 1SO2), los dominios RRM y SR y las construcciones generadas en el
pldasmido pcDNAS3 para la sobreexpresién de SRSF3-1SO2.

En primer lugar, analizamos mediante Western blot |la expresion de SRSF3 con el
anticuerpo que reconoce todas las isoformas (Thermo Fisher Scientific) en las
células PLC/PRF/5 a las 48 horas de la transfeccion de las distintas construcciones.
Como se observa en la Figura 58, la expresién de la proteina de SRSF3-ISO1 no se
vio alterada con la transfeccién de las construcciones. Sin embargo, hay que
destacar que el patréon de expresiéon de las proteinas generadas por las
construcciones no se correspondia al patrén de expresion detectado cuando se
indujo la expresion de la isoforma SRSF3-ISO2 enddgena al silenciar SLU7
(Figura 43). Con las construcciones se detecté una uUnica isoforma de alrededor de
15 KDa, cuyo tamafio aumentd por la fusion del epitope V5. Sin embargo, no se
detectd la banda de casi 20 KDa que se expresaba al silenciar SLU7 y que claramente
se veia inhibida tras la co-transfeccién con el silSO2 (Figura 43).
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Figura 58. Construcciones de SRSF3-1SO2 para sobreexpresar las proteinas SRSF3-TR. Analisis
mediante Western blot de la expresidon de SRSF3 (anticuerpo anti-SRSF3 de Thermo), V5 y actina
como control de carga en las PLC/PRF/5 tras 48 h de la transfeccidon con el plasmido control (pcDNA3)
o los plasmidos de sobreexpresién pcDNA-SRSF3-ISO2 Exon4, V5 y Stop. La flecha indica la expresion
de SRSF3-ISO1.



Resultados

A continuacidn, analizamos mediante PCR a tiempo real el splicing de sororina
tras la sobreexpresion de estas construcciones. Como se observa en la Figura 59,
todas las construcciones indujeron de forma significativa los transcritos no
procesados de sororina, incorporando el intrén 1y 2 en su mRNA y reproduciendo
las alteraciones de expresion de sororina descritas al silenciar la expresion de SLU7.
Por tanto, estos resultados demuestran por primera vez la implicacién de las
SRSF3-TR en la regulacién del splicing de sororina.
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Figura 59. La sobreexpresion de SRSF3-1SO2 altera el splicing de sororina. Anilisis por PCR a tiempo
real de la incorporacion del intrén 1 (sororina Int1) (PCR1 de la Figura 23) y el intrén 2 (sororina Int2)
(PCR2 de la Figura 23) en el mRNA de sororina en las células PLC/PRF/5 a las 48 h de la transfeccién
con el plasmido control (pcDNA3) o los tres plasmidos de sobreexpresion de SRSF3-1SO2, pcDNA-
SRSF3-1SO2 Exon4, V5 y Stop (*p<0,05 respecto al plasmido control).

Con el objetivo de profundizar en el mecanismo por el cual las SRSF3-TR podian
estar induciendo el splicing aberrante de sororina, mediante analisis bioinformatico
identificamos dos posibles motivos de unién para SRSF3 en el intrén 1 de sororina
(Figura 60). Por ello decidimos estudiar si las proteinas truncadas de SRSF3 eran
capaces de unirse a estos motivos y, asi, regular la retencién del intrén 1.

Para analizar esta hipétesis, sintetizamos dos oligos de mRNA biotinilados
correspondientes a cada una de las secuencias predichas de unién a SRSF3 (O1y
02) (Figura 60). Como control negativo sintetizamos el oligo 1 con 3 nucleétidos
modificados (rojo) en el motivo de unién descrito (Figura 60). Utilizando estos
oligos, realizamos un ensayo de RNA-pull down en las células PLC/PRF/5
transfectadas con uno de los plasmidos de sobreexpresion de SRSF3-1SO2.
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Intrén 1 del gen de Sororina

GTGAGCGGAGGGCGCGCGGGAGACGTGAGGTCGAGCCGTTTGGGGGACGCAGTCC
GGTGAAAGATGGCCTCTTCCCTCCCGCTGCCGCCGCCGGAGGAGGCGCCCTTAAA
AGGGCTTGTTTGGGAATCTTCTCGCTGTCTCTAGAACCTGTTCTCTGGACTCTAA
GGTCTAGAGTCCTCCTCTACCACTTAACTTTTTTCTCTTTCCAG

Oligo 1 mutado GCCUCUUCACGCACGCUGCCG

Figura 60. Motivos predichos de union de SRSF3 en el intrén 1 del gen de sororina. Secuencia del
intrén 1 del gen de sororina con los sitios predichos de unidn para SRSF3 resaltados en azul. En
negrita, se muestra la secuencia correspondiente a los oligos (O1 y 02) de RNA biotinilados
sintetizados para realizar el ensayo de RNA-pull down. En la parte inferior se indica la secuencia del
oligo 1 mutado utilizado como control negativo, los cambios de nucleédtidos en el motivo de union
aparecen marcados en rojo.

Como se observa en la Figura 61A, el Western blot de SRSF3 (anticuerpo de
Thermo Fisher Scientific) reveld la unién de la isoforma SRSF3-1SO1 a los oligos 01
y 02 en las células control transfectadas con el pldasmido control (pcDNAS3),
demostrando la capacidad de SRSF3-I1SO1 de unirse a las secuencias presentes en el
intron 1 de sororina. Mas importante, nuestros datos mostraron que en las células
gue sobreexpresaban SRSF3-1S02, la isoforma truncada de SRSF3 también era capaz
de unirse a los dos oligos. En este punto, decidimos estudiar si las isoformas de
SRSF3 inducidas tras el silenciamiento de la expresidon de SLU7 eran capaces de
unirse a los oligos O1 y 02. Como se observa en la Figura 61B, a las 48 horas tras el
silenciamiento de la expresion de SLU7 en las células PLC/PRF/5 las dos isoformas
de SRSF3-TR inducidas eran capaces de unirse a los oligos O1 y 02 del intrén 1 de
sororina.

Para confirmar la especificidad de esta unidn, repetimos el experimento con el
oligo 1 y con el mismo oligo con la secuencia del motivo de unién a SRSF3 mutada.
Como se aprecia en la Figura 61C, las proteinas SRSF3-TR unidas al oligo 1 tras el
silenciamiento de SLU7 no se unieron al oligo mutado (MUT), confirmando la
especificidad de la unién de las SRSF3-TR al intréon 1 de sororina.
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Figura 61. SRSF3-1SO1 y las proteinas truncadas de SRSF3 se unen al intrén 1 de sororina. Deteccion
mediante Western blot de SRSF3 (anticuerpo de Thermo Fisher Scientific) en el extracto proteico
obtenido tras el RNA-pull-down con los oligos de RNA biotilinados (01 y 02) que contienen las
secuencias consenso de union de SRSF3 en el intrén 1 de la sororina. (A) Las células PLC/PRF/5 fueron
transfectadas con uno de los plasmidos de sobreexpresién de SRSF3-1SO2 (pcDNA-SRSF3-1S02) o el
correspondiente plasmido vacio como control (pcDNA3). Tras el RNA-pull-down se observa que la
isoforma SRSF3-I1SO1 se une a ambos oligos en todas las muestras y la isoforma SRSF3-I1SO2 en las
células que la sobreexpresan. (B) Las células PLC/PRF/5 fueron transfectadas con siGL (control) o
siSLU7 y el RNA-pull-down se realizé a las 48 h. Las dos isoformas SRSF3-TR inducidas tras el
silenciamiento de SLU7 se unen a ambos oligos (flechas). (C) El experimento descrito en B se repitid
realizando el RNA-pull-down con el O1 y el mismo oligo con la secuencia consenso de unién mutada
(MUT). Las isoformas SRSF3-TR inducidas tras el silenciamiento de SLU7 que se unen al oligo 01 no
se unen al oligo MUT.

Nuestros datos muestran que todas las isoformas de SRSF3 (ISO1 e ISO2) se unen
a los motivos de unidn descritos en el intrén 1 de sororina. Cabe mencionar que las
proteinas truncadas de SRSF3 pierden parte del dominio SR de interaccidn con otras
proteinas, aunque siguen manteniendo el dominio de unién al RNA (RRM). Por ello,
postulamos que mientras que la union de SRSF3-I1SO1 es requerida para el correcto
splicing de sororina, la asociacion de las SRSF3-TR a los motivos presentes en el
intron 1 de sororina altera su splicing, probablemente, modificando el
reclutamiento de los factores que participan en el procesamiento de su pre-mRNA.
Es llamativo que esta alteracidn no se puede achacar a una funcién de SRSF3-TR
como dominante negativo de SRSF3-ISO1, puesto que el silenciamiento de SRSF3 no
repercute en el splicing del intrén.
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En resumen, todos estos resultados demuestran por primera vez, que las
proteinas truncadas de SRSF3 podrian tener una funcion propia y podrian contribuir
a la generacién del ambiente de inestabilidad genédmica observado al silenciar Ia
expresion de SLU7.

6. El microRNA miR-17 PREVIENE EL FENOTIPO ALTERADO DE LAS
CELULAS TRANSFORMADAS SILENCIADAS DE SLU7

En un trabajo previo de nuestro grupo, se demostré que la muerte de las células
transformadas observada al silenciar la expresion de SLU7 dependia de la inhibicion
del cluster oncogénico de microRNAs miR17-92. Mdas en concreto, demostramos
que miR-17 rescataba de la muerte a las células transformadas silenciadas de
SLU7 202,

En el presente trabajo, hemos profundizado mas en los eventos que anteceden
la muerte programada de las células transformadas al silenciar SLU7 y hemos
demostrado la induccion de una parada en el ciclo celular asociada a la alteracidn
de la cohesidn de las cromatidas hermanas.

Ademas, hemos demostrado el papel indispensable de la isoforma SRSF3-I1SO2 y
de las proteinas truncadas de SRSF3 en el desarrollo de este fenotipo.

Por todo ello, nos preguntamos si la falta de miR-17 inducida al silenciar SLU7
podia estar participando en los eventos descritos en esta tesis.

6.1. La expresion de miR-17 corrige las alteraciones mitoticas

Asi pues, en primer lugar, analizamos el efecto de miR-17 en la progresion del
ciclo de las células PLC/PRF/5, HelLa y H358 silenciadas de SLU7. Como se muestra
en la Figura 62, la co-transfeccion de miR-17 corrigié la parada en el ciclo celular
inducida por la disminucion de la expresion de SLU7 en las tres lineas celulares
(Figura 62A). Ademas, miR-17 permitié la progresién en el ciclo celular de estas
mismas células PLC/PRF/5 tras la eliminacion del tratamiento con nocodazol
durante toda la noche (Figura 62B).

130



Resultados

A ) ) siSLU7 +
siGL siSLU7 miR-17
Q 26 oo 4 898 102
W 33% = 10%
e =
<
(&)
- o
a 00w 19508 200K 290w ° -0 WO 15C8 200 240e
0 - - &
W & 21% ) 30% 23%
(22] -
I N ]
[ B 17% 14%
-l =
v -
I w
B ) ) siSLU7 +
siGL siSLU7 miR-17

Tratamiento con nocodazol

Figura 62. miR-17 previene la parada en el ciclo celular inducida al silenciar SLU7. (A) La progresion
en el ciclo celular se analizé mediante FACS en las lineas celulares PLC/PRF/5, HeLay H358 a las 48 h
tras la transfeccidn con siGL (control), siSLU7 o siSLU7+miR-17. Se indica el porcentaje de células en
la fase G2/M. (B) Analisis del ciclo celular por FACS de las células PLC/PRF/5 a las 48 h tras la
transfeccidn con siGL (control), siSLU7 o siSLU7+miR-17 y tras el tratamiento con nocodazol durante
toda la noche (0 h) o a las 6 h de cultivo tras la eliminacidn del tratamiento. Se indica el porcentaje
de células en la fase G2/M.
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A la vista de estos resultados, analizamos el estado de la cohesion entre las
cromatidas hermanas en las células PLC/PRF/5 y Hela silenciadas de SLU7 y
transfectadas con miR-17. La Figura 63 muestra que la expresion de miR-17 en las
células silenciadas de SLU7 corrigié la falta de cohesidn recuperando la
conformacion tipica en X de los cromosomas metafasicos.
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Figura 63. La expresion de miR-17 corrige la falta de cohesion entre las cromatidas hermanas
inducida al silenciar SLU7. Imdagenes de extension de cromosomas en metafase de las células
PLC/PRF/5 y Hela tras 48 h de transfeccion de siGL (control), siSLU7 o siSLU7+miR-17 y 3 h de
tratamiento con nocodazol. Barra de escala: 10 um. Se muestra la foto ampliada de un cromosoma
caracteristico en cada condicidn.

Llegados a este punto, decidimos estudiar si miR-17 revertia la alteracion del
splicing de sororina inducida tras el silenciamiento de la expresién de SLU7.
Llamativamente, como se muestra en la Figura 64A, en las lineas celulares
PLC/PRF/5, Hela y H358 observamos que la retencién aberrante del intron 1y 2 en
las células siSLU7 se vio impedida cuando las células fueron transfectadas con
miR-17. Estos mismos resultados se confirmaron mediante PCR a tiempo real
(Figura 64B).
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Figura 64. La expresion de miR-17 previene el splicing aberrante de sororina inducido al silenciar
SLU7. (A) Analisis de los transcritos de sororina mediante la PCR3 (Figura 23) en las lineas celulares
PLC/PRF/5 (PLC), HeLa y H358 a las 48 h de la transfeccién con siGL (control), siSLU7 o
siSLU7+miR-17. Las flechas indican la incorporacion aberrante del intrén 1y 2 al mRNA de sororina.
(B) Analisis por PCR a tiempo real de la incorporacion del intrén 1 en el mRNA de sororina (sororina
int1) (PCR1 de Figura 23) en las tres lineas celulares a las 48 h de la transfeccion con siGL (control),
siSLU7, siGL+miR-17 o siSLU7+miR-17 (**p<0,01 respecto al control).

De acuerdo con ello, la expresion de miR-17 en las células silenciadas de SLU7
restauré los niveles de proteina de sororina (Figura 65).

PLC/PRF/5

siSLU7 + siSLU7 +
siGL siSLU7 miR-Cont miR-17

Sororina | - e — w— — e GHD D
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Actina

Figura 65. La expresion de miR-17 recupera la expresion de sororina en las células silenciadas de
SLU7. Andlisis mediante Western blot de la expresién de sororina, SLU7 y actina, como control de
carga, en las células PLC/PRF/5 a las 48 h de la transfeccién con siGL (control), siSLU7,
siSLU7+miR-Control (miR-Cont) o siSLU7+miR-17.

133



Resultados

Asi pues, nuestros datos muestran que las alteraciones mitéticas que preceden
a la muerte de las células transformadas inducidas al silenciar SLU7 podrian estar
relacionadas con la disminucién de la expresion del oncomir miR-17, dado que su
transfeccidn previene el desarrollo de este fenotipo y, por tanto, la muerte final.
Puesto que nuestros datos muestran que estas alteraciones estan también
asociadas a la induccion del splicing aberrante de SRSF3 y a la acumulacién de la
isoforma SRSF3-1SO2 al silenciar SLU7, quisimos explorar si esta acumulacién se
podia asociar a la caida de expresidon de miR-17.

6.2. Implicacion de miR-17 en la regulacion de la expresion de SRSF3-1SO2

Las células han desarrollado distintos mecanismos para evitar la acumulacién y
expresion de proteinas truncadas que puedan perjudicar su viabilidad, un ejemplo
de ello es la regulacién mediada por los microRNAs 2?7, En este contexto, la
incorporacion de un PTC en el mRNA redefine toda la secuencia corriente abajo
como una secuencia de terminacién 3'UTR. Estas regiones pueden incluir elementos
de respuesta a microRNAs que al ser reconocidos llevan a la aceleracién del proceso
de deadenilaciéon del mRNA junto con la inhibicidn de la traduccidn 2.

En este sentido, nos planteamos si la incorporacidn de un PTC en el exén 4 del
MRNA de SRSF3-ISO2 podria redefinir la regién posterior del mRNA como 3’UTR
haciéndola susceptible al reconocimiento y degradacién por miR-17, y controlando
asi que estas isoformas truncadas de SRSF3 no se expresen en condiciones
normales.

Para verificar esta hipdtesis, realizamos un andlisis bioinformatico para la
determinacion de sitios de unién de miR-17 en el exdn 4 de SRSF3, identificAndose
un posible motivo de unién en esta region de estudio (Figura 66). Para estudiar si
SRSF3-1SO2 podia ser una diana de miR-17, clonamos la secuencia del exén 4
completa (pExon4) (Figura 66) fusionada a la region terminal 3’ del gen de luciferasa
en el plasmido reportero pMiR Luciferasa. Como control negativo, generamos otra
construccion clonando el exén 4 con la secuencia semilla de miR-17 mutada (pMut)
(Figura 66).
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hsa-miR-17 3’ -UGAUGGACGUGACAUUCGUGAAAC-5"
* kk * * dodkdk  kokokok

5’ ~AUUAGCCAGUCAACUAGACAGUUC-3"
3’ -UGAUGGACGUGACAUUCGUGAAAC-5"

* %% % * * % * %

SRSF3-ExondMUT
hsa-miR-17

Figura 66. Posible secuencia de unién de miR-17 en el exdn 4 de SRSF3. Secuencia de union de
miR-17 en el exdén 4 de SRSF3 identificada mediante andlisis bioinformatico. Los nucleétidos
correspondientes a la secuencia semilla estan subrayados. La secuencia superior corresponde al
fragmento del exdn 4 clonado como 3’UTR en el plasmido luciferasa pMIR-reportero (pEXON4). La
secuencia inferior representa el mismo fragmento con tres mutaciones (negrita) en el motivo de
reconocimiento de miR-17 clonado como control negativo (pMut).

Transfectamos ambos plasmidos en las células PLC/PRF/5 y Hela junto con el
microRNA miR-17 o un microRNA como control negativo (miR-control) vy
comparamos la actividad luciferasa entre las diferentes condiciones. Como se
muestra en la Figura 67, en ambas lineas celulares observamos una caida
significativa de la actividad luciferasa Unicamente cuando fueron transfectadas con
miR-17 y el plasmido del exdn 4. Sin embargo, miR-17 no alterd la actividad
luciferasa del plasmido Exon4 con la secuencia semilla mutada (pMut) confirmando
gue este exon y, por lo tanto, la isoforma SRSF3-ISO2 es una diana de miR-17.
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Figura 67. miR-17 se une a la secuencia semilla del exén 4 de SRSF3. Cuantificacion de la actividad
luciferasa de los plasmidos pExon4 y pMut (control) en presencia de miR-control o miR-17 en las
lineas celulares PLC/PRF/5 y Hela (*p<0,05 respecto al control pExon4+miR-control).
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Finalmente, analizamos la expresion génica y proteica de SRSF3 en las células
silenciadas de SLU7 y transfectadas con miR-17. Como se observa en la Figura 68A
y B y confirmando lo descrito anteriormente, la expresién de miR-17 impidid la
acumulacion de la isoforma alternativa SRSF3-I1SO2 tras el silenciamiento de SLU7
en las tres lineas celulares. De acuerdo con ello, tampoco se detectd expresion de
las proteinas truncadas de SRSF3 (SRSF3-TR) al silenciar la expresion de SLU7 en las
células H358 (Figura 68C).
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Figura 68. miR-17 previene la acumulacion de SRSF3-1SO2 y la expresion de las proteinas truncadas
de SRSF3. (A) Analisis por PCR a tiempo real de la incorporacion del exén 4 en el mRNA de SRSF3
(SRSF3-1SO2) (PCR2 de la Figura 36A) en las células PLC/PRF/5 (PLC), HeLa y H358 a las 48 h de la
transfeccidn con siGL (control), siSLU7 o siSLU7+miR-17 (*p<0,05 **p<0,01 respecto al control en la
condicidn de siSLU7 y respecto a siSLU7 en la condicion de siSLU7+silSO2). (B) Analisis de la expresidn
de SRSF3-I1SO2 mediante la PCR2 (Figura 36A) y de SLU7 en las muestras descritas en A. (C) Analisis
mediante Western blot de SRSF3 con el anticuerpo anti-SRSF3 de Thermo Fisher Scientific y actina,
como control de carga, en los extractos de proteinas de las células H358 descritas en A. Las flechas
sefialan la expresion de las proteinas truncadas de SRSF3 (SRSF3-TR).
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Todos estos datos muestran que SLU7 es un importante regulador del splicing y
expresion de SRSF3, evitando la expresidon de SRSF3-ISO2 y de las proteinas
truncadas de SRSF3 a través de, al menos, dos mecanismos. Por un lado, SLU7 regula
el splicing de SRSF3 garantizando el procesamiento correcto del exén 4 (Figura 37)
y favoreciendo asi la expresion de la isoforma SRSF3-1SO1 vy, por otro lado, controla
la expresién de miR-17 292 que impide la acumulacién del mRNA de SRSF3-I1SO2
(Figura 68).

6.3. miR-17 previene el splicing aberrante de SRSF1 y la acumulacion de
R-loops

Una vez establecida la relacién entre miR-17 y SRSF3-1SO2, decidimos estudiar el
papel de miR-17 en todos los fenotipos asociados a la induccién de SRSF3-ISO2.

En primer lugar, analizamos el splicing de SRSF1 en las lineas celulares PLC/PRF/5
y Hela co-transfectadas con siSLU7 y miR-17. Como se muestra en la Figura 69, la
expresion de miR-17 claramente corrigié la acumulacién de la variante 6 (Var 6)
observada en las células PLC/PRF/5 y las variantes 2 y/o 3 (Var2,3) en las células
Hela al silenciar SLU7.
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Figura 69. miR-17 previene el splicing aberrante de SRSF1. (A) Analisis mediante PCR de la expresion
de SRSF1 (PCR2 en Figura 36B), SRSF3-ISO2 y SLU7 en las células PLC/PRF/5 a las 48 h de la
transfeccidn con siGL (control), siSLU7 o siSLU7+miR-17. La flecha indica la variante 6 (Var6). (B)
Anaélisis mediante PCR de la expresion de SRSF1 (PCR1 en Figura 36B), SRSF3-1SO2 (PCR2 en
Figura 36A) y SLU7 en las células Hela a las 48 h de la transfeccidn con siGL (control), siSLU7 o
siSLU7+miR-17. La flecha indica la variante 2 y/o 3 (Var2,3).
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Por ultimo, analizamos el efecto de la expresién de miR-17 sobre la formacién de
R-loops. Los resultados de microscopia de fluorescencia de las células PLC/PRF/5
(Figura 70A) revelaron una disminucidn significativa de la sefial $9.6 (Figura 70B) en
los nucleos de las células transfectadas simultdaneamente con siSLU7 y miR-17,
demostrando asi el papel protector de miR-17 en la acumulacién de R-loops
inducida al silenciar SLU7.
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Figura 70. miR-17 previene la formacion de R-loops en ausencia de SLU7. (A) Inmunofluorescencia
para la deteccién de R-loops con el anticuerpo $9.6 (rojo) en las células PLC/PRF/5 a las 48 h de la
transfeccidn con siGL (control), siSLU7 o siSLU7+miR-17. Los nucleos se tifieron con DAPI (azul). Barra
de escala: 10 um. (B) Cuantificacion de la intensidad de $9.6 en los nucleos de las células mediante
el programa Imagel. La sefial de DAPI se utilizd para crear una mascara del nicleo. Se indica el
numero de nucleos cuantificados por condicion. Las barras rojas hacen referencia a la mediana de
intensidad $9.6 por condicién (****p<0,0001, Test U de Mann-Whitney).
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En conclusidn, nuestros datos confirman el papel relevante de la disminucion de
la expresion de miR-17 en el fenotipo desencadenado al silenciar SLU7, en gran
parte mediado por el control que ejerce evitando la acumulacién de la isoforma
SRSF3-1S02.

7.LA AUSENCIA DE SLU7 EN EL HIGADO DE RATON INDUCE
INESTABILIDAD GENOMICA

Todos nuestros datos muestran que SLU7 actia como un guardian del genoma
gue garantiza la estabilidad genética evitando la acumulacion de dafo en el DNA y
mutaciones asociadas a la formacién de R-loops, ademds de prevenir alteraciones
cromosomicas asociadas a defectos en la segregacién de los cromosomas durante
la mitosis.

Por ello, en este punto decidimos estudiar este papel de SLU7 in vivo. En el
higado, los hepatocitos presentan un fenotipo quiescente con una minima tasa de
proliferaciéon. Sin embargo, tras una hepatectomia parcial (HP), el higado adquiere
una enorme capacidad regenerativa entrando los hepatocitos de forma
sincronizada en la fase G1 del ciclo celular para dividirse y recuperar asi la masa
hepética perdida 2%,

En nuestros estudios previos, describimos el papel esencial de SLU7 in vivo en la
preservacién de la identidad hepatocelular, presentandose como un factor
imprescindible para la expresion de genes fundamentales del mantenimiento tanto
de la funcidn metabdlica del higado como de su quiescencia *°. De hecho, nuestros
datos previos muestran que la disminucidon de la expresién hepatica de SLU7
promueve la entrada de los hepatocitos en el ciclo celular tanto en un higado en
estado normal como tras la HP ¥, Ademds, observamos que los niveles endégenos
de SLU7 caen rapidamente tras la HP de manera transitoria recuperandose ya a las
3 horas tras la HP 8,

7.1. La ausencia de SLU7 compromete el proceso de regeneracion hepatica

En base a todos estos datos, decidimos estudiar el efecto del silenciamiento de
SLU7 en la progresidn del ciclo celular de los hepatocitos, asi como, en la capacidad
regenerativa del higado tras la HP. La inhibicion de la expresion de SLU7 se realizd
utilizando los virus adenoasociados (AAV) ya descritos %%, bajo un promotor
hepatoespecifico que expresa un shRNA especifico de SLU7 (AAV-shSLU7) o un
shRNA control (AAV-Ren). Los ratones se sacrificaron a diferentes tiempos tras la
HP (Figura 71).
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Figura 71. Silenciamiento de SLU7 en los ratones hepatectomizados. Analisis mediante Western
blot del silenciamiento de SLU7 en los ratones sacrificados a las 24, 34, 48, 72 y 96 h de la HP realizada
a los 21 dias tras la inyeccion de los virus adenoasociados (AAV) que codifican un shRNA control
(AAV-Ren) o un shRNA especifico de SLU7 (AAV-shSLU7). Se muestra el Western blot de actina como
control de carga.

La evaluacion del estado de proliferacién de los hepatocitos se analizé mediante
inmunohistoquimica de Ki-67 22°. Como se muestra en la Figura 72, los ratones
operados no hepatectomizados (SH) en los que se silencié la expresion de SLU7
(AAV-shSLU7) presentaron un aumento en el numero de hepatocitos en
proliferacién, confirmando nuestros datos previos de que la reduccion de la
expresion de SLU7 promueve la entrada de los hepatocitos en el ciclo celular 182,

Llamativamente, a pesar de la entrada temprana en el ciclo celular, la
disminucion de SLU7 (AAV-shSLU7) repercutié de manera evidente en la progresién
normal de la mitosis de los ratones hepatectomizados. En concreto, los ratones
control AAV-Renila presentaron un pico de hepatocitos en proliferacion a las 48
horas tras HP con un elevado numero de hepatocitos en anafase (Figura 72). Sin
embargo, en los ratones en los que se inhibid la expresidon de SLU7 (AAV-shSLU7), a
este tiempo detectamos un menor nimero de hepatocitos en proliferacién y a
diferencia de los ratones control, estos hepatocitos se encontraban en prometafase
(Figura 72). Estas figuras prometafasicas fueron persistentes a las 72 y 96 horas tras
la HP indicando que la inhibicion de la expresion de SLU7 condicionaba
considerablemente la progresién en la mitosis.
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Figura 72. SLU7 es esencial para la progresion en el ciclo celular in vivo tras la hepatectomia parcial.
Inmunohistoquimica de Ki-67 en el higado de ratones operados control (SH, sham) o en los ratones
sacrificados a las 48, 72 y 96 h de la HP realizada a los 21 dias tras la inyecciéon de los virus
adenoasociados (AAV) que codifican un shRNA control (AAV-Renilla) o un shRNA especifico de SLU7
(AAV-shSLU7). Las IHQ fueron contrastadas con hematoxilina-eosina. Las flechas sefialan los
hepatocitos en proliferacion (n=5 ratones por grupo). Barra de escala: 300 um.
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Esta interrupcién en la progresidn del ciclo celular repercutié considerablemente
en la recuperacidon de la masa hepatica de los ratones AAV-shSLU7. Como podemos
observar en la Figura 73, |la pérdida inicial de masa hepdtica fue similar en ambos
grupos de ratones (AAV-Renila y AAV-shSLU7). Sin embargo, a las 96 horas tras la
HP los ratones control (AAV-Renila) habian recuperado su masa hepatica inicial,
mientras que los ratones AAV-shSLU7 presentaron desde el inicio un retraso

significativo en dicha recuperacién, y a las 96 horas auin no habian alcanzado su peso
inicial.
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Figura 73. La inhibicion de SLU7 en el higado de ratén condiciona la recuperacién de la masa
hepatica tras la hepatectomia parcial. Se representa en porcentaje la relacion entre el peso del
higado y el peso del ratén en los ratones AAV-Renila (control) y AAV-shSLU7 a las 24, 48, 72y 96 h
tras la hepatectomia parcial (HP) respecto a los ratones no hepatectomizados (SH) (*p<0,05 respecto
al control) (n=5 ratones por grupo).

7.2. Ladisminucion de la expresion de SLU7 en el higado promueve el splicing
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aberrante de sororina durante la regeneraciéon tras la hepatectomia
parcial

Tras confirmar que la disminucion de la expresién de SLU7 repercute en la
progresion de la mitosis de los ratones hepatectomizados, decidimos evaluar si los
mecanismos moleculares implicados estaban relacionados con los descritos in vitro.

En primer lugar, analizamos la expresién de sororina tras la HP en los ratones. A
las 24 horas tras la HP, ambos grupos de ratones mostraron una ligera induccion de
la expresidn total de sororina (Figura 74A). No obstante, a las 34 horas los ratones
control (AAV-Renila) presentaron un incremento muy significativo de la expresiéon
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de sororina que no se observo en los ratones AAV-shSLU7 (Figura 74A). De forma
significativa, a las 24 horas tras la HP estos ratones (AAV-shSLU7) presentaron un
incremento de la isoforma aberrante de sororina que resulta de la incorporacién del
intrén 1 a su mRNA (Figura 74B y C). De acuerdo con todo ello, en este mismo punto,
observamos una disminucion de los niveles de la proteina sororina en los ratones
AAV-shSLU7 (Figura 74D). Ademas, estos ratones presentaron un aumento de la
expresion de los marcadores de mitosis MAD2, que sugiere la activacién del punto
de control de ensamblaje del huso acromatico, y de P21, un inhibidor fundamental
del ciclo celular inducido en situaciones de estrés (Figura 74D). Todo ello confirmé
la presencia de alteraciones mitéticas en los ratones AAV-shSLU7.
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Figura 74. SLU7 es necesario para el correcto splicing y expresion de sororina in vivo. (A) PCR a
tiempo real de la expresion del mRNA de sororina en el higado de los ratones AAV-Renila (control) y
AAV-shSLU7 sometidos a la cirugia control (SH) y a las 24 y 34 h tras la HP (*p<0,05 respecto al
control) (n=5 ratones por grupo). (B) PCR a tiempo real para detectar la incorporacion aberrante del
intrén 1 en el MRNA de sororina (PCR1 Figura 23) en las muestras descritas en A. (*p<0,05 respecto
al control) (C) Andlisis mediante la PCR3 (Figura 23) de la incorporacion aberrante del intrén 1 en el
MRNA de sororina en los ratones AAV-Renila (AAV-Ren) y AAV-shSLU7 a las 24 h de la HP. (D) Andlisis
mediante Western blot de |la expresidn de sororina, MAD2, P21, SLU7 y actina como control de carga
en el higado de los ratones AAV-Renila (AAV-Ren) y AAV-shSLU7 a las 24 h de la HP.
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Estos resultados demuestran que SLU7 es necesario para el correcto splicing y
expresion de sororina en el higado, y para la correcta progresién de la mitosis
durante la regeneracién hepatica. Ademas, de acuerdo con los resultados in vitro
anteriormente descritos, sugiere que SLU7 juega un papel in vivo en el
mantenimiento de la estabilidad gendmica.

De acuerdo con ello, y como se muestra en la Figura 75, a las 24 horas tras la HP

los ratones AAV-shSLU7 presentaron un incremento de los niveles de y-H2AX
confirmando la acumulacién de dano en el DNA en estos ratones.

24 h

AAV-Ren AAV-shSLU7

—

y-H2AX | "o —

SLU7 | === ==

Actina -—-—

Figura 75. El silenciamiento de SLU7 in vivo induce dafio en el DNA tras la hepatectomia parcial.
Analisis mediante Western blot de y-H2AX, SLU7 y actina, como control de carga, en los ratones
AAV-Renila (AAV-Ren) y AAV-shSLU7 a las 24 h de la hepatectomia parcial.

7.3. SLU7 es esencial para mantener la estabilidad gendmica en el higado del
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raton

Nuestros resultados muestran la relevancia del mantenimiento de unos niveles
adecuados de SLU7 para la correcta progresidon en el ciclo celular y para la
preservacion de la estabilidad gendmica también in vivo.

En trabajos previos, hemos demostrado que la expresiéon de SLU7 esta
significativamente disminuida en el higado humano enfermo 2. Ademads, se ha
descrito la presencia de niveles elevados de y-H2AX no sélo en el HCC, sino también
en etapas pre-neoplésicas como la cirrosis 1°. En base a los presentes resultados, la
reduccion de la expresion de SLU7 podria estar asociada a la induccion de
inestabilidad gendmica durante la progresion de la enfermedad hepatica. Por ello,
quisimos explorar si esa reduccion en el higado sano promovia un ambiente de
inestabilidad gendmica que, en definitiva, pudiera favorecer la evolucion hacia el
HCC.
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Como se muestra en la Figura 76, la inhibicién de la expresién de SLU7 (AAV-
shSLU7) en el higado sano favorecid la presencia de dafio en el DNA de los
hepatocitos, puesto de manifiesto por el aumento de la fosforilacién de la histona
H2AX (y-H2AX) tanto por Western blot (Figura 76A) como por IHQ (Figura 76B).

A
AAV-Ren AAV-shSLU7
— — ' -
SLUT7 |oe s e e -
Actina — —— — — ——
B -~
AAV-Ren - || AAV-shSLUZ - =" -
ORI €2 Bl

Figura 76. El silenciamiento de SLU7 promueve la induccién de dafio en el DNA en el higado del
raton. (A) Analisis mediante Western blot de la expresidn de y-H2AX, SLU7 y actina como control de
carga en los higados de ratones a los 21 dias tras la inyeccidn con los virus AAV control (AAV-Ren) y
AAV-shSLU7. (B) IHQ de y-H2AX en los higados de los ratones control (AAV-Ren) y AAV-shSLU7. Barra
de escala: 30 um.

Ademas, fuimos capaces de comprobar que los ratones AAV-shSLU7 presentaban
una alteracion en la ploidia nuclear de los hepatocitos (Figura 77B). En concreto, la
inhibicidn de la expresion de SLU7 (AAV-shSLU7) incrementé significativamente el
numero de hepatocitos octoploides (8n). Estos resultados refuerzan nuestra
hipdtesis inicial de que la disminucion de la expresion de SLU7 puede contribuir a
promover la inestabilidad genémica.
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Figura 77. El silenciamiento de SLU7 compromete la ploidia de los hepatocitos en el higado del
raton. (A) Imagenes de la ploidia en los higados de los ratones control (AAV-Ren) y AAV-shSLU7. Los
ndcleos 2n se marcan en morado, los 4n en verde y los 8n en rojo. Barra de escala 150 um. (B)
Cuantificacion de la ploidia a partir de las imagenes descritas en el apartado A. Se muestra el
porcentaje de nucleos 2n, 4n y 8n. (n=4 ratones por grupo) (*p<0,05).

7.4. Papel in vivo de las proteinas SRSF3-TR: expresion en la patologia
hepatica

Por ultimo, evaluamos la expresion de SRSF3-ISO2 in vivo. Llamativamente, en
los ratones AAV-shSLU7 en reposo se detectd una acumulacién de la isoforma
alternativa de SRSF3 (Srsf3-Iso2) que no se observo en los ratones control (AAV-Ren)
(Figura 78). Estos resultados consolidan nuestros datos in vitro y sugieren un papel
de SLU7 in vivo en la regulacion de SRSF3 para asegurar la estabilidad gendmica.
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Figura 78. SLU7 impide la expresion de Srsf3-Iso2 in vivo. Andlisis de la PCR1 (Figura 36A) para la
deteccion de la isoforma 1 de SRSF3 (/sol) y de la PCR2 (Figura 36A) para la deteccion de la
isoforma 2 (/so02) en los higados de los ratones control (AAV-Ren) y AAV-shSLU7 en reposo.

Llegados a este punto, decidimos evaluar la expresion de SRSF3-I1SO2 en el higado
de pacientes con cirrosis o HCC. Como se muestra en la Figura 79, la expresion del
MRNA de SRSF3-ISO2 se vio significativamente aumentada en los pacientes con
cirrosis o HCC, de acuerdo con la expresién disminuida de SLU7 observada
previamente en estas mismas patologias hepaticas /2.
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Figura 79. La expresion de SRSF3-I1SO2 se asocia con la progresion de la patologia hepatica. Analisis
de PCR a tiempo real de la isoforma SRSF3-ISO2 (PCR2 Figura 36A) en muestras de tejido hepatico
humano control (n=10), cirrético (n=24) o hepatocarcinoma (HCC) (n=22), (**p<0,01 y ***p<0,001
respecto al control).

Nuestros datos in vitro mostraron que las formas truncadas de SRSF3 codificadas
por la isoforma SRSF3-ISO2 inducida al silenciar SLU7 alteran el splicing de sororina
comprometiendo la progresion normal de la mitosis. Vista la induccidn de
SRSF3-1SO2 en los higados de los pacientes, decidimos estudiar si también se
desencadenaban estos mecanismos. Para ello, decidimos realizar un ensayo de
RNA-pull down con el oligo O1 del intron 1 de sororina en muestras de higados
humanos para analizar la unién de las proteinas truncadas de SRSF3. Preparamos
mezclas de 3 higados control (CO), 3 cirréticos (Cl) y 3 HCCs (HCC). Como se observa
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en la Figura 80A, en las muestras de HCCy en menor medida en las cirrdticas, fuimos
capaces de detectar un aumento de las proteinas SRSF3-TR de acuerdo con el
patrén de expresion inducido in vitro al silenciar SLU7 (Figura 61B). Estos resultados
demuestran por primera vez la presencia de formas truncadas de SRSF3 en el higado
enfermo.

RNA-pull down intrén 1
sororina (oligo O1)

pcDNA3
SRSF3-1S02

co Cl HCC
20 q
B4

SRSF3
(Thermo)
o
|

Figura 80. Las formas truncadas SRSF3-TR estan presentes en el higado enfermo humano y podrian
regular el splicing de sororina. Deteccion mediante Western blot de SRSF3 (Thermo) en el extracto
proteico de higados control (CO), higados cirrdticos (Cl) y HCC obtenidos tras el RNA-pull-down con
el oligo de RNA biotilinado O1, que contienen la secuencia consenso de union de SRSF3 en el
intrén 1 de sororina. Las flechas sefialan las proteinas SRSF3-TR que se unen al intrén 1 de sororina
que corresponden con las proteinas inducidas al silenciar la expresién de SLU7.

En definitiva, nuestro trabajo demuestra que SLU7 juega un papel relevante
preservando la estabilidad gendmica tanto in vitro como in vivo, en gran parte, a
través del correcto splicing y expresién de SRSF3 y miR-17. Ademds, demostramos
por primera vez que las isoformas aberrantes de SRSF3 juegan un papel en la
induccion de inestabilidad gendmica. De forma relevante, sugerimos que estos
mecanismos pueden contribuir considerablemente a la progresion de Ia
enfermedad hepatica.
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La estabilidad gendmica es esencial para garantizar la homeostasis y viabilidad
celular, asi como para preservar la fidelidad en la transmisién de la informacién
genética entre generaciones celulares. El genoma estd sujeto a constantes
variaciones que a menudo son parte de la evolucidon natural de la especie. No
obstante, en diferentes situaciones que incluyen la persistente exposicién a agentes
nocivos, la integridad celular puede verse comprometida estableciéndose
alteraciones en el genoma, que si no son detectadas y reparadas con eficacia pueden
suponer la iniciacion y la progresién de la transformacién maligna 2. Asi pues, la
inestabilidad gendmica se considera una de las condiciones facilitadoras de la
transformacién oncogénica al permitir a la célula adquirir las habilidades requeridas
para proliferar de manera ilimitada preservando su viabilidad %3®. Esta inestabilidad
puede asociarse a la induccién de dafo en el DNA con la subsiguiente fijacion de
mutaciones puntuales o de reordenamientos cromosémicos, o al establecimiento de
inestabilidad cromosémica (CIN) que supone la pérdida o ganancia en el nimero de
cromosomas (aneuploidia) debido a alteraciones mitéticas 1549230,

Dada la relevancia de la estabilidad gendmica, las células poseen numerosos
mecanismos para preservar la integridad del genoma participando en la prevencidn,
la deteccidn y la reparacién de las alteraciones 3231232 Estos sistemas de supervision
dependen de un correcto patrén de expresidn génica, que incluye tanto la regulaciéon
de la maquinaria de transcripciéon como del splicing **?1.

En este sentido, recientemente se ha demostrado que la transcripcion puede
repercutir de forma directa, sin mediar alteraciones de la expresién génica, en la
induccidon de inestabilidad gendmica o TAGIN 14172327233 por ejemplo, se ha
observado que las restricciones topoldgicas de la hebra de DNA suponen un
obstaculo para el avance de la maquinaria de transcripcion, ralentizando su
progresion normal y prolongando el tiempo en el que la hebra no transcrita queda
accesible a posibles agresiones de agentes genotdxicos #1417.2%234  Asi mismo, una
de las mayores fuentes de TAGIN es el estrés replicativo asociado a conflictos entre
la transcripcién y la replicacién 142733233 | 3 competicion por la misma hebra de DNA
puede facilitar el encuentro y colisién entre ambas maquinarias dando lugar a estrés
de replicacidn e inestabilidad genémica 2733, Por ultimo, una fuente indiscutible de
TAGIN supone la acumulaciéon de R-loops o estructuras hibridas de RNA:DNA sin
resolver 41733235 | o5 R-loops se forman de manera co-transcripcional cuando la
hebra de RNA sintetizada hibrida de manera estable con la hebra complementaria de
DNA, dejando a la hebra de DNA no transcrita expuesta y accesible a posibles
agresiones 263>, Se ha observado que la asociacidn co-transcripcional a la hebra
naciente de mRNA de diferentes miembros de los complejos proteicos que participan
en su metabolismo evita la formacién de R-loops y, por consiguiente, previene el
asentamiento de inestabilidad gendmica en las células 3%4344106,111
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De esta forma, los factores que participan en el procesamiento del mRNA regulan
el mantenimiento de la estabilidad gendmica a diferentes niveles. Por un lado, de
forma indirecta, regulando la transcripcion y el splicing de genes implicados en la
respuesta al dafio en el DNA y en la mitosis y, por otro lado, de forma directa
previniendo la formacién de R-loops durante la transcripcién 44106121,

En la presente tesis hemos demostrado que el factor de splicing SLU7 juega un
papel fundamental no redundante en la preservacidon de la integridad gendmica,
evitando la TAGIN a través de la prevencion de la formacién de R-loops, e impidiendo
la acumulacion de alteraciones mitdticas asegurando el correcto emparejamiento de
las cromatidas hermanas.

SLU7 es un factor de splicing conservado, que se asocia con otras proteinas para
formar el complejo del espliceosoma encargado de garantizar la fidelidad en la
seleccidn del sitio 3’ de splicing (dinuclebtido AG) 8789, Nuestro grupo ha demostrado
que la expresiéon del mRNA de SLU7 esta disminuida en el higado de los pacientes con
cirrosis y en el HCC 72, A su vez, cuando se inhibe la expresién de SLU7 en los
hepatocitos de ratones, mediante virus adenoasociados que expresan un shRNA
especifico (AAV-shSLU7), se pierde el fenotipo diferenciado del hepatocito, incluidas
sus funciones metabdlicas y la quiescencia *°. Todo ello sugiere que la pérdida de la
expresion de SLU7 observada a lo largo de la patologia hepatica participa en la
progresiva desdiferenciaciéon y pérdida de funcién del higado caracteristica de los
pacientes, y podria ademas facilitar la transformacién maligna de los hepatocitos 14°.

De acuerdo con los datos presentados en esta tesis, la caida de la expresién de
SLU7 durante el proceso de hepatocarcinogénesis favoreceria, ademas, Ia
inestabilidad gendmica. SLU7 es necesario para evitar la acumulacién de R-loops, que
como hemos mencionado son fuente importante de inestabilidad asociada a la
transcripcion. De hecho, las lesiones en el DNA observadas al disminuir la expresion
de SLU7, puestas de manifiesto por el incremento del marcador de dafio y-H2AX 106,
estdn estrechamente relacionadas con la acumulacién de R-loops, disminuyendo
significativamente en presencia de la ribonucleasa H1 (RNasa H1). Los experimentos
realizados in vivo ponen de manifiesto la relevancia de SLU7 en el mantenimiento de
la estabilidad gendmica, ya que su silenciamiento en el higado de ratén mediante el
AAV-shSLU7 induce un incremento de y-H2AX. Estos datos junto con la presencia de
dafio en el DNA, descrita en el higado cirrético de los pacientes 1, sugieren un papel
de la disminucién de la expresion de SLU7 en el desarrollo de inestabilidad gendmica
durante el proceso de hepatocarcinogénesis.

Sin embargo y llamativamente, a pesar de la disminucion gradual de la expresiéon
de SLU7 que acompafia la evolucidén de la enfermedad hepatica hasta el HCC 172, su
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expresion en las células transformadas es esencial para su supervivencia 2%2. De
hecho, uno de los objetivos principales de esta tesis ha sido comprender por qué SLU7
afecta a la viabilidad de las células transformadas de diferente origen y no a la de los
hepatocitos normales 22, En los ultimos afios, numerosos estudios han evidenciado
el papel central del complejo del espliceosoma en la progresion normal de las
distintas etapas de la mitosis. La pérdida de su funcién conduce a la catdstrofe
mitdtica entendida como la muerte celular en respuesta a la acumulacién excesiva
de anomalias mitéticas sin resolver 118121,122,236237  Nyestros datos muestran que
SLU7 es necesario para una correcta progresion del ciclo celular, y que la muerte
programada de las células transformadas tras el silenciamiento de SLU7 estd
precedida, ademas, por la acumulacién de R-loops y de lesiones en el DNA y por una
parada prolongada en la mitosis. La disminucién de SLU7 en las células transformadas
resulta en figuras mitdticas alteradas con un incorrecto ensamblaje del huso
acromatico, una activacién prolongada del sistema de control del ensamblaje del
huso acromatico y una falta de cohesién entre las cromatidas hermanas. Todos estos
eventos mitoéticos contribuirian al dafio en el DNA, la aneuploidia celular y la
inestabilidad gendmica. En las células transformadas, esta exacerbacidon de los
niveles de inestabilidad gendmica ya existentes, junto con el estrés replicativo
generado por la presencia de R-loops en estas células con alta tasa de proliferacion
comprometerian de forma mds especifica su viabilidad 233241, Numerosos autores
sugieren explotar la sensibilidad de las células transformadas al estrés replicativo
como una nueva estrategia terapéutica contra el cancer 1#24%242_ por todo ello, el
silenciamiento de SLU7 podria representar una nueva diana terapéutica.

Nuestros datos muestran que SLU7 es requerido para la correcta progresién de la
mitosis en un contexto de proliferacién in vivo de células no transformadas, como es
el proceso de la regeneracién hepdtica tras la hepatectomia parcial (HP). Los
hepatocitos son células quiescentes que presentan una gran capacidad regenerativa
como respuesta compensatoria a la muerte celular inducida por un dafo hepatico o
ante la pérdida de masa hepatica 23. Tras una HP, los hepatocitos entran en el ciclo
celular de una manera sincronizada y controlada, y proliferan con el fin de
reestablecer el parénquima hepatico sin llegar a comprometer la funcionalidad del
higado 2*424>, Anteriormente, observamos que la expresién de SLU7 estd sujeta a una
regulacidon muy precisa que garantiza el éxito de la regeneracion hepética %°. La
entrada en el ciclo celular de los hepatocitos tras la HP requiere de la disminucién
inmediata de la expresion de SLU7. Esta inhibicion de la expresién permite la
activacion de la transcripcion de genes mitogénicos que regulan la salida de la fase
GOy la entrada en G1 8, Sin embargo, a las 3 horas tras la HP hay una recuperacion
de los niveles de mRNA de SLU7 '8, y los datos de esta tesis demuestran que esta
recuperacién es necesaria para permitir una correcta progresiéon en la mitosis y
restablecimiento de la masa hepatica. De acuerdo con ello, los ratones AAV-shSLU7
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hepatectomizados, a pesar de presentar una entrada anticipada en el ciclo celular,
presentan una acumulacidn de figuras mitéticas aberrantes incluso a las 72 horas tras
la HP, ademds de dafo en el DNA, activacidn del punto de control del ensamblaje del
huso acromatico y un significativo retraso en la recuperacién de la masa hepatica.

No sélo hemos demostrado que SLU7 es un factor fundamental para mantener la
estabilidad gendmica impidiendo la acumulacién de lesiones durante la transcripcion
y la mitosis, sino que también hemos caracterizado los mecanismos moleculares
implicados.

Como se ha mencionado anteriormente, otros factores con capacidad de unién al
RNA que participan en su metabolismo han sido involucrados en la prevencion de la
formacién de R-loops 384344106111 por tanto, el papel protector de SLU7 frente a la
TAGIN como componente del esplicecosoma podria ser directo, mediante su
interaccidon con la hebra de RNA que se esta sintetizando durante el proceso de
transcripcién y de splicing. Sin embargo, también podria actuar de una manera
indirecta. Las proteinas SRSF1, SRSF2 y SRSF3 fueron las primeras proteinas de unién
al RNA implicadas en la preservacién de la integridad genémica !'!. Habiendo
demostrado el papel de SLU7 en la regulacidn de SRSF3 18y dada la compleja relacién
entre SRSF3 y SRSF1 183224 |35 alteraciones en estas proteinas podrian también estar
implicadas en el fenotipo descrito al silenciar SLU7.

Numerosas evidencias sugieren que existe una red de regulacién estrictamente
controlada entre los factores que regulan el splicing. Estos factores garantizan tanto
su expresion coordinada como unos niveles de expresion adecuados 24%?47, dado que
cambios modestos en los niveles de expresidon de estos factores pueden tener efectos
muy relevantes 2*324% E| ejemplo mejor estudiado es la autorregulacién vy la
regulacion mutua de las proteinas de la familia SR 2100246250 A SRSF1 y SRSF3 se
regulan mutuamente 2%, de forma que la disminucién de SRSF3 resulta en un
aumento de las isoformas de SRSF1 reguladas por NMD y la consiguiente disminucion
de los niveles de SRSF1 83, A su vez, SRSF1 impide la incorporacion del exén 4 de
SRSF3 en la isoforma SRSF3-1SO2, manteniendo los niveles de la proteina SRSF3
codificada por la isoforma SRSF3-ISO1 %3. En relacién con la autorregulacion, SRSF1
promueve la induccidn de su splicing alternativo para generar isoformas que seran
substrato de la maquinaria NMD %°. De igual forma, un incremento en la
concentracion de SRSF3 favorece el splicing alternativo de su propio gen,
promoviendo la retencién del exdn 4 para producir el transcrito SRSF3-1SO2 diana de
la NMD 98225,

En esta compleja red de regulacién, nuestros datos muestran que los niveles de
SLU7 juegan un importante papel para que SRSF1 y SRSF3 se expresen de manera
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correcta. Como se ha mencionado, anteriormente habiamos demostrado que la
disminucion de la expresion de SLU7 repercute en el procesamiento normal del gen
de SRSF3 induciendo la acumulacién de la isoforma SRSF3-1SO2 8. Ahora sabemos
que esta desregulacion del splicing se debe a la interaccion directa de SLU7 con el
gen de SRSF3 para promover la exclusién del exdn 4 y mantener la expresién de la
proteina completa SRSF3 a partir de la isoforma SRSF3-I1SO1. Nuestros datos ademas
muestran que la isoforma SRSF3-1SO2, inducida al silenciar SLU7, es responsable de
la alteracidn del splicing de SRSF1 induciendo la expresién de las isoformas reguladas
por la NMD vy la consiguiente disminucidn de la proteina SRSF1. Esta disminucién,
como se ha indicado anteriormente, podria participar en la induccién de los
R-loops 1! tras el silenciamiento de SLU7.

Llamativamente, en nuestro estudio la significativa induccién de la isoforma
SRSF3-ISO2 tras el silenciamiento de SLU7 no va acompafada de una clara
disminucion de los niveles de la proteina SRSF3. Sin embargo, el fenotipo inducido al
silenciar SLU7, incluida la formacién de los R-loops y las alteraciones de la mitosis,
depende claramente de la induccién de SRSF3-ISO2. En los ultimos afos, se ha
observado que la generacion de la variante de splicing SRSF3-1SO2 puede dar lugar a
una proteina truncada (SRSF3-TR) en condiciones de estrés 1°7:1%8 y el silenciamiento
de SLU7 en las células transformadas esta asociado a la induccidon de estrés
oxidativo 2%2. Se postula que en estas situaciones, la inhibicidn de la maquinaria de la
NMD impide la degradacién de los mensajeros sin sentido llevando a la acumulacién
de SRSF3-ISO2 en el citoplasma 8. Esta isoforma codifica para una proteina truncada
de SRSF3 de menor tamafio la cual conserva intacto el dominio de reconocimiento de
RNA (RRM), comun a la isoforma 1 de SRSF3. Sin embargo, carece de la mayor parte
del dominio SR, el cual se fosforila de manera diferencial para regular la localizacién
de la proteina y su interaccidon con otras proteinas 1%, La utilizacién de un anticuerpo
frente al dominio RRM de SRSF3 nos ha permitido detectar la acumulacién de
proteinas truncadas de SRSF3 (SRSF3-TR) tras el silenciamiento de la expresién de
SLU7 expresadas a partir del transcrito SRSF3-1SO2. Estas proteinas truncadas podrian
actuar como dominante negativo de SRSF3, como lo sugiere el hecho de que el
silenciamiento de SRSF3 copia el fenotipo del silenciamiento de SLU7 en cuanto a la
induccion de la expresion de la diana de SRSF3 p53pB, la alteracion del splicing de
SRSF1 o la induccidn de R-loops. Sin embargo y llamativamente, el efecto dominante
negativo de las proteinas SRSF3-TR sobre la actividad de SRSF3 no puede explicar la
alteracion del splicing de sororina, responsable de la falta de cohesion de las
cromatidas hermanas y de la parada en la mitosis inducida al silenciar SLU7. Estos
datos sugieren que las isoformas SRSF3-TR pueden poseer también funciones
especificas.
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La especificidad de la interaccion de las proteinas SR con el pre-mRNA esta dictada
por el dominio RRM %4 que interacciona con secuencias consenso, en el caso de SRSF3
ricas en pirimidinas °°>. Nuestro andlisis bioinformatico identific6 dos motivos
conservados de unién para la proteina SRSF3 en el intrén 1 del gen de sororina °’ y
confirmamos, que tanto la proteina completa codificada por la isoforma SRSF3-1SO1
como las proteinas truncadas de SRSF3 son capaces de unirse a estas secuencias de
RNA. Sin embargo, la retencién del intron 1 en el mensajero de sororina sélo es
evidente cuando estdn presentes las proteinas SRSF3-TR, bien inducidas tras el
silenciamiento de SLU7 o bien tras su sobreexpresion. Ademas, el splicing aberrante
de sororina no es promovido tras el silenciamiento de la expresidon de SRSF3, lo cual
excluye un efecto dominante negativo de SRSF3-TR sobre SRSF3. Por todo ello,
postulamos que las proteinas SRSF3-TR unidas al intron 1 de sororina podrian
presentar un patrén de interacciones con otros factores de splicing diferente a la
isoforma completa debido a su reducido domino SR, el cual induce su inclusién.
Nuestros datos muestran que las proteinas truncadas de SRSF3 no sélo pueden
actuar como dominante negativo de SRSF3, sino que también pueden presentar
funciones especificas. Y ponen de manifiesto, que en cualquier caso sus funciones
comprometen a través de diferentes mecanismos la estabilidad gendmica e incluso
la supervivencia, al menos, de las células transformadas.

Es importante resaltar que nuestro trabajo muestra por primera vez la
acumulacién de la isoforma SRSF3-ISO2 y de las proteinas SRSF3-TR en los higados de
pacientes cirréticos y en los HCC, lo cual podria estar asociado con la disminucién
observada de la expresion de SLU7 172, y sugeriria un posible papel de estas isoformas
en el proceso patolégico.

En relacidn con la expresion de las proteinas truncadas SRSF3-TR, al silenciar SLU7
se detectan al menos dos bandas de SRSF3-TR que desaparecen al silenciar la
expresion de SRSF3-1SO2 con un siRNA especifico dirigido al exdn 4. Estas bandas
también se detectan en las muestras de higado de los pacientes. Sin embargo, llama
la atencidn que este patréon de bandas no se reproduce cuando se sobreexpresa la
isoforma SRSF3-1SO2 tras ser clonada en un plasmido, detectdndose sélo la banda de
alrededor de 15 KDa y no la de 20 KDa. En la actualidad no somos capaces de explicar
esta discrepancia entre la expresion enddgena dependiente de SRSF3-ISO2 vy la
exogena.

Todos nuestros datos muestran que una de las funciones principales de SLU7 es
asegurar el correcto splicing de SRSF3 e impedir la acumulacion de las proteinas
codificadas a partir de la isoforma aberrante SRSF3-ISO2. En este sentido, hemos
identificado al menos dos mecanismos por los que SLU7 impide la expresion de
SRSF3-ISO2. Por un lado, SLU7 regula directamente el splicing de SRSF3 promoviendo
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la exclusidn del exdn 4 y la expresion de la isoforma SRSF3-1SO1. Por otro lado, SLU7
induce la expresién del microRNA oncogénico miR-17 2°2, que aqui hemos
demostramos que degrada a la isoforma SRSF3-1SO2.

La inclusion o exclusidn diferencial de un exén o un intrén puede suponer un
cambio del marco de lectura, que a menudo lleva a la generacién de un mensajero
sin sentido por la incorporaciéon de un PTC. La localizacion de estos PTCs 50-55
nucledtidos por encima de la Ultima unién exdn-exdén hace, que el complejo EJC
localizado en esta unidn active a la maquinaria NMD para mediar la degradacién del
MRNA sin sentido 2272°1, En estas condiciones, la secuencia situada a continuacidon del
PTC adquiere las caracteristicas de una regién 3’ no traducida (3’UTR). En estas
regiones 3'UTR se localizan la mayoria de las secuencias de reconocimiento de otro
sistema de regulacidn post-transcripcional, los microRNAs 2?7, Los microRNAs son
importantes represores de la expresion genética incorporandose en el complejo de
silenciamiento mediado por RNA, RISC (RNA-induced silencing complexes), para
inducir el silenciamiento del mensajero diana 2°%2°3, Tras la incorporacién de un PTC,
la presencia de elementos de respuesta a un microRNA en la nueva region 3’UTR
supondra la degradacion del mRNA sin sentido por el microRNA. De esta forma, los
microRNAs suponen otro sistema de vigilancia contra la acumulacion de mRNA sin
sentido 2%/,

En un trabajo anterior, demostramos que SLU7 se une al locus C13orf25 y
promueve la retencion de los intrones 2 y 3 en el transcrito By la expresion del clister
oncogénico de microRNAs, miR17-92 2°2. En dicho trabajo postulamos que la
inhibicién de la expresidn de miR-17 tras el silenciamiento de SLU7, y la subsiguiente
induccion de sus genes diana P21 y BIM participarian en la muerte por apoptosis
inducida en las células transformadas 292, Nuestros datos actuales confirman el
importante papel de miR-17 en la supervivencia celular, evitando ademads la
acumulacién de la isoforma alterada de SRSF3 (SRSF3-1SO2) que incorpora el exdn 4.

En resumen, nuestros resultados muestran que SLU7 es esencial para mantener la
integridad gendmica y la progresién en la mitosis (Figura 81). SLU7 previene la
formacién de R-loops asociados a la transcripcion, los cuales pueden ser responsables
de la induccién de daio en el DNA y del estrés replicativo. Por otro lado, SLU7 regula
la transcripcidn y/o el splicing de multiples genes y ocupa un relevante papel en la
jerarquia de regulacion de los genes implicados en el procesamiento del RNA, siendo
fundamental para mantener la correcta expresion de SRSF3 y SRSF1. En el higado,
SLU7 es fundamental para mantener la correcta expresiéon de factores de
transcripcion, enzimas y proteinas esenciales para la preservacion de las funciones
metabolicas del higado y para asegurar la correcta progresidon en la mitosis durante
el proceso de regeneracidon hepatica. Todas estas funciones fundamentales de SLU7
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suponen que cambios modestos de su expresion o localizacidon puedan tener efectos
muy relevantes, induciendo asi la desdiferenciacion, la proliferacion y la inestabilidad
gendmica asociadas al proceso de hepatocarcinogénesis 2%,

Asi mismo, la dependencia de las células transformadas de la expresiéon de SLU7
para su supervivencia, debido probablemente al impacto del estrés replicativo
asociado a su silenciamiento, podria ser explotada como una nueva estrategia
terapéutica para el cancer.

__________________________
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Figura 81. Representacion esquematica del mecanismo de regulacion por el cual SLU7 garantiza la
preservacion de la integridad gendmica. SLU7 regula entre otros la expresion de SRSF3 y miR-17, para
impedir la induccion de estrés oxidativo y R-loops y asegurar la correcta expresion de SRSF1 y sororina.
En el panel superior de la derecha, se representa la regulacion directa del splicing de SRSF3 mediada
por SLU7.
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Conclusiones

El factor de splicing SLU7 es esencial para mantener la estabilidad genémica al
prevenir la induccion de dafio en el DNA asociado a la transcripcién (TAGIN) y las
alteraciones cromosdmicas asociadas a anomalias mitdticas, eventos que
promueven la transformacién maligna e iniciacion de la carcinogénesis.

SLU7 es necesario para la correcta progresion de la mitosis regulando el splicing
y la expresion de sororina, la cohesién de las cromatidas hermanas y el
ensamblaje del huso mitdtico.

SLU7 previene la formacion de hibridos RNA:DNA o R-loops y la induccién de
dafio en el DNA durante la transcripcién mediante la interaccién directa con la
hebra de RNA naciente y/o la correcta expresién de los factores de splicing SRSF1
y SRSF3.

SLU7 es fundamental para el correcto splicing y expresion de SRSF3 que a su vez
regula a SRSF1. SLU7 controla la expresidon de SRSF3 a través de al menos dos
mecanismos: a) Por un lado, su unién al pre-mRNA de SRSF3 promueve el
procesamiento del exén 4 para expresar la isoforma completa SRSF3-I1SO1, y
prevenir la expresion de la isoforma alternativa SRSF3-1SO2, y b) por otro lado, la
induccion de la expresién del microRNA oncogénico miR-17 que mediante su
union al exdn 4 de SRSF3-1SO2 favorece su degradacién.

SLU7 previene la expresidn de proteinas truncadas de SRSF3 (SRSF3-TR) a partir
de la isoforma SRSF3-I1SO2.

Las proteinas SRSF3-TR inducidas al silenciar la expresién de SLU7 pueden actuar
como dominantes negativos de la proteina completa SRSF3, desregulando el
splicing y la expresidon de SRSF1 e induciendo la acumulacién de R-loops.

Las proteinas SRSF3-TR pueden unirse de forma especifica al intrén 1 de sororina
para interferir en su procesamiento y repercutir en la expresién de su proteina
y, por tanto, en la pérdida de cohesidn entre las cromatidas hermanas y en la
progresion en la mitosis.

El mantenimiento de los niveles normales de SLU7 en el higado es esencial para

evitar la poliploidizacidon e impedir la acumulacién de la isoforma SRSF3-1SO2 y
de dafio en el DNA.
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El mantenimiento de los niveles normales de SLU7 en el higado es esencial para
asegurar una correcta respuesta regenerativa tras la hepatectomia parcial. La
disminucion hepatoespecifica de su expresién resulta en un retraso en la
recuperacién de la masa hepatica debido a una alteracién de la progresion de la
mitosis e induccidn de la inestabilidad gendmica.

La expresién de la isoforma SRSF3-1SO2 y de las proteinas SRSF3-TR aumenta en
los pacientes cirréticos y en el HCC en paralelo con la disminucién de la expresion
de SLU7, pudiendo contribuir a la inestabilidad gendmica que precede al
hepatocarcinoma.
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Anexos

ANEXO 1

Tabla 1. Tabla de anticuerpos

Anticuerpo Método Casa comercial Referencia
Actina WB (1°) Sigma-Aldrich A2066
a-Tubulina IF(1°) Sigma-Aldrich T6074
B-Catenina IF(1°) BD Biosciences 610154
H3S10P WB(1°) Cell Signaling #9701
y-H2AX WB (1°)/IHQ Cell Signaling #2577S
Ki-67 IHQ Thermo Fisher Scientific RM-9106
MAD2 WB (1°) Bethyl Laboratories a300-301A-M
P21 WB (1°) Santa Cruz SC-397
PARP1 WB (1°) Santa Cruz SC-7150
P-Ser33-RPA32 IF (1°) Bethyl Laboratories A300-246A
RNH1 WB (1°) Thermo Fisher PA5-30974
S9.6 Slot blot/IF (1°) Milipore MABE1095
SLU7 WBY/IF (1°) Novus Biological NBP2-20403
SLU7 (L-16) CLIP (1°) Santa Cruz SC-10829
SRSF3 WB (1°) MBL RNO80OPW
SRSF3 WB (1°) Thermo Fisher Scientific 33-4200
SRSF1 WB (1°) Thermo Fisher Scientific 32-4600
V5 WB (1°) Invitrogene R960-25
WAPL WB (1°) Cell Signaling 77428S
a-ratén-AlexaFluor 488 IF (2°) Thermo Fisher Scientific A21202
a-conejo-AlexaFluor 488 IF (2°) Thermo Fisher Scientific A21206
a-ratén-AlexaFluor 594 IF(2°) Thermo Fisher Scientific A21203
a-conejo-AlexaFluor 594 IF (2°) Thermo Fisher Scientific A21207
a-lgG conejo-HRP WB (2°) Sigma-Aldrich A0545
a-lgG raton-HRP WB (2°) Sigma-Aldrich A0168
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ANEXO 2

Tabla 2. Secuencias de los cebadores utilizados

Gen Uso Especie Forward (5'-3') Reverse (3'-5')
Actina PCR Humano AGCCTCGCCTTTGCCGA CTGGTGCCTGGGGCG
B-actina Ex6n6 PCRrealizadaen el Humano GACCAGTTGAATAAAAGTGCACACC GCAGAATCCAGACCTCAGCCCATAGCTAACCAGA
B-actina Convertido gD.NA t-ratado eon Humano GGGAtTATTTGGGGGTGTtTGGt TCCCATAaaTaAAaaCAAAaaC
bisulfito parala
B-actina Sin Convertir | detecciéon de R-loops Humano GGGACTATTTGGGGGTGTCT TCCCATAGGTGAAGGCAAAG
RPLPO PCR a tiempo real Humano, Ratén AACATCTCCCCCTTCTCCTT GAAGGCCTTGACCTTTTCAG
p53pB PCR atiempo real Humano CTTTGAGGTGCGTGTTTGTGC TTGAAAGCTGGTCTGGTCCTG
SLU7 PCR, PCR atiempo real | Humano, Ratén GAAGAAGGAGCTAGAAGAACAG CTTCCCATCATAGTCAAACATCAG
Sororina PCR Humano AGTTATGTCTGGGAGGCGAAC CTCTACAGCATGGGCCACGATC
Sororina Intl PCR a tiempo real Humano AGTTATGTCTGGGAGGCGAAC ACAGGTTCTAGAGACAGCGAG
Sororina Int2 PCR a tiempo real Humano AGGGCCCCATCTCCTACTAAGC AGAGGGATGAACGTGAGCTC
Sororina PCR atiempo real Raton GTACACATGGCGGAGCGGCG CTCTACTGCATGAGCTACGATC
Sororina Intl PCR a tiempo real Ratén GTACACATGGCGGAGCGGCG CAAGATGCTTGACGAGTTCGG
Sororina PCR Raton GTACACATGGCGGAGCGGCG CCTCGGCCAGATTTCAGAGAAC
SRSF1 (+Int3) PCR Humano TGATGTTTACCGAGATGGCACTG CGAGAGCGAGATCTGCTATG
SRSF1 (AEx4) PCR Humano TGATGTTTACCGAGATGGCACTG CGCTCCATGAATCCTGGTAA
SRSF1Var6 PCR Humano GATCTCATGAGAGACATATC CGCTCCATGAATCCTGGTAA
SRSF31S0O1 PCR Humano GTGGCTGCCGTGTAAGAGTGG CTTCTTGGAGATCTGCGAC
SRSF31S02 PCR, PCR atiempo real | Humano, Ratén GTGGCTGCCGTGTAAGAGTGG CTGACGACTGGCCAGCCTGG
SRSF3 PCR Humano, Ratén GTGGCTGCCGTGTAAGAGTGG TCTCTTCTCCTATCTCTAGAAAG
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ABSTRACT

Genome instability is related to disease develop-
ment and carcinogenesis. DNA lesions are caused
by genotoxic compounds but also by the dysregu-
lation of fundamental processes like transcription,
DNA replication and mitosis. Recent evidence indi-
cates that impaired expression of RNA-binding pro-
teins results in mitotic aberrations and the forma-
tion of transcription-associated RNA-DNA hybrids
(R-loops), events strongly associated with DNA in-
jury. We identify the splicing regulator SLU7 as a key
mediator of genome stability. SLU7 knockdown re-
sults in R-loops formation, DNA damage, cell-cycle
arrest and severe mitotic derangements with loss of
sister chromatid cohesion (SCC). We define a molec-
ular pathway through which SLU7 keeps in check the
generation of truncated forms of the splicing factor
SRSF3 (SRp20) (SRSF3-TR). Behaving as dominant
negative, or by gain-of-function, SRSF3-TR impair
the correct splicing and expression of the splicing
regulator SRSF1 (ASF/SF2) and the crucial SCC pro-
tein sororin. This unique function of SLU7 was found
in cancer cells of different tissue origin and also in
the normal mouse liver, demonstrating a conserved
and fundamental role of SLU7 in the preservation
of genome integrity. Therefore, the dowregulation of
SLU7 and the alterations of this pathway that we ob-

serve in the cirrhotic liver could be involved in the
process of hepatocarcinogenesis.

INTRODUCTION

The preservation of genome integrity is essential for cel-
lular homeostasis and ultimately for the individual’s sur-
vival. DNA lesions, and failure to repair them, can lead
to a variety of alterations ranging from point mutations
to gross chromosomal rearrangements such as deletions,
translocations, inversions, duplications and even to chro-
mosomal numerical changes (aneuploidy) (1). An increased
rate of these events is referred to as genome instability, and
it has been related to the pathogenesis of ageing and neo-
plastic diseases, constituting one of the hallmarks of can-
cer (2,3). DNA lesions may originate from the action of
genotoxic compounds, including xenobiotics, endogenous
metabolites and particularly by agents generating reactive
oxygen species (4). However, DNA breaks may also occur
in association with DNA replication stress caused by a va-
riety of conditions such as the topological characteristics of
certain DNA regions, or dysregulated cell proliferation (5).
More recently it has also been shown that gene transcription
and alterations in the expression of RNA-binding proteins
are important sources of replication stress and genome in-
stability (6-10).

‘We have recently demonstrated that the splicing regulator
SLUT7 is essential to maintain the expression and splicing of
the transcriptome characteristic of the differentiated, qui-
escent and metabolically functional liver (11). Importantly,
we have also found that SLU7 expression is significantly
downregulated in damaged liver and in hepatocellular car-

*To whom correspondence should be addressed. Tel: +34 94}8 194700; Fax: +34 948 194717; Email: cberasain@unav.es
Correspondence may also be addressed to Prof. Matias A. Avila. Tel: +34 948 194700; Fax: +34 948 194717; Email: maavila@unav.es
fThe authors wish it to be known that, in their opinion, the first two authors should be regarded as Joint First Authors.

*CB and MAA share senior authorship.

© The Author(s) 2019. Published by Oxford University Press on behalf of Nucleic Acids Research.

This is an Open Access article distributed under the terms of the Creative Commons Attribution Non-Commercial License
(http://creativecommons.org/licenses/by-nc/4.0/), which permits non-commercial re-use, distribution, and reproduction in any medium, provided the original work
is properly cited. For commercial re-use, please contact journals.permissions@oup.com

610Z 8UN( G UO Jasn elleABN ap pepisianiun Aq 881062S/0S TS/ L/ 10rIsqe-a|oile/leu/wod dno olwapeoe//:sdiy Woll papeojumoc]


http://orcid.org/0000-0001-7075-2476

cinoma (HCC) (12), suggesting that SLU7 inhibition may
be causally related to the hepatoinsufficiency observed in
patients with chronic liver injury and in the progression of
hepatocarcinogenesis (13). Interestingly, we also observed
that although reduced, the expression of SLU7 is still re-
tained in human HCC cells and is essential for their sur-
vival (14). Mechanistically we found that SLU7 is required
to maintain the expression of microRNAs generated from
the oncogenic cluster miR-17-92 in order to inhibit apopto-
sis. Importantly, this function is not restricted to liver cancer
cells, being SLU7 essential for the survival of transformed
cells of different origin (14).

Intriguingly the dependency on SLU?7 for survival found
in transformed cells was not observed in normal cells. One
of the major differences between normal and transformed
cells is their proliferative activity, and the role of spliceo-
some components in cell cycle progression has been clearly
established (15-17). In the present work, we demonstrate
that SLU7 is essential for cells to progress through mito-
sis and to maintain genome stability. We found that SLU7
knockdown results in R-loops accumulation, DNA damage
induction and mitotic errors such as loss of sister chromatid
cohesion (SCC). Mechanistically we unravel a molecular
pathway implicating new truncated forms of the splicing
factor SRSF3 (SRp20) (SRSF3-TR), the microRNA miR-
17 and the regulation of sororin splicing, a central event
for normal chromosome segregation (18). Importantly, we
found that these mechanisms also operate iz vivo. In human
liver tissue, the downregulation of SLU7 expression is par-
alleled by an increase in the levels of SRSF3-TR isoforms.
Altogether, we have gathered in vitro and in vivo evidence
showing that SLU7 is essential for the preservation of chro-
mosomal stability and DNA integrity during cell prolifera-
tion, as well as for mitosis progression. These observations,
together with our findings on reduced SLU7 expression in
liver disease, may contribute to understand the mechanisms
of chromosomal instability, which is an early event in hep-
atocarcinogenesis (19). However, our study also identifies
this splicing regulator as a new molecular target for can-
cer therapy, given its herein demonstrated key function in
the mitotic progression of cancer cells and the induction of
replication stress and mitotic catastrophe upon its inhibi-
tion (4,20).

MATERIALS AND METHODS
Cell culture and transfections

Human HCC cell lines PLC/PRF/5 and HepG2, human
cervical carcinoma cell line HeLa and human non-small cell
lung cancer cell line H358 were obtained from the ATCC,
were authenticated by STR profiling and tested for my-
coplasma contamination. PLC/PRF/5, HepG2 and HeLa
cell lines were grown in DMEM (Gibco-Life Technology,
Madrid, Spain) supplemented with 10% fetal bovine serum,
glutamine and antibiotics. H358 cell line was grown in
RPMI supplemented with 10% fetal bovine serum. Hep-
aRG well-differentiated HCC human cell line was ob-
tained from BioPredic (Rennes, France). Human hepato-
cytes (HumHep) were obtained from liver resections of pa-
tients with secondary tumors and were isolated and cultured
as reported (14).
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Transfections with siRNAs and microRNAs were per-
formed with Lipofectamine RNAIMAX reagent (Invit-
rogen, CA, USA) following the manufacturer’s instruc-
tions. Sequence of siRNAs will be provided upon request.
siSLU7-1 and siSLU7-2 are two independent siRNAs. Indi-
vidual siRNAs were used at 75 nM, in co-transfection at 35
nM each and in double transfections siRNAs were used at
35 nM and microRNAs at 100 nM. pMIR-report plasmids
(Ambion, Applied Biosystems, USA) and RNAse H1 plas-
mid (RNHI1), kindly provided by Dr A. Aguilera (Sevilla,
Spain), were transfected with Lipofectamine 2000 (Invitro-
gen, CA, USA) following the manufacturer’s instructions.

Plasmids and luciferase activity

The sequence corresponding to SRSF3 exon 4 (pEXON4)
and the same sequence with three nucleotides mutated
(QuikChange II Site-Directed Mutagenesis Kit, Stratagene,
CA, USA) at the putative miR-17 seed sequence (pMut),
were cloned into the pMIR-REPORT luciferase plasmid
(Ambion, Applied Biosystems). Luciferase activity was de-
termined using the Dual-Luciferase Reporter Assay System
(Promega, WI, USA).

Flow cytometry

Cell-cycle profiles were determined by flow cytometry anal-
ysis using a FACS Calibur flow cytometer (BD Bioscience,
CA, USA) and FxCycle™ Violet stain (Thermo Fisher
Scientific, DE, USA). When indicated, cells were treated
overnight with nocodazole (330 nM) (Sigma-Aldrich, MO,
USA) and collected or washed several times to be collected
at different time points after nocodazole release.

Chromosome spreads

Chromosome spreads were prepared as described (21).
Briefly, cells treated with nocodazole (I pg/ml) for 3 h
were collected and incubated in 0.075M KCl solution for 20
min, fixed in methanol/acetic acid (3:1 ratio), dropped onto
glass slides and stained with 5.8% Giemsa solution (Merck-
Millipore, CA, USA).

Immunofluorescence

For immunofluorescence, cells were cultured on cover-
slips and 48 h after transfection were fixed with 4%
paraformaldehyde for 15 min. Immunofluorescence was
performed with anti-alpha-tubulin (Sigma-Aldrich T9026;
1:10000) and anti-SLU7 (Novus Biological NBP2-20403;
1:1000, CO, USA) antibodies as described (14). DNA
was counterstained with DAPI (Vector Laboratories, CA,
USA).

R-loops detection

For R-loops detection by immunofluorescence cells were
fixed, 48-72 h after knockdown, with ice-cold methanol
for 15 min and immunofluorescence was performed with
S9.6 antibody (Millipore MABE1095; 1:250) alone or in
combination with anti-P-Ser33-RPA32 (Bethyl A300-246A;
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1:3000). DNA was counterstained with DAPI (Vector Lab-
oratories, CA, USA). All images were captured using the
Zeiss Axio Imager.M1 microscope and analyzed using Im-
ageJ software as described (22).

For R-loops detection by slot blot, genomic DNA from
PLC/PRF/5 and HeLa cell lines was extracted using the
automatic Maxwell system (Promega). Five micrograms of
DNA were treated with 1 mg/ml of RNase A (Roche, IN,
USA) in a final volume of 20 pl for 30 min at 37°C. Half of
the previous sample was treated with 1U of RNase H (New
England Biolabs, USA) per microgram of DNA for 30 min
at 37°C. DNA (2.5 pg) was spotted on a Nylon membrane
(Scleicher & Schuell, USA) using Bio-Dot® microfiltra-
tion apparatus (BioRad, CA, USA). After UV-crosslinking
(0.12]/m?) membranes were stained with methylene blue
and blocked with 5% milk/TBST. RNA-DNA hybrids were
detected using the mouse S9.6 antibody (1:1000, Millipore
MABE1095) in 1% BSA/TBST after overnight incubation
at 4°C.

R-loops formed on the 3'UTR region of the beta-Actin
gene were detected by a modification of the non-denaturing
bisulfite polymerase chain reaction (PCR) method (23,24).
See scheme in Supplementary Figure S3D. Briefly, non-
denatured DNA from cells transfected with siGL, siSLU7
and siSLU7+RNHI1 plasmid was subjected to bisulfite
conversion (EZ-DNA Methylation Gold kit, Zymo Re-
search Company, CA, USA). PCR1 was performed using
primers sense GACCAGTTGAATAAAAGTGCACACC
on ACTB exon 6 and anti-sense GSP2 (25) outside the pre-
dicted R-loop region. Nested PCRs were performed with
strand-specific primers. Nested PCR3 was performed us-
ing the described 5 pause primers used to perform DRIP
(25), which therefore detect the DNA strand hybridized
with the RNA and protected from conversion in the R-
loop. This PCR will be positive in non-denatured bisulfite
treated DNA both in the presence and in the absence of
R-loops. Nested PCR2 was performed using the converted
S'pause primers, which will specifically detect the converted
single DNA strand (ssDNA) present only when R-loops are
formed. The specificity of PCR2 was confirmed by sequenc-
ing.

RNA isolation and PCRs

Total RNA from cell lines and tissue was extracted using the
automated Maxwell system (Promega). RNA samples were
treated twice with DNAse to degrade all possible traces of
contaminating genomic DNA (gDNA). Reverse transcrip-
tion was performed as described (26). Real time PCRs were
performed using iQ SYBR Green Supermix (BioRad) in a
CFX96 system (BioRad) as previously described (27). Splic-
ing events were detected after electrophoresis of PCR prod-
ucts amplified with primers located on both sides of the al-
ternated splicing event as described (12). When indicated
isoform-specific primers on exon junctions were used. The
bands detected after electrophoresis were sequenced to be
identified and to confirm specificity. Controls included PCR
reactions on RNA samples without a previous retrotran-
scription (-RT) reaction to exclude the amplification of con-
taminant gDNA (Supplementary Figure S2D and F). The

sequence of primers used in the study will be provided upon
request.

Western blot analysis

For protein extraction, all cell lines were lysed in RIPA
buffer or in a less stringent buffer (20 mM Tris HCI pH
8, 137 mM NaCl, 1% NP-40, 2 mM ethylenediaminete-
traacetic acid (EDTA)) for the SRSF3 ISO2 (SRSF3-
TR) detection. The homogenates were subjected to west-
ern blot analyses as reported (26). Antibodies used were
anti-SLU7 (Novus, 1:1000), anti-PARP1 (Santa Cruz SC-
7150; 1:1000, CA, USA), anti-Actin (Sigma A2066; 1:6000,
MO, USA), anti-Sororin (kindly provided by Dr JM Pe-
ters, Austria), anti-SRSF3 (Thermo Fisher 33-4200; 1:500
and MBL RNO8OPW; 1:500, MA, USA), anti-WAPL (Cell
signaling 77428S; 1:1000, MA, USA), anti-H3S10P (Cell
signaling #9701; 1:1000), anti-y-H2AX (Cell signaling
#2577S; 1:1000), anti-SRSF1 (Thermo Fisher 32-4600;
1:1000), anti-MAD2 (Bethyl laboratories a300-301A-M;
1:1000, TX, USA), anti-P21 (Santa Cruz SC-397; 1:1000),
anti-RNaseH1 (Thermo Fisher PA5-30974; 1:1000) and
anti-V5 (Invitrogene R960-25; 1:1000).

RNA-pull down

To obtain nuclei extract, PLC/PRF/5 cells were collected
in nuclear isolation buffer (1.28 M sucrose, 40 mM Tris—
HCI pH 7.5, 20 mM MgCl2, 4% Triton X-100) and cen-
trifugated at 0.6 x g for 15 min at 4°C. The nuclear pel-
let obtained was resuspended in buffer A (150 mM KCl, 25
mM Tris pH 7.4, 5 mM EDTA, 0.5 mM DTT, 0.5% NP40,
1 x Protease inhibitor cocktail, 100 U/ml RNase inhibitor)
and mechanically lysed using a dounce homogenizer for fi-
nal protein extraction. For liver tissue, control, cirrhosis and
HCC samples were powdered in dry ice. The powder was ho-
mogenized in cold phosphate buffered saline and the nuclei
extract was obtained as explained.

For RNA-pull down assay, 0.8 nmol of 5'-biotin-labeled
RNA oligos (O1, O2 and mutated O1) compassing SRSF3
binding motifs 1 and 2 from sororin intron 1, were immobi-
lized onto 50 p.l of Neutroavidin beads (Thermo Scientific)
in 1 x TBS (50 mM Tris—HCI [pH 7.4], 150 mM NacCl) at
4°C for 2 h, followed by overnight incubation with 2 mg of
PLC/PRF/5 or liver tissue protein nuclear extract at 4°C.
Beads were then washed with 1 x TBS and proteins were
eluted with 40 pl of 2 x Laemmli buffer for western blot
analysis.

Animal experiments

C57BL/6J male mice (Harlan) were used. The 16-week-old
mice were injected i.v. with rAAVs (1 x 1011 pfu) (11). Ex-
periments were performed 21 days after AAV injection us-
ing five animals per group and were repeated at least twice.
Two-thirds partial hepatectomy (PH) and sham (SH) oper-
ations were performed as described previously (28).

Immunohistochemical staining

Immunohistochemical detection of y-H2AX and Ki67 in
paraffin embedded mouse liver tissues was carried out using
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a rabbit antibody against y-H2AX (Cell signalling #2577S;
1:1000) and a rabbit monoclonal antibody against Ki67
(Thermo Scientific RM-9106; 1:200) as described (11).

Ploidy analysis

Liver sections were deparaffinized and incubated in citrate
buffer at 95°C for 20 min for antigen retrieval. Sections
were incubated overnight at 4°C with anti—B-Catenin (BD
Biosciences 610154, 1:400). Anti-mouse-Alexa Fluor 488
(Thermo Fisher #R37120, 1:500) was used as the secondary
antibody. Hoechst 33342 (0.2 wg/ml) (Sigma-Aldrich) was
included in the final wash to counterstain nuclei. Im-
ages were taken using a LEICA DMI 6000 microscope at
x 20 magnification, PL APO objectives, a MicroMAX-
1300Y /HS Princeton Instruments camera and Metamorph
7 software (Molecular Devices). At least 250 randomly se-
lected fields of liver sections were imaged, corresponding to
the analysis of more than 100 000 cells for nuclear ploidy
analysis by a specific macro developed with ImageJ soft-
ware (pixels ranging from 200 to 2500 px2) as previously
described (29,30).

Human samples

Samples from patients included in the study were provided
by the Biobank of the University of Navarra and were pro-
cessed following standard operating procedures approved
by the Ethical and Scientific Committees.

Statistical analysis

Statistical analysis was performed using the GraphPad
Prism software. Data are represented as mean + SEM or
as median when indicated. When appropriate, a Mann—
Whitney U-test or independent Student’s t-test was used
to test for statistical differences between groups. The Chi-
square test was used to compared frequencies. All experi-
ments were performed at least three times in duplicate. A
P-value < 0.05 was considered significant.

RESULTS

SLUT7 is required for the mitotic progression of transformed
cells

We have demonstrated that SLU7 depletion induces the
death of transformed cell lines of different origin with-
out affecting the survival of normal liver cells (14). Given
that spliceosome components are required for cell division
(15,31) we decided to analyze the effect of SLU7 knock-
down in cell-cycle progression. SLU7 knockdown induced a
significant arrest in G2/M phase in the hepatoma cell lines
PLC/PRF/5 and HepG2 and in HeLa and H358 cell lines
from cervical carcinoma and lung cancer respectively (Fig-
ure 1A). This arrest was confirmed with two independent
SLU7siRNAs in PLC/PRF/5 and HeLa cells (Supplemen-
tary Figure S1A). Nevertheless, cell-cycle distribution was
not altered in normal human hepatocytes (HumHep) and
the well differentiated human hepatoma cell line HepaRG
after SLU7 knockdown (Figure 1A). In agreement with this
mitotic arrest we found that SLU7 knockdown markedly
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impaired the ability of PLC/PRF/5 cells to resume mitotic
progression after release from overnight treatment with the
mitotic inhibitor nocodazole (Supplementary Figure S1B).
Ten hours after nocodazole release 58% of siSLU7 cells still
remained arrested at G2/M comparing to 18% of control
cells (siGL). These results indicate that SLU7 is required
for progression through mitosis. The mitotic arrest upon
SLU7 knockdown was confirmed by an increase in the mi-
totic index (Figure 1B), the increased expression of the mi-
totic marker Ser-10 phosphorylated histone H3 (H3S10P)
(Figure 1C) and the induction of mitotic arrest deficient 2
(MAD?2) protein, a key component of the mitotic check-
point (Figure 1C), in asynchronous PLC/PRF/5 and HeLa
cells 48 h after transfection with siSLU7. Altogether these
results demonstrate that SLU7 knockdown compromises
cell-cycle progression and more particularly mitosis pro-
gression in transformed cells.

SLUT7 is required for proper spindle assembly and sister chro-
matid cohesion: regulation of sororin splicing

In the absence of SLU7 we noticed several mitotic abnor-
malities (Supplementary Figure S1C). PLC/PRF/5 cells
transfected with control siRNA (siGL) displayed normal
metaphases 2 h after release of overnight nocodazole treat-
ment, with chromosomes properly aligned at the metaphase
plate, correct bipolar spindles and SLU7 localization ex-
cluded from DNA (Figure 2A). However, in siSLU7 trans-
fected cells those cells with reduced SLU7 expression dis-
played defects in chromosome alignment with failure of
chromosomes to congress at the metaphase plate and de-
fects in spindle polarity with monopolar or multipolar spin-
dles (Figure 2B). The maintenance of euploidy depends on
the fidelity of chromosomes segregation, being aneuploidy
a hallmark of most classes of solid tumors. The bipolar at-
tachment of microtubules and the tension required to initi-
ate anaphase depends largely on a correct SCC (32). Dur-
ing the last years it has been demonstrated that SCC is a
process especially sensitive to alterations in the splicing ma-
chinery (18). To analyze SCC, we prepared chromosome
spreads from nocodazole-arrested cells and we found that
mitosis in control cells (siGL) displayed characteristic X
shape chromosomes. However, most of the mitosis in the
SLU7-depleted cells displayed parallel or split chromatids
in PLC/PRF/5, HeLa and H358 cells (Figure 2C and Sup-
plementary Figure S2A). This observation suggests that
SLU7 is required for proper SCC. Different studies have as-
sociated reduced spliceosome activity with SCC defects due
to splicing aberrations, being sororin pre-mRNA process-
ing specially sensitive (18,21,33-35). Therefore, we decided
to analyze if SLU7 regulates the splicing of sororin (Figure
2D). We found that SLU7 knockdown resulted in the ac-
cumulation of unspliced sororin pre-mRNA with increased
retention of introns 1 and 2 (Figure 2E and F) using two
different SLU7 siRNAs (Supplementary Figure S2B). The
absence of contaminating genomic DNA was confirmed by
PCR of RNA samples without retrotranscription (Supple-
mentary Figure S2D). Accordingly, a reduction in sororin
protein levels was observed in SLU7-depleted PLC/PRF/5
and Hela cells (Figure 2G). Mechanistically, sororin an-
tagonizes the cohesion release protein WAPL to ensure the
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Figure 1. SLU7 is required for mitosis progression in transformed cells. (A) SLU7 knockdown induces cell-cycle arrest at G2/M in asynchronous trans-
formed cells. Progression through the cell cycle was analyzed by FACS 48 h after transfection with siSLU7 or control siGL in asynchronous human
hepatoma cells (PLC/PRF/5 and HepG2), the transformed cell lines HeLa (cervical carcinoma) and H358 (lung cancer), normal human hepatocytes
(HumHep) and the well-differentiated human hepatoma cell line HepaRG. The percentage of cells in G2/M phase is indicated. Western blot analysis
confirms SLU7 knockdown. Actin was used as loading control. At least two independent experiments of FACS analysis were performed for each cell line.
(B) The mitotic index was calculated in asynchronous PLC/PRF/5 and HeLa cells 48 h after transfection with siSLU7 and control siGL by measuring the
presence of condensed chromosomes stained with 4,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI). More than 250 cells per condition coming from five independent
experiments performed in duplicates were counted. *P < 0.05, **P < 0.01. (C) Western blot analysis of the mitotic marker Ser-10 phosphorylated histone
H3 (H3S10P) and the mitotic arrest deficient 2 (MAD?2) protein, in PLC/PRF/5 and HeLa cells 48 h after transfection with siSLU7 and control siGL.

stable association of cohesin with chromatin (36). In fact,
sororin is essential for chromatid cohesion only in the pres-
ence of WAPL (36). To confirm that SCC defects elicited af-
ter SLU7 knockdown depend largely on sororin inhibition
we simultaneously silenced WAPL expression. As shown in
Supplementary Figure S2G-1, co-depletion of WAPL re-
versed SCC defects elicited in PLC/PRF/5 cells by SLU7
knockdown.

SLUT7 is required to protect cells from R-loop formation and
DNA damage induction

The depletion of RNA processing factors, including the
splicing factor SRSF1 (ASF/SF2), has been associated with
G2/M arrest and genome instability through more direct
mechanisms than SCC control, such as the formation of
RNA-DNA hybrids or R-loops (6,37). R-loops contribute
to genome instability in at least two ways: by the exposure
of ssDNA and thus increasing the risk of DNA damage

and mutagenesis, and by inducing DNA replication stress
through the impairment of replication fork progression
(38,39). We have already demonstrated that SLU7 knock-
down induces DNA damage in transformed cells (14) (Sup-
plementary Figure S3A) and now we show that it also in-
duces G2/M arrest. Therefore, we decided to analyze R-
loop formation in SLU7 silenced cells. As shown in Figure
3A and B and Supplementary Figure S3B-E, by immuno-
cytochemistry, dot-blot and non-denaturing bisulfite foot-
printing, we found that SLU7 knockdown leads to R-loop
formation in both PLC/PRF/5 and HeLa cells, and that
these R-loops are resolved in the presence of RNAse H1
(RNH1). Interestingly we also observed that the increase
in y-H2AX detected upon SLU7 knockdown was signif-
icantly reduced by RNase H1 transfection (Figure 3C),
suggesting that DNA damage induced by SLU7 knock-
down depends largely on R-loop formation. Accordingly,
phosphorylated replication protein A (RPA), an ssDNA-
binding heterotrimeric complex sensor of DNA damage,
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Figure 2. SLU7 is required for proper spindle assembly and SCC. (A) Metaphases were analyzed by immunofluorescence in PLC/PRF/5 cells 48 h after
transfection with control siGL and 2 h after release of overnight treatment with nocodazole. Immunodetection of SLU7 expression and localization is
shown in green, the mitotic spindle was visualized with anti-a-Tubulin (TUBA) antibody (red) and DNA was stained with DAPI (blue). Scale bar: 10 pm.
(B) Cells transfected with siSLU7 were treated as in A. Cells with normal levels of SLU7 presented their chromosomes aligned in the metaphase plate
and normal spindles as control siGL cells. Cells with reduced SLU7 levels (| SLU7) showed abnormal (monopolar or multipolar) spindle morphology.
Scale bar: 10 pm. (C) Representative images of metaphase chromosome spreads from PLC/PRF/5, HeLa and H358 cells 48 h after transfection with
siGL or siSLU7. Scale bar: 10 pm. (D) Schematic representation of the genomic locus of human CDCAS5 (sororin) gene and the transcripts generated
after the correct splicing or the aberrant retention of introns 1 and 2. The location of primers used for PCR1, PCR2 and PCR3 is indicated. (E) Real
time quantification of the incorporation of intron 1 (PCR1) and intron 2 (PCR?2) into sororin mRNA in PLC/PRF/5 cells 48 h after transfection with
two different SLU7-specific siRNAs. *P < 0.05, **P < 0.01. (F) Analysis of sororin transcripts using PCR3 as described in D, in PLC/PRF/5, HeLa
and H358 cells 48 h after transfection with siSLU7. Arrows indicate the aberrant intron-incorporating isoforms. (G) Western blot of sororin and SLU7 in
PLC/PRF/5 and HeLa cells 48 h after transfection with siSLU7. Actin expression is shown as loading control. All experiments were performed at least
three times with biological duplicates per condition.
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duplicates per condition.

replication stress and R-loops (40), was significantly in-
creased upon SLU7 knockdown in PLC/PRF/5 cells, re-
duced upon RNase H1 transfection (Supplementary Fig-
ure S3F) and colocalized with R-loops (Supplementary
Figure S3G). We next asked whether SLU7 knockdown
also induced transcription-associated genomic instability in
the non-tumorigenic cell line HepaRG. As shown in Sup-
plementary Figure S3H and I we were able to detect R-
loops formation, in parallel with an increase of y-H2AX
in siSLU7 transfected cells, thus confirming the relevance
of SLU7 in maintaining genome integrity.

SLU7 controls SRSFI and SRSF3 splicing and prevents the
expression of truncated SRSF3 (SRSF3-TR) proteins

As it has been recently shown for other spliceosome fac-
tors (41) the absence of SLU7 could be directly responsi-
ble for the formation of R-loops. However, we have already
demonstrated that SLU7 regulates SRSF3 splicing (11) and
it is known that SRSF3 in turn regulates the expression of

SRSF1 (42,43), which as mentioned before has been im-
plicated in the protection against R-loop formation (37).
Therefore, we evaluated the effect of SLU7 knockdown on
SRSFI and SRSF3 splicing (Figure 4A and Supplementary
Figure S2B-F). As shown in Figure 4B, confirming our pre-
vious findings (11), SLU7 knockdown induced the incorpo-
ration of exon 4 into SRSF3 pre-mRNA to generate SRSF3
isoform 2 (SRSF3-1S02) in HCC cells, including HepaRG
(Supplementary Figure S3I). Interestingly, this effect was
also observed in HelLa and H358 cells (Figure 4B) us-
ing two different siRNAs and a SRSF3-1SO2-specific PCR
(Supplementary Figure S2B). These results prompted us to
evaluate if SLU7 effect on SRSF3 splicing was direct. To
this end we performed an RNA-CLIP assay and we found
that SLU7 binds SRSF3 mRNA (Supplementary Figure
S2C). Moreover, SLU7 knockdown significantly modified
the splicing of SRSFI in the three cell lines tested, induc-
ing the aberrant skipping of exon 4 in PLC/PRF/5 and
H358 cells (Figure 4B and Supplementary Figure S2B, D
and E) and the aberrant incorporation of intron 3 in HeLa

610Z 8UN( G UO Jasn elleABN ap pepisianiun Aq 881062S/0S TS/ L/ 10rIsqe-a|oile/leu/wod dno olwapeoe//:sdiy Woll papeojumoc]



A
SRSF1 gene R »PCR1
< » PCR2
=
Var 1 D\/l:]\/l:\/l:!
<= «
Var 2 D\/D\/Eé
Var 3 D\/D\/:J—\/—
Var 4 W/:I—t\/_
Var 5 W/CI\/J-\/—
Var 6 D\/E\/D\/L\/—
M Coding sequence == 3’UTR ? Stop codon
SRSF3 gene
-
@ = a‘ﬁ.ﬂ € [T
G
Iso1
<“-»> PCR
1s02
<«---+ PCR
C
PLC Hela H358

SiGL siSLU7 _siGL siSLU7 _siGL siSLU7 «o
srer 1 [FRRNT A — ——— |

SRSF3|-..||—..-.-||----|-20
i — el ] s
SLU7 |« | | T

2

Actinl-——"""'“ I — | 37

Nucleic Acids Research, 2019, Vol. 47, No. 7 3457

PLC H358
siGL siSLU7  siGL siSLU7

swsr | R = -

SRSF1 | *% ™ Var4

—

(AEx4)
Hela
siGL siSLU7
| —— — 4'502
SRSF3 - . e e (| /SO1
Var2,3
SRSF1| ™% W5 W& &8 1< (,1nt3)
(PCR1) | e s s s [ \ar1
siSLU7 +
ko siGLsiSLU7 silSO2
gg _-_1_,— ‘ 1S02 E.
GE ' eh
- 1S02| &
wv
SRSF3
(MBL) ZO‘I--.--| - 502
l— -— —— o
s = 8 | —.7| 2

Actin 3,.I—-—-————-|

Figure 4. SLU7 controls SRSFI and SRSF3 pre-mRNAs splicing and prevents the induction of SRSF3-TR forms. (A) Schematic representation of SRSFI
and SRSF3 genes and the different mRNAs generated by alternative splicing. The location of primers used for PCRs are indicated. (B) PCR detection of
SRSF3 and SRSFI isoforms 48 h after transfection with siGL or siSLU7 in the indicated cell lines. The aberrant isoforms are indicated by arrowheads.
(C) Western blot analysis of SRSF1, SRSF3 (antibody from MBL), y-H2AX and SLU7 in PLC/PRF/5, HeLa and H358 cells 48 h after transfection
with siGL and siSLU7. Actin was used as loading control. (D) Western blot analysis of truncated SRSF3 forms (antibody from Thermo) in H358 cells 48
h after transfection with siGL, siSLU7 or siSLU7+siISO2. Western blot analysis of SLU7 and Actin protein levels as loading control are shown. Upper
right panels show different exposures of the same membrane probed with anti-SRSF3 antibody to better identify the truncated SRSF3 forms. Lower right
panels show the RT-PCR analysis of SRSF3-ISO2 and SLU7 mRNAs. All experiments were performed at least three times with biological duplicates per

condition.

cells (Figure 4B; Supplementary Figure S2B and F). Conse-
quently, these splicing alterations significantly reduced the
expression of SRSF1 protein in the three cell lines (Fig-
ure 4C). However, SRSF3 protein levels were not affected
(Figure 4C). SRSF3-1SO2 mRNA incorporates a prema-
ture termination codon (PTC) and would be degraded by
the nonsense-mediated mRNA decay (NMD) system. How-
ever, it has been shown that this isoform can be also trans-
lated into a truncated protein which lacks part of the RS
domain (SRSF3-TR) (44,45). Therefore, we decided to re-
evaluate SRSF3 expression with another antibody induced
against a peptide epitope (aa 84-104 from Thermo Fisher)
that should be contained in all the isoforms. As shown in
Figure 4D, we found that upon SLU7 knockdown several
truncated SRSF3 forms (SRSF3-TR) were detected. In-
terestingly, all SRSF3-TR forms would be expressed from
SRSF3-ISO2 mRNA, as they were inhibited when upreg-
ulation of SRSF3-ISO2 mRNA was prevented by the co-

transfection of siSLU7 with a SRSF3 exon 4 specific siRNA
(siISO2) (Figure 4D and Supplementary Figure S4A). In
all, our results demonstrate that SLU?7 is essential to main-
tain the correct splicing of SRSFI and SRSF3, and to pre-
vent the expression of truncated SRSF3 proteins.

SRSF3-TR proteins induced upon SLU7 knockdown may
function as SRSF3 dominant negative and regulate SRSF1
expression and R-loop formation

In view of the above findings, we decided to evaluate the im-
plication of SRSF3-ISO2 and SRSF3-TR in the alteration
of SRSFI splicing and R-loop formation induced upon
SLU7 knockdown. As shown in Figure 5A, prevention of
SRSF3-ISO2 upregulation by co-transfection of siSLU7
with siISO2 in PLC/PRF/5 and HeLa cells (Supplementary
Figure S4A), corrected the splicing alterations of SRSFI in-
duced upon SLU7 knockdown. This effect was translated
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Figure 5. SRSF3-TR forms induced upon SLU7 knockdown behave as dominant-negative controlling SRSFI splicing and R-loops. (A) The generation of
aberrant splice variants of SRSF1 induced upon SLU7 knockdown (siSLU7) in PLC/PRF/5 and HeLa cells is prevented by co-transfection with silSO2
targeting the truncated forms of SRSF3. The expression of SRSF3-1SO2 and SLU7 is shown as control. (B) The downregulation of SRSF1 protein and the
induction of DNA damage (y-H2AX) in PLC/PRF/5 cells after SLU7 knockdown are prevented by co-transfection with silSO2 (samples are the same
as in panel A). Western blot analysis of SLU7 and Actin are shown as control. (C) The induction of R-loops after SLU7 knockdown was significantly
reduced after co-transfection with silSO2 in PLC/PRF/5 cells (R-loops were detected by immunofluorescence with the S9.6 antibody). Scale bar: 10 pm.
The right panel shows the quantification of RNA-DNA hybrids (R-loops) per nucleus with ImagelJ software. The DAPI signal was used to create a mask
of the nucleus. The nuclear S9.6 signal intensity was then determined. The number of nucleus analyzed per condition is indicated. The plot was represented
using GraphPad Prism. Red bars represent the median. ****P < 0.0001 (Mann—-Whitney U-test). (D) SRSF3 (siSRSF3) knockdown in PLC/PRF/5 cells
results in aberrant SRSFI splicing and reduced protein, reproducing the effects of SLU7 (siSLU7) knockdown. Western blot analyses of SRSF1, SLU7
and SRSF3 proteins are shown. (E) Real time PCR of p53 isoform beta (p538) in PLC/PRF/5 cells 48 h after transfection with siSLU7, siSLU7 + silSO2
or siSRSF3. *P < 0.05.

into the recovery of SRSF1 protein expression and the in-
hibition of DNA damage induction (Figure 5B and Sup-
plementary Figure S4B). In agreement with these results we
found that preventing SRSF3-1S02 induction significantly
reduced the accumulation of R-loops upon SLU7 knock-
down (Figure 5C). Taken together these results suggest that,
although SLU7 could play a direct role preventing the for-
mation of R-loops, this effect could be also dependent on
the correct expression of SRSF1 and SRSF3.

As mentioned before, it has been shown that SRSF3
depletion results in the inhibition of SRSF1 expression
(42,43). However, in our system SRSF3 expression is not
modified. Therefore, we hypothesized that after SLU7
knockdown, SRSF3-TR could act as a dominant negative
regulator of SRSF3. To test this hypothesis, we first stud-
ied if the inhibition or knockdown of SRSF3 had the same
effect on SRSFI splicing than siSLU7. Both SRSF3 and
SLU7 knockdown reduced SRSF1 protein expression and
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altered SRSF1I splicing increasing the skipping of exon 4 in
PLC/PREF/5 cells (Figure 5D) or the inclusion of intron 3
in HeLa cells (Supplementary Figure S4C). SRSF3 knock-
down also induced R-loops formation in PLC/PRF/5 cells
(Supplementary Figure S4D). Moreover, the splicing tar-
get of SRSF3, p538, which is significantly induced upon
SRSF3 knockdown (46) is also markedly induced after
SLU7 knockdown, and this effect is blunted by the co-
transfection of silSO2 (Figure SE). All these results confirm
that the truncated forms of SRSF3-TR elicited upon SLU7
knockdown could behave as dominant negative species to-
ward SRSF3 activity.

SRSF3-TR proteins induced upon SLU7 knockdown regulate
sororin splicing and SCC independently of SRSF3 inhibition

At this point it was important to analyze the role of
SRSF3-1SO2 and SRSF3-TR in the cellular phenotype in-
duced upon SLU7 knockdown. As shown in Figure 6, we
found that when the induction of SRSF3-ISO2 was pre-
vented (Supplementary Figure S4A) the cell-cycle arrest
(Figure 6A), the defect in SCC (Figure 6B) and the apop-
tosis (Figure 6C) induced upon SLU7 knockdown were
averted. Moreover, we also found that the aberrant splic-
ing of sororin was also significantly corrected in the three
cell lines tested (Figure 6D and E). However, and unexpect-
edly in this case the effect of SRSF3-TR proteins cannot
be attributed to an inhibition of SRSF3 acting as domi-
nant negative forms, because SRSF3 knockdown had no
effect on sororin splicing (Figure 6F) in none of the three
cell lines tested. These results suggest that the induction of
SRSF3-1SO2 could directly alter the splicing of sororin. To
test this possibility, we prepared three different constructs to
express the isoforms codified by SRSF3-ISO2 (Supplemen-
tary Figure S4E and F): one ending at the end of exon 4, an-
other construct ending at the PTC present in exon 4 and the
same sequence fused to the V5 tag. We found that transfec-
tion of all three constructs into PLC/PRF/5 cells induced a
significant increase in the incorporation of introns 1 and 2
in sororin transcripts (Figure 6G). In addition, overexpres-
sion of SRSF3-TR proteins upon SRSF3-1SO2 transfection
induced the formation of R-loops in PLC/PRF/5 (Sup-
plementary Figure S4F). A bioinformatic analysis revealed
two putative SRSF3 binding motifs (32,37) in sororin intron
1 (Supplementary Figure S4G). Therefore, we performed
RNA-pull down assays using PLC/PRF/5 cells transfected
with SRSF3-1S02 and two synthetic biotinylated RNA oli-
gos containing motif 1 or motif 2. As shown in Figure 6H
we found that SRSF3-1S02 binds the two motifs present in
sororin intron 1. More importantly, we detected the binding
to both oligos of the truncated SRSF3 proteins (SRSF3-
TR) induced upon SLU7 knockdown in PLC/PRF/5 cells
(Figure 61). Interestingly, under these conditions the oligos
were able to bind the aberrant SRSF3 isoforms induced
upon SLU7 knockdown (see arrows in Figure 6I). This
binding was prevented when the motif sequence in oligo 1
was mutated (Supplementary Figure S4H), thus confirming
binding specificity. As these isoforms retain the RNA recog-
nition motif (RRM) but have partially lost the RS domain
implicated in the interaction with other proteins, the normal
regulation of splicing by SRSF3 could be altered. In sum,
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our results suggest that the truncated forms of SRSF3 can
acquire new functions and therefore may participate in the
induction of genome instability.

miR-17 rescues cell-cycle arrest and prevents the induction of
truncated SRSF3 proteins upon SLU7 knockdown

As mentioned before, we previously demonstrated that
miR-17 was able to rescue the death of transformed cells
occurring upon SLU7 knockdown (14). We wondered if
miR-17 would play a role in any of the events preceding
cell death. We first demonstrated that miR-17 prevented
the cell-cycle arrest at G2/M induced in SLU7-depleted
PLC/PRF/5 (Figure 7A), HeLa and H358 (Supplemen-
tary Figure S5A) cells. As shown in Supplementary Figure
S5B miR-17 also restored cell-cycle progression in SLU7-
depleted PLC/PRF/5 cells after nocodazole release. In ad-
dition, normal SSC was observed after co-transfection of
miR-17 with siSLU7 in PLC/PRF/5 (Figure 7B) and HeLa
(Supplementary Figure S5C) cells. Importantly we found
that this effect was parallel to the correction of sororin splic-
ing (Figure 7C and Supplementary Figure S5D) and sororin
expression (Figure 7D).

Bioinformatic analysis predicted a low score putative site
for miR-17 in SRSF3 exon 4 (Figure 7E). As mentioned be-
fore, exon 4 incorporates a PTC and it has been shown that
PTC-containing mRNAs become substrates of microRNAs
because the sequence downstream of the PTC acquires a
3’'UTR identity (47). To verify this hypothesis, we cloned
SRSF3 exon 4 sequence (pEXON4) and this exon with
the mutated seed sequence (pMut) fused to the 3’ end of
the luciferase ORF in the reporter plasmid pMIR (Fig-
ure 7E). We co-transfected PLC/PRF/5 and HeLa cells
with pEXON4 or pMut plasmids and the synthetic miR-
17 mimic or the mock oligo as negative control. As shown
in Figure 7E, miR-17 significantly reduced luciferase ac-
tivity of pEXON4 plasmid, with no effect on pMut plas-
mid. In agreement with this we found that the induction of
SRSF3-1SO2 mRNA observed in PLC/PRF/5, HeLa and
H358 cells after SLU7 knockdown was significantly pre-
vented by miR-17 transfection (Figure 7F and Supplemen-
tary Figure S5E). Accordingly, the induction of SRSF3-
TR forms upon SLU7 knockdown was inhibited by miR-
17 co-transfection (Figure 7G). These results demonstrate
that SRSF3-1SO2 mRNA is a target of miR-17. We there-
fore decided to study if miR-17 was also able to rescue the
aberrations in SRSFI splicing and the accumulation of R-
loops induced upon SLU7 knockdown. As shown in Figure
7H and I and in agreement with the involvement of SRSF3-
ISO?2 in those effects, miR-17 significantly corrected SRSF1
splicing and R-loops formation when co-transfected with
siSLU7 in PLC/PRF/5 cells.

SLU7 knockdown induces genomic instability in vivo

Our findings so far demonstrate that SLU7 is a gatekeeper
of genomic integrity preventing the formation of R-loops
and the induction of DNA damage and securing the cor-
rect segregation of chromosomes during mitosis. In view
of this, it was very relevant to analyze if SLU7 played this
role also in vivo. Although hepatocytes are quiescent cells
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610Z 8UN( G UO Jasn elleABN ap pepisianiun Aq 881062S/0S TS/ L/ 10rIsqe-a|oile/leu/wod dno olwapeoe//:sdiy Woll papeojumoc]



Nucleic Acids Research, 2019, Vol. 47, No. 7 3461

A Cc SiSLU7 +
SiGL siSLU7 siSLU7 + miR-17 siGL siSLU7 miR-17
EE R B —— <
PLC‘ — G e G G G—
33% |~] 10%
§ e - — [«
° ™7 HeLa‘——————
L Hssa‘__.":"..":'.._.._<
. . . . D H L 7 H 7
siGL siSLU7 SiSLU7 + mlR 17 SISLU7 + siSLU7 +
—_ L 2o 2 siGL siSLU7 miR-cont miR-17
v ,}f@i_ . ‘.“ . B sz "‘ Sororin ‘ - — —— ~--\»
¥ \i (4 L e ‘BT f‘*'- -
o . e \:‘:':;- * "4 » &; ’y1 SLU7}-— - -‘"~-}~
L i. W o i'i":"." . . ’_}
o » 5 Loy SR P
C <3 I o e K1 ‘M
® ) - DO Actin
NN MR 5

E F
[ pEXON4 + Mock pMut + Mock 600+ «x [ siGL
Bl pEXON4 +miR-17 [] pMut+miR-17 <« 5001 3 sisLu7
Z 400 *x El siSLU7 +
120 o
i miR-17
3 100 E 300 |l|
B i Lo
22 w0 2
o
_:_.;.' 60 * * E 1001 .
[
2% w & 50q
© ©
E 20 0-

PLC HelLa H358

PLC Hela SiSLU7 +
G w siGL siSLU7 miR-17
SRSF3-1SO2(Exon4) 5’ -AUUAGCCAGUCAACUAGCCCUUUC-3" — —
hsa-miR-17 3’ -UGAUGGACGUGACAUUCGUGAAAC-5 "
* kk * * dkk kokkk

SRSF3-ExondMUT 5’ -AUUAGCCAGUCAACUAGACAGUUC-3"

hsa-miR-17 3’ -UGAUGGACGUGACAUUCGUGAAAC-5"
* kk ok * *% **

siSLU7 +
siGL  siSLU7 miR-17

i . | ' . Var3
== S| Vard
SRSF1 | s e s s e s |Vars
le Varé
(AExA)

PLC

1502 | e o e e e |

| SLU7| e —

‘Varz
- farz_
SRSF1 | o i G D s e |

S9.6 intensity per nucleus (A.U.)

siGL siSLU7 siSLU7+miR-17

Hela

[502|---—'---—-|

~N
<
&=
3
+
N
2
—
@
K

SLU7 | o s e e |

Figure 7. miR-17 rescues cell-cycle arrest and prevents the induction of SRSF3-TR proteins upon SLU7 knockdown. (A and B) Cell-cycle arrest A and loss
of SCC detected by chromosome spreads B (scale bar: 10 wm) induced in PLC/PRF/5 cells 48 h after SLU7 knockdown was prevented by co-transfection
with miR-17. (C) The aberrant splicing of sororin induced in PLC/PRF/5, HeLa and H358 cells 48 h after SLU7 knockdown was also prevented by
co-transfection with miR-17. (D) Co-transfection of miR-17 with siSLU7 recovered sororin protein levels downregulated by siSLU7 in PLC/PRF/5 cells.
(E) SRSF3 exon 4 was cloned as 3’UTR in the pMIR-REPORT luciferase plasmid (pEXON4). The same sequence with the mutations at the miR-17
recognition motif marked in bold was also cloned (pMut) as control. PLC/PRF/5 and HeLa cells were transfected with pPEXON4 or pMut plasmids
and miR-17 or a control miRNA (Mock). Luciferase activity was analyzed 48 h after transfection. *P < 0.05. (F) The expression of SRSF3-1SO2 was
measured by real time PCR in PLC/PRF/5, HeLa and H358 cells 48 h after transfection with siGL, siSLU7 or siSLU7 + miR-17. *P < 0.05, **P <
0.01. (G) Western blot analysis of SRSF3 in H358 cells 48 h after transfection with siGL, siSLU7 or siSLU7 + miR-17. The truncated forms of SRSF3
are indicated by arrows. (H) The generation of aberrant splice variants of SRSFI induced upon SLU7 knockdown (siSLU7) in PLC/PRF/5 and HelLa
cells is prevented by co-transfection with miR17. The expression of SRSF3-1SO2 and SLU7 is shown as control. (I) The induction of R-loops after SLU7
knockdown was significantly reduced after co-transfection with miR-17 in PLC/PRF/5 cells (R-loops were detected by immunofluorescence with the S9.6
antibody). Scale bar: 10 pm. The right panel shows the quantification of RNA-DNA hybrids per nucleus with ImageJ software. The DAPI signal was used
to create a mask of the nucleus. The nuclear S9.6 signal intensity was then determined. The number of nucleus analyzed per condition is indicated. The
plot was represented using GraphPad Prism. Red bars represent the median. ****P < 0.0001 (Mann—Whitney U-test). All experiments were performed at
least three times with biological duplicates per condition.

610Z 8UN( G UO Jasn elleABN ap pepisianiun Aq 881062S/0S TS/ L/ 10rIsqe-a|oile/leu/wod dno olwapeoe//:sdiy Woll papeojumoc]



3462 Nucleic Acids Research, 2019, Vol. 47, No. 7

the liver has a unique capacity to regenerate after partial
hepatectomy (PH). Our previous study demonstrated that
SLU7 knockdown promotes the de-differentiation of hep-
atocytes and their entry into the cell cycle both in rest-
ing conditions and after PH (11). We decided to evalu-
ate whether SLU7 is required for the correct progression
through mitosis. We performed 2/3 PH in mice 21 days af-
ter knocking down SLU7 expression with an AAV encoding
a SLU7-specific sSiRNA (AAV-shSLU7) (Supplementary
Figure S6A). As shown in Figure 8A Ki67 immunostain-
ing in sham-operated control samples (SH) confirmed the
promotion of cell-cycle entrance of hepatocytes upon SLU7
knockdown. However, Ki67 immunostaining also showed
that progression through mitosis after PH was significantly
altered when SLU7 expression was silenced. We found that
the accumulation of hepatocytes at anaphase observed in
control AAV-Ren mice at the peak of mitosis, 48 h after
PH (Figure 8A) was impaired in AAV-shSLU7 mice. In fact,
AAV-shSLU7 mice showed an accumulation of hepatocytes
arrested at prometaphase and metaphase at 48 h and even
at 72 and 96 h after PH (Figure 8A). Importantly this effect
was translated into a significant delay in the recovery of liver
mass 96 h after PH in SLU7 knockdown mice (Figure §B).
We then analyzed sororin gene expression, finding it already
induced 24 h after PH in the liver of both control AAV-Ren
and AAV-shSLU7 mice (Figure 8C). However, the peak in-
duction of sororin mRNA observed in AAV-Ren mice 34 h
after PH was completely absent in AAV-shSLU7 mice. In-
terestingly, we detected an aberrant incorporation of intron
1 in sororin mRNA only in AAV-shSLU7 mice 24 h after
PH (Figure 8C and Supplementary Figure S6B). Impor-
tantly we found that the induction of sororin protein ob-
served in control mice (AAV-Ren) 24 h after PH was absent
when SLU7 expression was knocked down (AAV-shSLU7)
(Figure 8D). This effect was parallel to the onset of DNA
damage (y-H2AX levels), the activation of the spindle as-
sembling checkpoint (SAC) evidenced by the induction of
MAD?2, and the induction of the major cell-cycle inhibitor
P21 (Figure 8D). Together, all these results confirm in vivo
the relevance of maintaining a correct level of expression of
SLUT7 to secure the normal progression through mitosis and
to prevent genomic instability.

Our previous studies demonstrated that SLU7 expression
is reduced in the liver of cirrhotic patients and in HCCs (12).
It has also been shown that the DNA damage sensor +y-
H2AX is significantly increased not only in HCC but also in
the preneoplastic cirrhotic liver (48) and that DNA damage
induction is associated with the development of liver cancer
(19,49). We wondered if SLU7 knockdown could be associ-
ated with the development of DNA damage and genome in-
stability in the normal resting liver. As shown in Figure 8E
SLU7 knockdown in the normal liver was paralleled by the
induction of DNA damage as evidenced by an increase in
v-H2AX detected by western blot (Figure 8E) and immuno-
histochemistry (Supplementary Figure S6C). This was also
accompanied by an increase in the expression of SRSF3-
1SO?2 (Figure 8E), and importantly by the alteration of hep-
atocyte nuclear ploidy with a trend toward a reduction in
the diploid fraction and a significant increase in the octo-
ploid fraction of hepatocytes (Figure 8F and Supplemen-
tary Figure S6D).

To explore the clinical relevance of our findings, we in-
vestigated the presence of SRSF3-1S0O2 forms in the liver of
patients with cirrhosis and HCC. As shown in Figure 8G,
SRSF3-ISO2 mRNA levels were significantly elevated in
human cirrhotic liver tissues and HCCs. We also performed
an RNA-pull down assay with the biotinylated RNA oligo
containing the putative SRSF3 binding motif 1 in sororin
intron 1 described above using pooled extracts from three
control livers (CO), three cirrhotic livers (CI) and three
HCCs. Consistent with the observed SRSF3-1SO2 mRNA
contents, we detected increased levels of SRSF3-TR forms
in the cirrhotic liver and in HCC extracts (Figure 8H). These
results show for the first time that aberrant forms of SRSF3
are expressed in diseased human liver and are able to bind
putative SRSF3 binding sites, in this case in the first intron
of sororin.

DISCUSSION

From a mechanistic point of view, the involvement of
mRNA processing factors in the maintenance of genome in-
tegrity takes place at different levels, indirectly through the
regulation of the transcription and splicing of DNA dam-
age response (DDR) and mitotic genes (9,15), or more di-
rectly through the prevention of the co-transcriptional for-
mation of R-loops (6,9). Moreover, it has been suggested
that mitotic errors and DNA damage are mechanistically
separate outcomes of perturbed mRNA splicing (50). Our
results confirm this hypothesis, and now we identify the
splicing regulator protein SLU7 as a key factor in the preser-
vation of genome integrity. SLU7 is an evolutionary con-
served mRNA binding protein, essential during the second
catalytic step in the pre-mRNA splicing process (51). Herein
we define the molecular mechanisms through which SLU7
plays a non-redundant role in protecting from the accumu-
lation of genetic lesions during fundamental events in DNA
metabolism.

DNA damage, which according to Pedersen et al. would
precede mitotic aberrations (50), would be mainly associ-
ated with the development of R-loops. Cotranscriptional R-
loops, formed by the rehybridization of the nascent RNA
molecule on the DNA template, are considered a ma-
jor source of DNA breaks and transcription-associated
genome instability (TAGIN) (10). Several studies have
identified a number of RNA-binding factors that protect
nascent RNA and prevent its reaction with the DNA tem-
plate (6,52). One of the earliest RNA processing factors
identified in this context was SRSF1 (37). Therefore, the role
of SLU7 in preventing TAGIN could be mediated through
its direct interaction with nascent RNA or through the
preservation of the splicing and expression of other RNA
processing factors like SRSF1 as we report here, albeit the
coexistence of both mechanisms cannot be excluded.

We also observed profound mitotic aberrations upon
SLU7 knockdown, including impaired spindle assembly,
SCC and cell-cycle arrest. A central role has been estab-
lished for the spliceosome machinery in the coordinated
regulation of SCC during mitotic progression (18). Here
also, the expression of SRSF1 was found essential for bipo-
lar spindle formation and normal mitosis (53). Therefore,
the impaired expression of SRSF1 can explain in part the
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0.01 and ***P < 0.001 versus controls. (H) Western blot analysis of SRSF3 after RNA-pull down with the biotinylated RNA oligo O1 from sororin intron
1 containing a putative binding motif for SRSF3. Pools of three liver tissue samples from controls (CO), cirrhotic patients (CI) and HCCs were used for
pull down assays. Extracts from PLC/PRF/5 cells transfected with pcDNA-SRSF3-ISO2 were included as control.
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mitotic alterations found upon SLU7 knockdown. How-
ever, further to this we delineated a molecular mechanism
demonstrating that SLU7 is central for the correct splicing
and expression of sororin, an essential protein in cohesin
ring stabilization and SCC (18,54).

While elucidating the mechanisms through which SLU7
allows normal cell-cycle progression and protects from
TAGIN we also broadened the existing knowledge on the
intricate regulatory crosstalk among SRSF factors (55—
57). More importantly, we demonstrated that SLU7 plays a
unique and hierarchically high role in this intertwined reg-
ulatory network. SR proteins can modulate splice site se-
lection in a concentration-dependent manner (44) so their
expression is tightly controlled at different levels, includ-
ing their mutual control. In the case of SRSF3 it has been
demonstrated that an increase in SRSF3 expression induces
the incorporation of exon 4 in its own mRNA, which has
been proposed as an autoregulatory mechanism to avoid
SRSF3 accumulation (56). Interestingly this effect is an-
tagonized by SRSF1, which inhibits the incorporation of
SRSF3 exon 4 (56). Here we demonstrate that the levels of
SLU7 may significantly alter the expression of both SRSF1
and SRSF3. We found a marked induction of SRSF3-1S0O2
transcript upon SLU7 knockdown, which participated in
the alteration of SRSFI splicing and reduced SRSF1 pro-
tein levels. Importantly, we were able to detect different
SRSF3 truncated proteins (SRSF3-TR) coded by SRSF3-
IS02, which were responsible for the aberrant splicing and
expression of SRSF1 and sororin. Our results demonstrate
that SRSF3-TR proteins indeed play a role in the induction
of DNA damage and genome instability and in the alter-
ation of SCC. We found that these biological activities could
be associated with a dominant negative effect of SRSF3-
TR isoforms but also with an acquired specific function, as
in the case of sororin splicing. Mechanistically, our findings
demonstrate that SLU7 is essential to prevent an increase
of SRSF3-TR proteins, acting at two different levels: by the
regulation of SRSF3 splicing and through the expression of
miR-17. In this latter respect, we demonstrate that miR-17
is able to target SRSF3-1S02 and promote its degradation.

Our results establish that SLU7 plays a critical role in
cell mitosis. In the case of hepatocytes, we previously found
that an early and transient decrease in SLU7 expression
is required for the hepatocytes to enter the cell cycle dur-
ing liver regeneration after PH (11). Now we show that the
quick recovery of SLU7 expression after PH is required to
allow the correct progression through mitosis, the restora-
tion of liver mass and the maintenance of genome stability.
Importantly, our present findings demonstrate that persis-
tent knockdown of SLU7 expression in the liver results in
DNA injury and increased polyploidization, in a mechanis-
tically significant association with enhanced SRSF3-1S0O2
levels. The preservation of normal hepatic SRSF3 function
appears critical for liver homeostasis, as hepatocyte-specific
deletion of this gene results in spontaneous development of
liver injury and HCC (58). Together, these findings suggest
that the observed downregulation of SLU7 in the cirrhotic
liver (12) could participate in the induction of DNA dam-
age, aneuploidy and genome instability which in chronic
liver injury precede HCC development (19,48,59,60). The

| SRSF3 gene @ |
im_@m_ B [ Js| 6 _jm |

/ \ | is01 IIZISISTEIZ — srsF3

\ 1502 ez s Yo sesra e
miR-17 SRSF3|— SRSF3-TR— miR-17

| 271 |

ROS R-loops — SRSF1 Sororin

I N

DNA damage Mitosis fidelity

-

Genome instability

Figure 9. Schematic representation of the mechanisms regulated by SLU7
involved in the maintenance of genome integrity. See text for details.

detection of SRSF3-1SO2 and SRSF3-TR expression in hu-
man liver cirrhosis further supports this possibility.

In the case of transformed cells, the manipulation of
splicing has emerged as a potential therapeutic strategy for
cancer, including drugs that inhibit early spliceosome as-
sembly or SR protein phosphorylation (61). Importantly,
pre-clinical studies show that modulating the activity of the
spliceosome in general is well tolerated in vivo. Our results
confirm the splicing factor SLU7 as a new target for inter-
vention. Transformed cells demonstrate an important de-
pendency on SLU7 expression for their survival (14), which
would be related to the multiple functions of SLU7. These
include the regulation of splicing and expression of SR
proteins such as SRSF1 and SRSF3 and the SCC protein
sororin, the prevention of R-loop formation, and the gen-
eration of microRNAs such as miR-17. The selective killing
of transformed cells upon SLU7 knockdown could be asso-
ciated with the induction of replication stress and mitotic
catastrophe (4,20) and could be exploited for therapy.

All in all, our results demonstrate a non-redundant and
hierarchical role of SLU7 in the regulation of SR proteins
splicing and expression, importantly preventing the expres-
sion of SRSF3-TR isoforms. As summarized in Figure 9,
the downregulation of SLU7 levels could be associated with
the induction of R-loops, oxidative stress, DNA damage,
mitotic aberrations and genome instability. All these events
are clearly involved in the process of hepatocarcinogenesis
(19). However, the dependency of transformed cells on the
expression of SLU7 for their progression through mitosis
could represent an ‘Achilles heel’ to be exploited for thera-
peutic intervention.
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Figure S1. (A) Cell cycle analysis by FACS of PLC/PRF/5 and Hela cells 48 hours after
transfection with two different siRNAs specific for SLU7 and an irrelevant control siRNA
siGL. The percentage of cells in G2/M is indicated. (B) Cell cycle analysis by FACS of
PLC/PRF/5 cells 48 hours after transfection with siSLU7 or siGL and overnight treatment
with nocodazole (Oh) or 2, 6 and 10 hours after release from nocodazole arrest. The
percentage of cells in G2/M is indicated. (C) Immunocytochemical staining of alpha-
tubulin (TUBA) in PLC/PRF/5 cells 48 hours after transfection with the siRNA control siGL
or siSLU7. DNA was stained with DAPI. Accumulation of cells in prometaphase and
aberrant metaphases (pointed with arrows) are observed in siSLU7 cells. Scale bar: 10
um. All experiments were performed at least three times with biological duplicates per

condition.
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Figure S2. (A) Quantification of the percentage of mitoses with normal or split/parallel
chromosomes in chromosome spreads prepared from metaphases of PLC/PRF/5, Hela
and H358 cells 48 hours after transfection with siGL or siSLU7. ****P<0.0001. (B) PCR
analysis of sororin, SRSF1, SLU7 and SRSF3-1SO2 expression in PLC/PRF/5, HeLa and H358
cells 48 hours after transfection with control siRNA (siGL) or two different siRNAs specific
for SLU7. (C) RNA-CLIP assay demonstrates the binding of SLU7 to endogenous SRSF3
mRNA in PLC/PRF/5 cells. Upper panel: PCR analyses of SRSF3 cDNA after RNA
purification and retrotranscription from the input and in the CLIP fractions after
immunoprecipitation with control 1gG and anti-SLU7 antibody. Lower panel: Western
blot for SLU7 in the input fraction and after CLIP with control IgG and anti-SLU7 antibody
(aSLU7). (D) PCR analysis in PLC/PRF/5 cells 48 hours after transfection with siGL or
siSLU7 of sororin (PCR3 from Fig 2D) in the upper panel and SRSF1 (PCR2 from Fig 4A) in
the lower panel. PCRs were performed on genomic DNA (gDNA) and on mRNA treated
twice with DNAse and converted to cDNA by retro-transcription (+RT) or the same mRNA
treated without adding the enzyme (-RT), to verify the absence of contaminating gDNA
in the cDNA preparations. (E) Scheme of SRSF1 variant 6 from figure 2D and the
processed mRNA. The position of the primers used to detect the expression of this
isoform specifically is indicated. The lower panel confirm the induction of the variant 6
of SRSF1 defective in exon 4 in PLC/PRF/5 cells in parallel with the downregulation of
SLU7 after transfection with two different siRNAs for SLU7. (F) Control PCRs performed
to confirm the specific inclusion of intron 3 into the mRNA of SRSF1 after SLU7
knockdown in Hela cells. PCRs to amplify SRSF1 were performed with primers located
on exon2-exon4 or exon3-exon4 (PCR1 in Fig 2D). gDNA and mRNA samples from Hela
cells were treated as described in (C). (G) Western blot analysis of WAPL, SLU7 and Actin,
as loading control, in PLC/PRF/5 cells 48 hours after transfection with siGL, siSLU7 or
siSLU7+ siWAPL. (H) PCR analysis of sororin and SLU7 expression in PLC/PRF/5 cells 48
hours after transfection with siGL, siSLU7 and siSLU7+ siWAPL. Arrowhead indicates the
aberrant unspliced isoform. (I) Chromosome spreads of PLC/PRF/5 cells 48 hours after
transfection with siGL, siSLU7 and siSLU7+ siWAPL. Scale bar: 10 um. All experiments

were performed at least three times with biological duplicates per condition.
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Figure S3. (A) Western blot analysis of yYH2AX, SLU7 an Actin, as loading control, in
PLC/PRF/5, Hela and H358 cells 48 hours after transfection with siGL or siSLU7. (B)
Immunofluorescence detection of R-loops with $9.6 antibody in Hela cells 48 hours after
transfection with siGL or siSLU7. Nuclei were stained with DAPI. Scale bar: 10 um. (C)
Slot-blot detection of RNA-DNA hybrids (R-loops) in genomic DNA from Hela cells 48
hours after transfection with siGL or siSLU7 using S9.6 antibody. Aliquots of genomic
DNA were treated with RNAse H1 as control. The DNA fixed in the membrane was
stained with methylene blue as loading control. (D) Scheme of R-loops detection by non-
denaturing bisulfite nested PCR (see Materials and Methods). Briefly, in non-denatured
gDNA from siGL and siSLU7 PLC/PRF/5 cells, cytosines (C, black dots) can be converted
to uracil (U, white dots) by bisulfite treatment only in the non-protected ssDNA in the
R-loop. The position of the primers used to detect R-loop formation on the 3’"UTR region
of the beta-actin gene is indicated. PCR1 was performed using primers outside the R-
loop. Nested PCR3 was performed using primers described to perform DRIP (Hatchi et
al. Mol Cell 2015). We modified the sequence of those primers to detect the converted
ssDNA in PCR2. (E) PCR2 confirmed the presence of R-loops in PLC/PRF/5 cells 48 hours
after transfection with siSLU7. gDNA (C) and gDNA converted after bisulfite treatment
(+BIS) were used as controls. The right panel shows the sequence of the PCR product
amplified with PCR2 in siSLU7 samples. In red are marked the C to T bisulfite conversions
confirming the amplification of the non-protected DNA strand in the R-loop. (F)
Immunofluorescence detection of RPA32 P-S33 in PLC/PRF/5 cells 48 hours after
transfection with siGL, siSLU7 and siSLU7 + RNH1 plasmid. Scale bar: 10 um. The right
panel shows the quantification of RPA32 P-S33 staining per nucleus with Image)
software. The DAPI signal was used to create a mask of the nucleus. The number of
nucleus analyzed per condition is indicated. The plot was represented using GraphPad
Prism. Red bars represent the median. ****P<0.0001 (Mann-Whitney U-test). (G)
Colocalization by immunofluorescence of R-loops (S9.6 antibody) and phospho-RPA32
(RPA32 P-S33 antibody) in PLC/PRF/5 cells 48 hours after transfection with siSLU7.
Nuclei were stained with DAPI. Scale bar: 10 um. (H) Immunofluorescence detection of
R-loops with S9.6 antibody in HepaRG cells 48 hours after transfection with siGL or
siSLU7. Nuclei were stained with DAPI. Scale bar: 10 um. (1) Left panel: PCR detection of
SRSF3 isoforms ISO2 and ISO1 and SLU7 in cells described in (H). Right panel: detection



by Western blot of y-H2AX, SLU7 and Actin as loading control in cells described in (H).

All experiments were performed at least three times with biological duplicates per

condition.
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Figure S4. (A) Detection of SRSF3-1SO2 and SLU7 expression by PCR in PLC/PRF/5, Hela
and H358 cells 48 hours after transfection with siGL, siSLU7 or siSLU7 + silSO2. (B)
Western blot analysis of SRSF1, y-H2AX, SLU7 an Actin, as loading control, in Hela cells
48 hours after transfection with siGL, siSLU7 or siSLU7 + silSO2. (C) PCR detection of
SRSF1 variants in Hela cells after SRSF3 or SLU7 knockdown. Western blot analysis of
SRSF1, SLU7 and SRSF3 proteins are shown in the lower panels. (D) Immunofluorescence
detection of R-loops with $9.6 antibody in PLC/PRF/5 cells 48 hours after transfection
with siGL or siSRSF3. Nuclei were stained with DAPI. Scale bar: 10 um. (E) Schematic
representation of SRSF3 gene, the protein isoforms and the pcDNA3 constructs
generated. (F) PLC/PRF/5 cells were transfected with the control plasmid (pcDNA) and
the three constructs represented in E (Exon4, V5 and Stop) to overexpress SRSF3-1SO2
MRNA. SRSF3 proteins were detected by Western blot. In the lower panel representative
images of the immunofluorescence detection of R-loops with S9.6 antibody in
PLC/PRF/5 cells transfected with control pcDNA and pcDNA3-I1SO2 are shown. Nuclei
were stained with DAPI. Scale bar: 10 um. (G) Sequence of human sororin intron 1. The
two predicted SRSF3 binding motifs are highlighted in blue and the sequence
corresponding to the biotinylated RNA oligos used in the RNA-pull down assay is
indicated in bold. The sequence of the mutated oligo 1 used as negative control is
indicated. Red nucleotides indicate the changes in the binding motif. (H) Western blot
analysis of SRSF3 after RNA-pull down with biotinylated RNA oligo O1 from sororin
intron 1 and the corresponding mutated oligo 1 (MUT) described in (G), using extracts
from PLC/PRF/5 cells transfected with control siGL or siSLU7. The truncated isoform
expressed from the pcDNA-SRSF3-1SO2 Stop construct is shown as control (arrow). The
two truncated SRSF3 isoforms induced upon SLU7 knockdown (arrow and arrowhead)
are able to bind only oligo 1. All experiments were performed at least three times with

biological duplicates per condition.
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Figure S5. (A) Cell cycle analysis by FACS of H358 and Hela cells 48 hours after
transfection with siGL, siSLU7 or siSLU7 + miR-17. The percentage of cells in G2/M is
indicated. (B) Cell cycle analysis by FACS of PLC/PRF/5 cells 48 hours after transfection
with siGL, siSLU7 or siSLU7 + miR-17 and overnight treatment with nocodazole (0h) or 6
hours after release from nocodazole arrest. The percentage of cells in G2/M is indicated.
(C) Representative images from metaphase chromosome spreads of Hela cells 48 hours
after transfection with siGL, siSLU7 or siSLU7 + miR-17. Scale bar: 10 um. (D) Real time
PCR analysis of sororin intron 1 expression (PCR1) in PLC/PRF/5, HelLa and H358 cells 48
hours after transfection with siGL, siSLU7 or siSLU7 + miR-17. Western blot analysis of
SLU7 and Actin, as loading control is shown. **P<0.01. (E) PCR analysis of SRSF3-I1SO2
and SLU7 expression in PLC/PRF/5, HeLa and H358 cells 48 hours after transfection with
siGL, siSLU7 or siSLU7 + miR-17. All experiments were performed at least three times

with biological duplicates per condition.
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Figure S6. (A) Detection by Western blot of SLU7 and Actin as loading control in the
liver of mice injected with AAV-Ren and AAV-shSLU7 viruses 24, 34, 48, 72 and 96
hours after partial hepatectomy (PH). (B) PCR analysis of sororin transcripts (PCR3
according to the scheme in Figure 2D) to evaluate the incorporation of intron 1 and 2 in
the liver of AAV-Ren and AAV-shSLU7 mice 24 hours after PH. (C) Detection of y-H2AX
by immunohistochemistry in the livers of AAV-Ren and AAV-shSLU7 mice. Scale bar: 30
um. (D) Ploidy detection in the liver of AAV-Ren and AAV-shSLU7. 2n nuclei are purple,

4n nuclei are green and 8n nuclei are red. Scale bar: 150 um.
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