\ LA
’ UNIVERSIDAD AUTONOMA
DE MADRID

Programa de Doctorado

en Biociencias Moleculares

¥ Caracterizacién de !a funcion
de SRSF3 en la homeostasis del
" corazén y en elinfarto de

-

| miocardio

Paula Ortiz Sanchez

s"Madrid, 2018






Departamento de Biologia Molecular

Facultad de Ciencias

LAl

UNIVERSIDAD AUTONOMA
DE MADRID

Caracterizacion de la funcion de
SRSF3 en la homeostasis del corazon

y en el infarto de miocardio

Paula Ortiz Sanchez

Licenciada en Biotecnologia
Dirigida por Dr. Enrique Lara-Pezzi

Fundacion Centro Nacional de Investigaciones
Cardiovasculares Carlos III (CNIC)

1






: Y o000
st ] miisTeRIO T &
1 DE ECONOMIA, INDUSTRIA I o
Y COMPETITIVIDAD q
arlos Il

n L W EXCELENCIA
Fundacionprocnic § siro C
OCHOA

Certificado del Director:

Dr. Enrique Lara Pezzi, Jefe de Grupo en la Fundaciéon Centro Nacional de

Investigaciones Cardiovasculares Carlos III.

Certifica:

Que la presente Tesis Doctoral titulada “Caracterizacion de la funcion de SRSF3
en la homeostasis del corazon y en el infarto de miocardio” presentada por
Paula Ortiz Sanchez, ha sido realizada bajo mi tutela y direccién, autorizandose

para presentacidn ante el tribunal correspondiente.

Y para que asi conste a los efectos oportunos, firma la presente en Madrid,
a 9 de Mayo de 2018.

Fdo. Enrique Lara Pezzi

Fundacién Centro Nacional de Investigaciones Cardiovasculares Carlos III
C/Melchor Fernandez Almagro, 3 28029 Madrid
Telf. 00 34 91-4531200 Fax: 00 34 91-4531245 www.cnic.es


http://www.cnic.es/




AGRADECIMIENTOS

Aunque yo aparezca como autora de esta tesis, hay muchas personas sin las
que este proyecto no hubiese salido adelante y a las que quiero mostrar mi
profundo agradecimiento y gratitud. Imprescindible mencionar al director de esta
tesis, el Dr. Enrique Lara-Pezzi. En primer lugar por seleccionarme, primero para
hacer las practicas de verano y después para hacer la tesis en su laboratorio.
Durante estos aflos me ha ensefiado a ser buena cientifica, tanto en el disefio,
analisis y replanteamiento de experimentos, como en la trasmision de los
resultados, con la preparacién de manuscritos, posters y presentaciones. También
le quiero agradecer sus consejos de cdmo enfrentarme a la vida laboral y continuar
mi carrera después de la tesis. Y aunque piense que nunca le hago caso, siempre
he tenido en cuenta todas sus sugerencias y su ayuda ha sido imprescindible para

gue este proyecto fuera un éxito.

El laboratorio ha cambiado mucho en los mas de 4 afos que llevo en él, pero
siempre ha habido una constante. Marina, compafiera con la que he forjado una
gran amistad, gracias a quien esta experiencia ha sido Unica. Porque ha sido la
persona que ha estado conmigo desde el primer dia hasta el Ultimo, que me ensefd
a dar mis primeros pasos en el laboratorio y me ha ayudado con multitud de
experimentos. Pero sobre todo, porque consigue que cualquier sitio en el que esté,
ya sea el laboratorio o fuera, esté lleno de risas y buenos momentos. Poco después
de comenzar la tesis llegd Javi, mi compafiero de tesis. Juntos hemos recorrido la
tesis casi a la vez, por lo que hemos compartido muchas experiencias, pasando
muy buenos momentos y también compartiendo muchas frustraciones sobre
experimentos fallidos, pero sabiendo superarlas siempre. Eli, siempre con una
sonrisa y una palabra amable, también ha sido un gran apoyo durante los ultimos
aflos, con muchas conversaciones tanto dentro como fuera de la ciencia. A Carlos,
agradecerle todas sus aportaciones y ayuda con los temas bioinformaticos. Mucho

tengo que agradecerle a Maria, quien me ha enseflado todo lo que sé sobre



ecocardiografias y por estar siempre dispuesta a echar una mano. Gracias también
a Fernando, por estar siempre dispuesto a ayudar, discutiendo resultados y
aportando ideas desde su punto de vista mas clinico. También me gustaria
agradecer a las incorporaciones mas recientes. Laura, a quien he estado ayudando
en el comienzo de su proyecto, al igual que ella me ha ayudado con algunos de mis
experimentos. Y Maria, que también me ha echado una mano en algunos
experimentos. Os voy a echar mucho de menos y mi dia a dia sera un poco menos

alegre sin vosotros a mi lado.

No me puedo olvidar tampoco de las personas que han pasado por el
laboratorio y ayudaron con sus aportaciones, como Laura, Alberto, Girolamo y
Enda. En especial me gustaria dar las gracias a JesuUs, que tanto en el tiempo que
estuvo aqui como el que lleva fuera, siempre ha estado dispuesto a ayudar y
aconsejar para las cosas fueran lo mejor posible. Y Miriam, que aunque su estancia
en el laboratorio fuera corta, fue mas que suficiente para crear un vinculo de
amistad que se mantiene y quien siempre estd con una sonrisa dispuesta a

ayudarte en lo que pueda.

Pero no solo los compaferos del laboratorio han sido imprescindibles para la
realizacién de esta tesis. Hay mucha gente que estd o ha pasado por este centro
con la que se ha formado un grupo ideal tanto para discutir experimentos y
resultados como para tomarse un descanso, pasar un buen rato y recuperar fuerzas
para seguir adelante. En especial a Jose, quien a pesar de no estar en nuestro
grupo (pero casi), se ha hecho querer y ha sido un constante en los ultimos afios.

Siempre es un placer hablar con él, ya sea de ciencia o de cualquier otro tema.

Muchas gracias también a todas las unidades técnicas, cuyo papel ha sido
esencial en la obtencidén de resultados claves para esta tesis. En especial a Frank,
Laura y Lorena que han estado a cargo de las colonias de ratones durante este
tiempo. Mucho tengo que agradecer también al panel seleccionador de las becas La
Caixa-Severo Ochoa 2014 por confiar en mi y otorgarme una de esas becas, la cual

me ha permitido realizar la tesis en un centro tan extraordinario como este.



Me gustaria agradecer también a quien fue mi primer tutor, Jaime Carvajal.
Recién aterrizado de Inglaterra me acogié en su laboratorio en el que empecé mi
carrera en investigacion. Ademas, fue una de las personas que me animd a

mudarme a Madrid para tener la oportunidad de hacer una buena tesis.

Tan importante es el apoyo de la gente que conoces en el trabajo como
aquellos que han seguido a tu lado desde hace muchos afios. A mis amigos de la
universidad, porque aunque nos cueste hacer reencuentros, siempre he podido
contar con ellos. En especial a Cris, que al estar también en Madrid nos hemos
servido mutuamente para animarnos, echar unas risas y desahogarnos en muchas
ocasiones. Gracias también a MJ por esas estupendas escapadas que tan necesarias
son para poder seguir con el dia a dia. Y a mis amigos del instituto, que por muchos

afos que pasen, seguimos estando ahi los unos para los otros.

Pero no hubiese podido llegar hasta aqui si no fuera por el apoyo incondicional
que siempre me han mostrado mis padres, Lola y Ramon. Ellos han hecho de mi la
persona que soy hoy dia y me han brindado la oportunidad de alcanzar mis metas.
Gracias a su apoyo y consejos dirigi mis estudios hacia la rama cientifica y pude
estudiar la Licenciatura en Biotecnologia y el Master en Biomedicina Molecular que
me han permitido llegar hasta aqui. Tampoco hubiese llegado donde me encuentro
hoy sin el apoyo de mi novio Javi, quien me ha seguido y apoyado en todas mis
decisiones y siempre sabe cdmo sacarme una sonrisa, hasta en los peores
momentos. Nunca tendré palabras suficientes para agradecerles todo lo que han

hecho por mi.

Muchas gracias a todos y cada uno de vosotros por vuestro apoyo tanto
cientifico como moral a lo largo de estos afios. Sin vosotros este trabajo no hubiese

sido posible.

Gracias a todos.






RESUMEN

Las enfermedades cardiovasculares constituyen la mayor causa de muerte y
hospitalizacién a nivel mundial, sin embargo, el papel de las proteinas de unién a
RNA (RBPs) en las mismas no se conoce lo suficiente. Nosotros hemos observado
gue tras un infarto de miocardio (MI), la expresiéon de SRSF3 se reduce, sugiriendo
gue podria desempefiar un papel en la enfermedad y/o la homeostasis cardiaca. La
falta de expresion cardiaca de SRSF3 durante el desarrollo resulta letal para los
embriones, indicando que SRSF3 es necesario para la correcta formacion del
corazon, sobre todo tras E11.5 cuando su expresion cardiaca se incrementa. Para
determinar su papel en el corazdén adulto desarrollamos un modelo de ratoén
knockout para SRSF3 cardio-especifico e inducible con tamoxifeno. Tras la inyeccién
de tamoxifeno, los ratones muestran una dramatica reduccién en la contractilidad
del corazén, lo que da lugar a la muerte de los animales en ocho dias. Estos ratones
muestran un incremento en marcadores de disfuncidn cardiaca junto con una
importante bajada de expresién de genes involucrados en la contraccion cardiaca.
También descubrimos que SRSF3 interactia con LSM14A, el cual interviene en el
proceso de decapping y degradacién de los mRNAs. Curiosamente, existe un
aumento del decapping de los mRNAs que reducen su expresién tras la pérdida de
SRSF3. Estos resultados sugieren que SRSF3 previene el decapping de los mRNAs,
probablemente mediante su interaccion con LSM14A y que su eliminacién induce la
degradacion de los genes implicados en la contraccién debido al incremento del
decapping. Utilizando un virus adeno-asociado de serotipo 9 que expresa SRSF3
(AAV9-SRSF3), observamos que tras un MI, los ratones sobrexpresantes de SRSF3
muestran un incremento de la fraccion de eyeccidon y una reduccién del volumen
diastdlico del ventriculo izquierdo, sugiriendo que la bajada de expresidon de SRSF3
tras el MI es parcialmente responsable del empeoramiento de la funcién cardiaca.
Ademads, también hemos observado un incremento del decapping y una bajada de

expresion de los genes implicados en la contraccidon en ratones C57BL/6 tras un MI.
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SUMMARY

Cardiovascular diseases are a major cause of mortality and hospitalization
worldwide, however the role of RNA binding proteins (RBPs) in heart disease is
poorly understood. We have found that SRSF3 expression decreases after
myocardial infarction (MI), suggesting that it may play a role in cardiac
homeostasis and/or disease. We found that SRSF3 cardiac depletion during
development is embryonic lethal, indicating that SRSF3 is necessary for heart
development, especially after E11.5 when its expression is upregulated in the heart.
To determine the role of SRSF3 in the adult heart we developed a cardiomyocyte-
specific tamoxifen-inducible SRSF3 knockout mouse line. After tamoxifen injection,
mice showed a dramatic reduction in heart contractility, resulting in death of the
animal within eight days. Gene expression analysis showed increased expression of
cardiac dysfunction markers, together with a downregulation of genes involved in
cardiac contraction. We also found that SRSF3 interacts with LSM14A, which has
been described to promote mRNA decapping and degradation. Interestingly, we
observed increased decapping of those mMRNAs downregulated after SRSF3
depletion. These results suggest that SRSF3 prevents mRNA decapping probably by
interacting with LSM14A and that its depletion induces the degradation of
contraction related genes due to decapping. Using an adeno-associated virus
serotype 9 that overexpresses SRSF3 (AAV9-SRSF3), we observed that after MI,
overexpression of SRSF3 resulted in an increase in left ventricular ejection fraction
and a decrease in left ventricular diastolic volume, suggesting that the
downregulation of SRSF3 after MI is partially responsible for the deterioration of
cardiac function. Furthermore, we have also found increased decapping and

downregulation of contraction related genes after MI in C57BL/6 mice.
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ABREVIATURAS Y SIGLAS

BNP: Péptido natriurético B

CVDs: Enfermedades cardiovasculares
GAPDH: Deshidrogenasa glyceraldehido-3-fosfato
IP: Inmunoprecipitacion

KO: Knockout

Luc: Luciferasa

MI: Infarto de miocardio

MYBPC3: Poteina de unidon a miosina C3
MYH: cadena pesada de la miosina
NMD: Non-sense mediated decay

PTC: codon de terminacién prematuro
RBP: Proteina de union a RNA

RIP: Inmunoprecipitacion de RNA

RRM: motivo de reconocimiento de RNA

RyR2: Receptor de rianodina 2

SERCA2A: ATPasa de calcio del reticulo sarco/endoplasmatico

SMG: proteina kinasa de serina/treonina
SRSF: Factor de splicing rico en serina-arginina
TNNT2: Troponina T2

UTR: Regidon no traducida
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INTRODUCCION

Enfermedades Cardiovasculares e Infarto de Miocardio Agudo

Las enfermedades cardiovasculares (CVDs, por sus siglas en inglés)
constituyen la principal causa de muerte en todo el mundo, anualmente muere mas
gente de CVDs que de cualquier otra enfermedad. Se estima que 17.7 millones de
personas fallecieron en 2015 a causa de las CVDs, lo que representa el 31% de
muertes a nivel mundial (WHO, 2017). De los 17 millones de muertes prematuras
(menores de 70 afios), el 37% se deben a CVDs (WHO, 2017). Solo en Europa, las
CVDs causan 3.9 millones de muertes cada afo, constituyendo el 45% de las
muertes europeas (Wilkins et al., 2017). A pesar de que la mortalidad asociada a
CVDs ha disminuido, la incidencia de las mismas en los Ultimos 25 afios se ha
incrementado. Como consecuencia, también ha aumentado el gasto hospitalario
para el tratamiento de estos pacientes. Sélo en 2015, 85 millones de europeos
vivieron con CVDs. Se calcula que el gasto de la comunidad europea en CVD es de
210 billones de euros al ano (Wilkins et al., 2017). De todas las muertes causadas
por CVDs a nivel mundial, se estima que 7.4 millones se deben a enfermedades
coronarias y 6.7 millones a infarto de miocardio (MI, por sus siglas en inglés)
(WHO, 2017). El infarto de miocardio constituye por tanto una de las principales
causas muerte por CVD, motivo por el cual hemos centrado nuestro interés

cientifico en modelos animales de infarto de miocardio.

El MI se produce tras la oclusion de una arteria coronaria. Como
consecuencia, los cardiomiocitos irrigados por dicha arteria mueren
progresivamente debido a la falta de oxigeno y nutrientes. Aunque la reperfusion de
la arteria ocluida reduce la extensiéon del infarto (y por consiguiente la mortalidad),
la magnitud del dafio y el area necrdtica son en la mayoria de los casos todavia
considerables. Los cardiomiocitos muertos son reemplazados por una cicatriz
compuesta mayormente de matriz extracelular. Ademas de una ausencia de

contractilidad del miocardio necrosado, el miocardio remoto (no infartado) sufre un
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remodelado progresivo que deriva en la dilatacion del corazéon aumentando asi el
volumen del ventriculo. Todo ello provoca un deterioro progresivo de la funcion

cardiaca post-infarto (Figura 1).

Arteria
Coronaria
Obstruida

Miocardio

Necrosado

Cicatriz
post-infarto

Figura 1. Infarto de miocardio. A, Tras la obstruccion de la arteria coronaria, el tejido de
miocardio irrigado por la misma se necrosa debido a la falta de nutrientes y oxigeno. B, Los

cardiomiocitos muertos son reemplazados por una cicatriz de matriz extracelular y el

ventriculo izquierdo del corazén se dilata. Tincion de tricrdmico de Masson de corazones
extraidos de ratones C57BL/6 pre y 28 dias post-infarto. VD, ventriculo derecho; VI,

ventriculo izquierdo. Barra, 2.5 mm.

Este deterioro se debe en gran parte a un empeoramiento de la capacidad de
contraccion del corazéon y por tanto una reduccién de su capacidad para bombear
sangre, produciéndose una bajada de la fraccion de eyeccion, definida como la
proporcion de sangre expulsada del ventriculo en cada latido. La contraccién de los

cardiomiocitos y como consecuencia del corazéon, estd regulada por el flujo



intracelular de Ca?*. Cuando llega el impulso eléctrico, la célula se despolariza y se
produce la entrada de cationes de Ca?*. Esto provoca una liberacién de Ca?* desde
el reticulo sarcoplasmico a través del receptor de rianodina (RyR2). Este Ca?* es
captado por componentes del sarcomero provocando un acortamiento del mismo y
la contraccion celular. El sarcdmero estd formado por varios tipos de proteinas,
entre ellos troponinas, miosinas y actina. Durante la relajacion del cardiomiocito, el
Ca?* es liberado del sarcomero y devuelto al reticulo sarcoplasmico a través de la
ATPasa de calcio del reticulo sarco/endoplasmatico (SERCA2A) (Figura 2). Tras un
infarto de miocardio, la expresion de algunos de estos genes se ve reducida en los
cardiomiocitos del miocardio remoto, lo que se traduce en un deterioro progresivo
de la capacidad de contraccién y de la funcién cardiaca (Sallinen et al., 2007;
Lipskaia et al., 2010). Sin embargo, los mecanismos responsables de mediar esta

bajada aln no se conocen por completo.

RyR2

Sarcomero RyR2

RyR2
SR

Mioﬁna l\

Actina

Figura 2. Flujo de Ca2* durante la contraccion de los cardiomiocitos. El Ca2* entra en la
célula e induce la liberacion de Ca?* por parte del receptor de rianodina (RyR2) desde el reticulo
sarcoplasmico (SR). Este Ca?* es detectado por los componentes del sarcdmero provocando su
acortamiento y la contraccidon del cardiomiocito. Durante la relajacion, la ATPasa de calcio del

reticulo sarco/endoplasmatico (SERCA2A) incorpora los iones de Ca?* de vuelta al reticulo.



A pesar de avances significativos en la practica clinica, el prondstico tras MI
continla siendo muy pobre y el tratamiento sigue siendo fundamentalmente
paliativo. La falta de conocimiento sobre los mecanismos moleculares que
acompanan al desarrollo de este empeoramiento post-infarto impide el desarrollo
de terapias mas eficaces. Durante los ultimos afnos hemos incrementado nuestro
conocimiento de los patrones de expresion génica durante el desarrollo de las
enfermedades cardiacas y de su regulacién por rutas de sefializacion intracelular y
factores de transcripcion (Heineke and Molkentin, 2006; Thum et al., 2007; Barth
et al., 2011). Sin embargo, existe otro nivel de regulacion y sefalizacién que por
desgracia aun no se ha explorado tanto en el corazén. La regulacion post-
transcripcional y el papel de las proteinas de unién a RNA (RBPs) en las CVDs

contindia siendo un campo por descubrir.

Proteinas de Union a RNA

Las proteinas de uniéon a RNA (RBPs, por sus siglas en inglés) se caracterizan
por contener dominios de unién a RNA y regular muchos procesos dentro del
metabolismo de los RNAs a través de su unidn a los mismos. Esta unién se puede
producir mediante el reconocimiento de una secuencia especifica de nucleétidos y/o
de motivos estructurales presentes en el RNA (Hentze et al., 2018). Los humanos
expresamos mas de 1.500 RBPs, cada una de ellas interactuando con distintas
afinidades a distintos RNAs (Gerstberger, Hafner and Tuschl, 2014). Las RBPs
pueden intervenir en cada aspecto de la regulacion de los RNAs, incluyendo el
splicing tanto constitutivo como alternativo, el transporte, la localizacion, la
traduccion y la degradacion (Castello et al., 2013; Corbett, 2018). Inicialmente, los
RNAs se consideraron simples moldes (mRNA) o moléculas estructurales (tRNA o
rRNA) necesarias para la produccién de proteinas. Sin embargo, el descubrimiento
de RNAs cataliticos y RNAs no codificantes ha abierto las puertas a un nuevo mundo
de regulacién molecular. En los ultimos afos se ha descubierto que los RNAs llevan
a cabo muchas funciones reguladoras en la célula. De ahi la importancia de la
caracterizacion de las proteinas de unién a RNA y su impacto en la funcién de los

mismos (Gerstberger, Hafner and Tuschl, 2014).
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Debido a la gran red de interacciones que coordinan las RBPs dentro del
metabolismo del RNA, la falta de actividad de estas proteinas puede afectar a
multitud de procesos y genes dando lugar a complejos y variados fenotipos
(Corbett, 2018). Un reflejo de su importancia es que la pérdida de funciéon de
algunas RBPs ha sido asociada a manifestaciones clinicas, incluyendo neuropatias,
atrofias musculares y cancer (Pereira, Billaud and Almeida, 2017; Corbett, 2018).
Un ejemplo de enfermedad neuroldgica causada por pérdida de funciéon de una RBP
es el sindrome X fragil. Este sindrome estd causado por una expansién de mas de
200 repeticiones del triplete CGG localizada en la regidon 5 del gen FMR1. En
individuos no afectados, el nUmero de repeticiones CGG es variable y se mantiene
entre 6 y 54. La hipermetilacién de las islas CpG provoca el silenciamiento de dicho
gen dando lugar a una reduccién de la expresion de la proteina FMRP. Los pacientes
que sufren esta enfermedad muestran deficiencias en el desarrollo mental y
anomalias craneofaciales (Garber, Visootsak and Warren, 2008; Lukong et al.,
2008; Castello et al., 2013; Corbett, 2018). El mecanismo de accion de la proteina
FMRP consiste en reprimir la traduccidn de sus dianas. FMRP media la represion de
la traduccion dependiente de miRNA a través de su interaccion con los
componentes del complejo de induccion del silenciamiento de los RNA (RISC) (Jin,
Alisch and Warren, 2004). Por otro lado, muchos estudios han demostrado que
existe una expresion anormal de RBPs en tejidos cancerigenos con respecto a
tejidos normales y que esta expresion correlaciona con la prognosis del paciente
(Pereira, Billaud and Almeida, 2017). Por ejemplo, la proteina de unidn a RNA
Sam68 se encuentra inducida en pacientes con cancer de prostata, promoviendo la
proliferacién celular (Busa et al., 2007). Su mecanismo de accion se basa en alterar
el splicing alternativo del mRNA de CCND1, promoviendo la expresion de la
isoforma D1b en carcinomas de prostata humanos (Paronetto et al., 2010). La
induccidon de la expresion de LIN28B también ha sido asociada con un aumento en
la patogénesis y la metastasis en cancer de colon, pudiendo estar implicado en la
represion de la biogénesis del miRNA let-7 (King et al., 2011).

Aunque la implicacion de las RBPs en la funcion cardiaca y enfermedades
cardiovasculares no es un campo tan explorado como las neuropatias o el cancer,

existen estudios recientes que resaltan la importancia de estas proteinas para la
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correcta funcion del corazon. Una de las mas caracterizadas es RBM20. RBM20 se
expresa de forma abundante en el corazén humano y se han descrito polimorfismos
de nucleétidos unicos (SNPs) que alteran la expresién de la proteina y estan
asociados a un incremento en el riesgo de sufrir cardiomiopatia dilatada (DCM) (Li
et al., 2010; De Bruin et al., 2017). La alteracidon en la expresion de RBM20
provoca cambios en el splicing de genes involucrados en la contraccion cardiaca,
incluyendo la titina (TTN), pudiendo ser la causa del desarrollo de DCM (Guo et al.,
2012). Otro ejemplo de RBP cuya expresién en cardiomiocitos es esencial para la
correcta funcion cardiaca es TRBP. La depleciéon cardiaca de TRBP provoca la
aparicidon de una cardiomiopatia progresiva e insuficiencia cardiaca que resulta letal
para los ratones. En dicho estudio se identifica el miRNA miR-208a como diana de
TRBP, el cual es necesario para la inhibicion de la expresion de Sox6 y el
consecuente mantenimiento del equilibrio de expresion entre los genes de las
miofibras de contraccion rapidas y lentas, esencial para la correcta funcién del
corazon (Ding et al., 2015). La correcta funcidn de la familia de proteinas de union
a RNA RBFox corrobora el importante papel de las RBPs en el buen funcionamiento
del corazén. C.Wei et al. observaron que tras inducir constriccién de la aorta (TAC)
en ratones, la expresion cardiaca de RBFox2 se reduce drasticamente. Tanto
después de TAC como en un modelo de ratdn knockout cardio-especifico para
RBFox2, se producen fenotipos relacionados con enfermedad cardiaca y en ambos
casos se producen eventos de splicing alternativo claves para el correcto
funcionamiento del corazon, sugiriendo que RBFox2 es un componente esencial de
la descompensacién cardiaca (Wei et al., 2015). De forma similar, la expresion de
RBFox1 también se ve disminuida en corazones enfermos tanto de raton como de
pacientes humanos. En este estudio demuestran la implicacion de RBFox1l en el
evento de splicing del exén a de los miembros de la familia de factores de
trascripcion MEF2, el cual tiene un papel critico en el desarrollo de hipertrofia e
insuficiencia cardiaca. Ademas, han observado que la sobrexpresion de RBFox1
produce una reduccién del remodelamiento patoldgico tras TAC, reduciendo la

hipertrofia cardiaca y la expresidon de colageno (Gao et al., 2016).
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Proteinas SR

Dentro de las RBPs, existe una familia proteica muy conservada formada por
las denominadas proteinas SR. El grupo de proteinas SR “clasicas” lo componen 7
proteinas descubiertas por su reactividad con el anticuerpo mAb104 (Roth, Murphy
and Gall, 1990). Este anticuerpo reconoce un epitopo comun en la regién C-
terminal de las proteinas SR que es rico en serina (S) y arginina (R), a la cual se le
debe el nombre de esta familia proteica. Cada una de estas proteinas se nombré
inicialmente de acuerdo a su peso molecular: SRp20, SRp30, SRp40, SRp55 y
SRp75. En 2010, las proteinas SR se renombraron de forma sistematica como SRSF
(SR Splicing Factor) y se definieron como aquellas proteinas que contienen uno o
dos motivos de reconocimiento de RNA (RRM), seguidos de un dominio SR de al
menos 50 aminoacidos con un contenido superior al 40% de serinas y argininas,
caracterizado por dipéptidos SR o RS consecutivos (Manley and Krainer, 2010;
Anko, 2014). De esta forma, los miembros de la familia SR aumentaron a un total
de 12 proteinas (SRSF1-12) (Figura 3). El dominio RRM es el responsable de la
union al RNA y determina la especificidad de unién de las proteinas SR, mientras
gue el dominio SR esta implicado principalmente en las interacciones proteina-
proteina y contiene la sefial de localizacién nuclear. Los aminoacidos de serina del
dominio SR estdn sometidos a fosforilaciones que influyen en la funciéon de la
proteina SR (Anké, 2014). Sin embargo, algunos estudios han demostrado que las
funciones de estos dominios pueden no estar tan restringidas, de forma que el
dominio SR podria interactuar con el RNA y el dominio RRM podria intervenir en las
interacciones proteina-proteina (Shen, Kan and Green, 2004; Cho et al., 2011).
Cabe destacar la presencia de un dominio de dedo de zinc (ZnF) en una de las

proteinas SR, SRSF7, que potencialmente contribuye a la unién al RNA (Figura 3).
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Inicialmente, las proteinas SR fueron descritas como factores de splicing,
siendo esenciales para la formacion del spliceosoma y la eliminacién de los intrones
para generar los mRNAs que finalmente seran traducidos a proteinas. Su funcién es
la de determinar los sitios de corte en el mRNA, influyendo asi tanto en el splicing
constitutivo como en el alternativo. Sin embargo, casi desde su descubrimiento, se
determind que su funcidn no estaba restringida al splicing, ya que no solo se unen a
RNAs que contienen intrones (Ankd, 2014). Varios estudios han demostrado que las
proteinas SR estan implicadas en la regulacién de muchos pasos del procesamiento
de los RNAs y de la expresion génica (Zhong et al., 2009). Por tanto, queda claro
gue las proteinas SR no son simples factores de splicing, sino proteinas
multifuncionales que intervienen en diversas vias de regulacion génica desde la

transcripcidn hasta la traduccion (Figura 4).

N




Nucleo

l (AAA),

Degradacion

(AAA),

Citoplasma

Figura 4. Las proteinas SR tienen multiples funciones. Las proteinas SR intervienen

en multiples procesos a lo largo de la vida de un mRNA, desde su transcripcion hasta su
traduccién, pasando por el transporte del nucleo al citoplasma y la regulacién de su

degradacion.

Las proteinas SR son mas abundantes en el nlcleo, en concordancia con su
funcién como factores de splicing. Sin embargo, se ha descrito que la expresion de
las proteinas SR no se restringe al nucleo celular y que algunos miembros de esta
familia pueden transportarse entre el nucleo y el citoplasma (Caceres, Screaton and
Krainer, 1998; Sapra et al., 2009). Posteriormente se ha demostrado que este
transporte es imprescindible para poder trasladar los mRNAs al citoplasma. Al
reducir la expresion de determinadas proteinas SR, mas de 1000 mRNAs se vieron

acumulados en el ndcleo. En concreto, encontraron que SRSF3 y SRSF7 promueven



la unidon al mRNA del factor NXF1, conocido por ser esencial para exportar mRNAs

al citoplasma (Midller-McNicoll et al., 2016).

La fosforilacion del dominio SR representa un mecanismo importante de
regulacién tanto de la localizacidon como de la actividad de estas proteinas. Al
terminar el proceso de splicing, las proteinas SR se defosforilan, siendo este estado
crucial para su implicacién en el proceso de transporte al citoplasma. Para el
retorno de las proteinas al nucleo, las proteinas SR necesitan ser fosforiladas de
nuevo (Zhou and Fu, 2013). Por tanto, la regulacién de la fosforilacion de las
proteinas SR puede constituir un importante mecanismo de integracién de sefales

celulares para coordinar el procesamiento y transporte de los RNAs.

Las proteinas SR también estdan implicadas en la estabilidad de los RNAs.
Tras su produccion, los mRNAs se someten a un proceso de control, de forma que
los mRNAs aberrantes se degradan para evitar su traduccion en proteinas
truncadas. Uno de estos controles es el proceso de non-sense mediated decay
(NMD). Esta via detecta aquellos RNAs en los que hay un coddén de terminacién
prematuro (PTC), normalmente causado por un evento de splicing alternativo, y los
degrada. Se determina si un codén de terminacién es un PTC en funcion de la
presencia de un complejo de unidn exdon-exon (EJC) después del codén (Lejeune
and Maquat, 2005). Corroborando el papel de las proteinas SR en este proceso, se
ha descrito la interaccién de las mismas con el EJC (Singh et al., 2012).
Curiosamente, las proteinas SR contienen un exén alternativo cuya inclusién
conlleva la aparicion de un PTC y la consecuente degradacién de su mRNA por
NMD. Este mecanismo se utiliza para regular los niveles de expresidn de estas
proteinas (Jumaa and Nielsen, 1997; Sureau et al., 2001; Sun et al., 2010; Anké et
al., 2012).

Las proteinas SR también pueden regular la estabilidad de los RNAs de forma
independiente al proceso de NMD. Un ejemplo de ello es el estudio realizado por R.
Lemaire et al., donde se demostré que SRSF1 influye en la estabilidad del mRNA
PKCI-r, aumentando su tiempo de vida media ante la ausencia de la proteina SR,

sin verse afectado su splicing o transcripcion (Lemaire et al., 2002). Esto sugiere
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gue las proteinas SR pueden estar implicadas potencialmente en los procesos de
degradacion de RNA independientes de NMD. Entre las rutas a través de las cuales
se pueden degradar los mRNAs caben destacar dos: via de degradacién 5'-3' y la
via de degradacién 3’-5’. En la primera, tras la pérdida de la cadena de polyA, se
procede a la eliminacién de la estructura cap que protege el extremo 5’ del RNA
mediante la accion el complejo DCP1-DCP2 y se continla con la degradaciéon del
RNA desde dicho extremo por la accion de XRN1. Por otro lado, en la via 3'-5’, tras
la eliminacion de la cola de polyA se continla la degradacién del RNA por su
extremo 3’ mediante la accidén del exosoma y finalmente la enzima DCPS elimina el

cap (Figura 5) (Houseley and Tollervey, 2009; Li and Kiledjian, 2010).

RN

Figura 5. Rutas de degradacién 5'-3’ y 3’-5’. En la ruta 5’-3’, el complejo DCP1-DCP2

elimina la estructura cap y Xrnl contintia con la degradacién por el extremo 5. En la ruta

3'-5’, el exosoma (Exo) degrada el RNA por su extremo 3' y DCPS elimina el cap.




Implicacion de las proteinas SR en enfermedades

Dada la amplitud de las funciones que abarcan las proteinas SR es esperable
que alteraciones de su expresion den lugar a fenotipos relacionados con
enfermedades. Aunque es un campo en el que aun queda mucho por descubrir,
existen algunos estudios que demuestran la importancia de los componentes de
esta familia proteica en diversas patologias. El papel de las proteinas SR en cancer
es de los mas estudiados. Solo en el cadncer de mama, seis proteinas SR se
encuentran sobrexpresadas (SRSF1, SRSF2, SRSF3, SRSF5, SRSF6 y SRSF10)
(Silipo, Gautrey and Tyson-Capper, 2015). SRSF1 es de los miembros mas
estudiados de la familia SR y diversos estudios han asociado eventos de splicing
causados por este factor con varios tipos de carcinomas. En cancer de mama
promueve la formacién de las isoformas RPS6KB1, Mnk2b, c-Myb, todas ellas
asociadas con mala prognosis de los pacientes (Karni et al., 2007). También
promueve la formacion de la isoforma D1b, asociada con diferentes canceres
(Olshavsky et al., 2010), o la isoforma oncogénica de Ron (Ghigna et al., 2005),
entre otros. SRSF2 promueve la inclusién de un exdn alternativo, reduciendo los
niveles de expresion de KLF6, conocido por evitar la progresion de tumores (Shi et
al., 2008). SRSF2 ha sido asociado también con el sindrome mielodisplasico.
Mutaciones en el gen de SRSF2 estdn asociadas con caracteristicas clinicas y
bioldgicas de la enfermedad y podrian desempefiar un papel en su progresién (Wu
et al., 2014). SRSF5, SRSF6 y SRSF10 promueven la inclusion de exones
alternativos en CD44. Cada proteina SR mencionada regula la inclusidn de
determinados exones, pero en todos los casos el resultado es una isoforma que
promueve la metdastasis y la invasién celular (Pind and Watson, 2003; Watermann
et al., 2006; Huang et al., 2007).

Pero el cancer no es la Unica enfermedad en la que se ha descrito la
implicacion de las proteinas SR. SRSF1 y SRSF6 estan implicados en el splicing del
gen LMNA de forma opuesta, afectando como consecuencia al fenotipo del sindrome
de progeria Hutchinson-Gilford (HGPS). La deplecién de SRSF1 revierte el fenotipo
de nucleos dismoérficos observado en fibroblastos embrionarios obtenidos de

ratones con fenotipo HGPS, mientras que la deplecion de SRSF6 agrava dicho
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fenotipo (Lopez-Mejia et al., 2011). El desarrollo de la atrofia de musculo espinal
también se encuentra influido por la proteina SRSF1. Esta enfermedad esta causada
por una falta de funcién del gen SMN1. Dicha funcién podria ser sustituida por el
gen casi idéntico SMN2, cuya expresién de la proteina completa depende de la
inclusion del exén 7 que estd mediada por SRSF1 (Cartegni and Krainer, 2002). Por
otro lado, el splicing mediado por SRSF6 influye en el desarrollo de enfermedades
neuronales. En este caso, SRSF6 regula el splicing de TAU, cuyo ratio de isoformas
es crucial para el desarrollo de tauopatias (Yu, Guo and Zhou, 2004). La obesidad
es otra enfermedad cuyo desarrollo estd influenciado por eventos de splicing
mediados por proteinas SR, en concreto SRSF10. J. Pihlajamaki et al. demostraron
que la reduccién de expresion de SRSF10 observada en obesidad altera el splicing
de LPIN1, dando lugar a una desregulacion de las vias lipogénicas que contribuye a

la hiperglicemia (Pihlajaméaki et al., 2011).

En el dmbito del corazén, se ha demostrado que algunas de las proteinas SR
son esenciales para su buen funcionamiento y/o formacion. La primera proteina SR
estudiada en corazdon fue SRSF2. Mediante la generacidon de un ratén knockout
cardio-especifico para SRSF2 se demostré que esta proteina SR no es esencial para
la formacién embrionaria del corazén ni para la esperanza de vida de los ratones.
Sin embargo, entre 3 y 5 semanas después del parto, los ratones comienzan a
desarrollar una cardiomiopatia dilata no letal, en la que se observa una bajada de
expresion del receptor de rianodina (RyR2), proteina encargada de la liberacion del
calcio desde el reticulo endoplasmico durante la contraccidon cardiaca (Ding et al.,
2004). La deplecidon cardio-especifica de SRSF1 tampoco es indispensable para la
correcta formacion cardiaca, aunque en este caso, los ratones mueren entre 6 y 8
semanas tras el parto. Esto se debe a un defecto en el splicing postnatal de la
kinasa 110 dependiente de Ca?*/calmodulina (CaMKII®) que resulta en un fenotipo
letal de hipercontraccién de los cardiomiocitos (Xu et al., 2005). Por otro lado, la
pérdida constitutiva y ubicua de SRSF10 da lugar a la aparicion de severos
problemas en la formacion del corazén que provoca que la mayoria de embriones
no sobrevivan mas alld de E15.5. Este fenotipo se debe a un defecto en el pre-
procesamiento de la triadina mediado por SRSF10, el cual reduce sus niveles de

expresion y afecta a la liberacién del Ca?* desde el reticulo endoplasmico durante el
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proceso de contraccion (Feng et al., 2009). Estos estudios demuestran el
importante papel de las proteinas SR tanto en el desarrollo embrionario como en el

correcto funcionamiento del corazén y el desarrollo de cardiomiopatias.

SRSF3

SRSF3 es el miembro mas pequeio de la familia de proteinas SR. Esta
compuesto por un motivo de unién a RNA en su extremo N-terminal seguido del
dominio SR compuesto por 79 aa, que constituyen aproximadamente la mitad de la
proteina (Corbo, Orru and Salvatore, 2013). Esta proteina no supone una excepcion
dentro de su familia proteica y lleva cabo multitud de funciones celulares que
regulan el metabolismo de los RNAs y que influyen en la aparicidon y desarrollo de
enfermedades. Respecto a la funcidn mas conocida para las proteinas SR, varios
estudios han descrito la implicacién de SRSF3 en el splicing de diferentes genes. El
ratio de inclusién/exclusién del exdn 10 del gen TAU determina la funcién de dicha
proteina en el cerebro adulto y puede desencadenar tauopatias, incluyendo
demencia y Parkinson. SRSF3, junto con SRSF6, participa en el splicing alternativo
de TAU, promoviendo la exclusion del exén 10 (Yu, Guo and Zhou, 2004). La
funcion de SRSF3 en enfermedades neuronales se extiende también a la
enfermedad de Alzheimer, mediante la regulacién del splicing de TRKB. SRSF3
promueve la generacién de la isoforma Trkb-Shc que estd involucrada en el
desarrollo de esta enfermedad (Wong et al., 2012). Otras dianas cuyo splicing se
encuentra regulado por SRSF3 incluyen la fibronectina (de la Mata and Kornblihtt,
2006), el receptor de insulina (Sen, Talukdar and Webster, 2009) o Racl
(Gongalves, Matos and Jordan, 2009).

Al igual que las otras proteinas SR, el papel de SRSF3 y su mecanismo en
cancer ha sido muy estudiado. SRSF3 ha sido descrito como un proto-oncogen,
dado que su expresion se ve incrementada en células tumorales. Se ha demostrado
gue SRSF3 es esencial para la proliferacion celular, ya que promueve la transicidon
G2/M. Como consecuencia, esta proteina es fundamental para el inicio, progresién y
mantenimiento del tumor (Jia et al., 2010; He et al., 2011; Chang et al., 2017,

”



2018). Aunque todos los estudios coinciden en que SRSF3 promueve la proliferaciéon
tumoral, su mecanismo de accién parece no ser el mismo en todos los casos. Por
un lado se ha demostrado que SRSF3 regula el splicing de p53, de forma que
cuando baja la expresion de SRSF3 hay un enriquecimiento de la isoforma p53f
que promueve la senescencia celular (Tang et al., 2013). Por otro lado, un estudio
llevado a cabo con células de cancer de colon propone un mecanismo independiente
de p53. En este caso, asocian el arresto del ciclo celular causado por una bajada de
expresién de SRSF3 a un cambio en el splicing alternativo de HIPK2. Este cambio
provoca la reduccién de la expresion de la proteina completa de HIPK2 que da lugar

a la apoptosis celular (Kurokawa et al., 2014).

Otras dianas de la funcidén de splicing de SRSF3 son las propias proteinas SR.
Para muchas proteinas SR se ha descrito un mecanismo de regulacion de expresién
a través de splicing alternativo de sus propios mRNAs. M. Anké et al. describieron
como SRSF3 influye en el splicing de SRSF2, SRSF5 y SRSF7, promoviendo la
inclusion de un exoén alternativo que provoca la aparicién de un PTC y conlleva la
degradacién del mRNA por NMD vy la consecuente reduccion de la expresion (Ankd
et al., 2012). Curiosamente, ademas de estas proteinas SR, SRSF3 también regula
su propio splicing alternativo para mantener sus niveles de expresion. El estudio
llevado a cabo por H. Jumaa y PJ. Nielsen constituye la primera evidencia de
actividad auto-reguladora de una proteina SR. En él demostraron que la
sobrexpresion de SRSF3 aumenta la proporcidon de transcritos que contienen el
exodn 4 alternativo. Al igual que ocurre con otras proteinas SR, la inclusién de este
exon interrumpe la traduccidn de la proteina mediante la insercién de un PTC
(Jumaa and Nielsen, 1997). Esta isoforma debe ser eliminada por NMD, sin
embargo, se ha descrito que en condiciones de falta de suero, las células pueden
expresar la proteina truncada de SRSF3 que carece de parte del dominio SR
(Jumaa, Guenet and Nielsen, 1997). El hecho de forzar la expresion de esta
proteina truncada en células provoca un aumento de la proliferacién gracias a un
incremento en la expresidon de genes involucrados en la transicion de la fase G1 a S
del ciclo celular (Kano et al., 2013). Esta isoforma también tiene efecto sobre la
inflamacion que acompafia al cancer de colon. Usando células tumorales de este

tipo de cancer, se observd que al incrementar la proporciéon de proteina truncada de
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SRSF3, incrementa la produccion de interleukina 8 (Kano et al., 2014). Ademas, la
bajada de expresién de SRSF3 en una linea celular de monocitos provoca el
aumento en la produccién de interleukina 1B (Moura-Alves et al., 2011). Estos
resultados sugieren que SRSF3 podria participar en la regulacién de la respuesta
inflamatoria, aunque el mecanismo de accidon no esta claro en ninguno de los dos

Casos.

Como era de esperar, al igual que ocurre con otras proteinas SR, los
mecanismos de accidon moleculares de SRSF3 no se restringen al splicing. En 2001
ya se demostré que SRSF3 interviene en el transporte de los mRNA desde el nucleo
hasta el citoplasma, tanto en oocitos de Xenopus como en células mamarias (Huang
and Steitz, 2001). Posteriormente se describi6 que SRSF3 promueve dicho
transporte gracias al reclutamiento del factor de transporte NXF1 al mRNA, siendo
la proteina SR mas importante para dicho reclutamiento y la que mas mRNAs
distintos transporta a través de la membrana nuclear (Mdiller-McNicoll et al.,
2016). Cabe destacar la unién de SRSF3 a la zona 3’ UTR de los mRNAs, importante
para su funcién de transporte y que podria influir también en la estabilidad del RNA
(Mdller-McNicoll et al., 2016).

Dado que SRSF3 es capaz de transportarse entre el nucleo y el citoplasma,
no es de extranar que también desempene funciones fuera del nucleo, como, por
ejemplo, en la traduccién. En concreto, ha sido descrito que SRSF3 inhibe la
traduccion del mRNA de PDCD4 a través de su union a la region 5° UTR y su
reclutamiento en los P-bodies, lo cual puede conllevar una represion de la
apoptosis, contribuyendo asi al potencial oncogénico de SRSF3 (Kim et al., 2014).
La unidn a esta regidn también podria implicar a SRSF3 en otras funciones de

regulacion de los mRNA, por ejemplo, en los procesos de degradacion.

Pero las interacciones de SRSF3 no se restringen solo al RNA, ya que también
es capaz de interactuar con otras proteinas. Una de estas interacciones ocurre con
el complejo de union de exones (EJC). G. Singh et al. demostraron que esta
interaccion solo ocurre cuando SRSF3 se encuentra en un estado hipofosforilado y

postulan que el EJC podria influir en el reclutamiento y/o estabilizacidon de la unién
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de SRSF3 al mRNA (Singh et al., 2012). Esto corrobora ademas el papel de SRSF3
en el proceso de NMD, dada la importante implicacion que tiene el EJC en la
determinacion de los RNAs que deben ser degradados a través de este proceso
(Lejeune and Maquat, 2005).

El primer modelo animal de deplecidén in vivo de SRSF3 lo desarrollé H.
Jumaa et al. en 1999. En ese estudio demostraron que SRSF3 es esencial para el
desarrollo de los embriones. Los ratones deficientes en la expresion de SRSF3 no
son capaces de formar blastocistos y mueren en estadio de moérula (Jumaa, Wei
and Nielsen, 1999). Posteriormente se desarrolld6 un modelo knockout de SRSF3
especifico de hepatocitos (SRSF3HKO). En este caso la falta de expresién de SRSF3
no es letal, aunque los ratones presentan retraso en el crecimiento tanto
embrionario como post-natal. El andlisis de expresidn génica demostré que el
fenotipo se debe a una falta de maduracion de las células hepaticas, las cuales
tienen un patrén de expresion embrionario. Como consecuencia se ve afectada la
produccion hepatica de glucosa y los ratones muestran un incremento en la
tolerancia a la insulina. Los ratones SRSF3HKO tienen afectadas al menos 3 rutas
hepaticas: SRSF3-HNF1a-GH-IGF1, esencial para el desarrollo embrionario y post-
natal; SRSF3-IRE1a-XBP1 que regula la lipogénesis hepatica;, y SRSF3-SCAP-
SREBP2, que controla la sintesis hepatica de colesterol (Sen, Jumaa and Webster,
2013). Curiosamente, cuando estos ratones envejecen, desarrollan carcinomas
hepaticos con caracteristicas muy similares a la enfermedad humana. A diferencia
de otros tipos de cancer, la expresion de SRSF3 en carcinomas hepaticos humanos
se ve reducida, por lo que la funcién de SRSF3 en el higado podria ser supresora de
tumores. De esta forma, su falta de expresidn predispone, aunque no causa, la

aparicion de cancer de higado (Sen et al., 2015).

Estos estudios muestran la relevancia de SRSF3 para el correcto desarrollo y
funcion de los 6rganos del raton. Sin embargo, a diferencia de otras proteinas SR,
su funcién en el corazén aun no ha sido estudiada. Dado el importante papel de las
RBPs en general y de las proteinas SR en particular en las enfermedades vy
desarrollo cardiacos, en esta tesis nos planteamos estudiar la funcién y mecanismo

de accion de SRSF3 en el corazoén.
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OBJETIVOS

. Estudiar la distribucion de SRSF3 en el corazén desde el desarrollo

embrionario hasta el corazén adulto sano y en el corazoén infartado.

. Identificar el papel de SRSF3 en la homeostasis del corazén adulto.

. Describir el mecanismo molecular de accion de SRSF3 en la homeostasis

del corazon adulto.

. Determinar el papel de SRSF3 en la respuesta al infarto de miocardio.






MATERIALES Y METODOS

Aislamiento del RNA y realizacion de qRT-PCR

Se aisld el RNA de tejidos o células usando el reactivo TRIzol (15596026,
Thermo Fisher Scientific). Para la sintesis de cDNA se han utilizado 100 ng de RNA
total por muestra con el kit de Applied Biosystems High Capacity cDNA Reverse
Transcription (4368814, Thermo Fisher Scientific). Para la PCR cuantitativa (gqRT-
PCR) se utilizd SYBR Green (4367659, Thermo Fisher Scientific) y el cDNA se
amplificd con los primers indicados la Tabla 1. Los resultados se analizaron con el
programa LinRegPCR (Ruijter et al., 2009). Los valores se normalizaron con
GAPDH, los exones 4-5 de SRSF3, el total de expresion del correspondiente mRNA

o F-Luc, segun se indica en cada experimento.

Extraccion de embriones e hibridacion In situ

Los embriones se extrajeron a estadio E9.5, E10.5, E11.5, E12.5, E13.5 vy
E14.5 de ratones C57BL/6. Las hembras gestantes se sacrificaron llenando
gradualmente la camara con diéxido de carbono. Los embriones fueron procesados
y en el caso de E12.5 en adelante se incluyeron en parafina y se cortaron en
secciones de 10 pm de grosor. La hibridacién in situ se realizé en embriéon completo
(E9.5-E11.5) o en secciones (E12.5-E14.5) segun el protocolo previamente descrito
(Nus et al., 2016). La sonda se diseid contra la totalidad del cDNA de SRSF3.

Inmunofluorescencia

Los corazones fueron extraidos y fijados en 4% PFA (Paraformaldehido)/PBS
(137 mM NaCl, 10 mM Na;HPO4-2H,0, 2.7 mM KCl, 1.8 mM KH,PO4) durante 48
horas, lavados en etanol 70%, deshidratados e incluidos en parafina. Se cortaron

en secciones de 5 pum. Para la inmunofluorescencia, los cortes fueron
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desparafinados, desenmascarados con citrato, permeabilizados con 0.3% Triton X-
100/PBS y bloqueados primero con avidina-biotina (SP-2001, Vector Laboratories)
y posteriormente con solucién de bloqueo que contenia 3% BSA (albumina de suero
bovino), 0.3% Tween20, 2% MgCl, y 5% de suero de cabra diluido en PBS. Los
cortes se incubaron durante la noche a 4°C con anti-SRSF3 (ab73891, Abcam) y
anti-TroponinaT (MS295P, Fisher Scientific). Al dia siguiente, tras lavar con PBS, se
incubaron durante una hora a temperatura ambiente con los correspondientes
secundarios: anti-rabbit biotinilado (111-066-003, Jackson Immuno Research) y
anti-mouse Alexa 488 (A-11029, Thermo Fisher Scientific). Posteriormente se
incubaron durante una hora a temperatura ambiente con estreptovidina Cy3 (016-
160-084, Jackson Immuno Research) y DAPI (D1306, Thermo Fisher Scientific).

Finalmente se afiadié medio de montaje Vectashield (H-1000, Vector Laboratories).

Western Blot

Los corazones de ratén se homogeneizaron en buffer de lisis RIPA (150 mM
NaCl, 1% IGEPAL, 0.5% deoxicolato sédico, 0.1% SDS y 50 mM Tris pH 8.0) en
presencia de inhibidores de proteasas y fosfatasas (04693159001 y 04906845001,
Roche Diagnostics). Los lisados fueron separados en geles SDS-PAGE y transferidos
a membranas PVDF (polifluoruro de vinilideno). El bloqueo se realizé con solucién
de leche en polvo desnatada al 3% en PBS. La incubacidn con el anticuerpo
primario se realizd durante toda la noche a 4°C y al dia siguiente se incubd con el
anticuerpo secundario correspondiente marcado con HRP (anti-mouse P0447 y anti-
rabbit P0448, Dako) durante una hora a temperatura ambiente. Las membranas se
revelaron utilizando el reactivo ECL (RPN2106, GE Healthcare Life Sciences). El
brillo y contraste de las membranas ha sido ajustado linealmente utilizando

PowerPoint.

Los anticuerpos primarios utilizados han sido: anti-SRSF3 (ab73891, Abcam),
anti-SRSF1 (PA5-30220, Thermo Fisher Scientific), anti-vinculina (V4505, Sigma),
anti-GAPDH (ab8245, Abcam), anti-SERCA2A (ab2861, Abcam) y anti-MYH
(ab90567, Abcam).
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Ratones

Los ratones SRSF3 KO se obtuvieron a partir de los ratones previamente
generados por el laboratorio de Peter ]J. Nielsen (Jumaa, Wei and Nielsen, 1999).
Dichos ratones contienen un cassette de neomicina flanqueado por sitios LoxP entre
los exones 1 y 2 de SRSF3, mas otro sitio LoxP entre el exén 3 y 4. Cruzamos
dichos ratones con unos ratones transgénicos que expresan la recombinasa Cre
bajo el promotor de la polimerasa II y de forma inducible con tamoxifeno (PollI-
mMER-Cre-mER). Para conseguir que el sistema Cre/loxP sea inducible, se ha
utilizado la recombinasa CreERT2, a la que se le ha fusionado un receptor de
estrégenos mutado. De esta forma, la recombinasa Cre solo se activa y se
transporta al nucleo tras la unién del ligando del receptor de estrégenos 4-
hydroxytamoxifeno (tamoxifeno). Mediante dosis bajas de tamoxifeno,
seleccionamos aquellos ratones en los que solo habia recombinado el cassette de la
neomicina. De esta forma, establecimos una linea de ratones en la que los exones 2

y 3 de SRSF3 se encuentran flanqueados por sitios LoxP.

Posteriormente procedimos a cruzar esta linea con ratones que expresan la
recombinasa Cre bajo el promotor del gen Nkx2.5; o con ratones aMHC-Cre, que
expresan la recombinasa Cre bajo el promotor cardio-especifico de la cadena
pesada de la miosina. Ambos cruces resultaron ser letales en estadios embrionarios
por lo que las lineas se mantuvieron en heterocigosis para el alelo floxeado de
SRSF3. Ademas, generamos la linea SRSF3 KO cruzando los ratones SRSF3
floxeados con ratones aMHC-mER-Cre-mER. Al ser viables en ausencia de
tamoxifeno, los ratones se mantuvieron en homocigosis. Como ratones control

mantuvimos también la linea aMHC-mER-Cre-mER.

Para el genotipado se lisaron los fragmentos de cola en 30 ul de buffer de
lisis (1 mM Tris pH 8.0, 50 mM NaCl, 25 mM EDTA pH 8.0, 0.5% SDS, 0.5 mg/ml
Proteinasa K) durante una hora a 55°C. Posteriormente, se pas6 1 ul de lisado a
una solucion de inactivacién con SDS y NP40 al 0.1%, y de esta solucion se usé 1 pl
para la PCR. El genotipado del alelo floxeado de SRSF3 se realizd mediante la
amplificacion de los exones 2 y 3 incluyendo los sitios LoxP utilizando los primers

X16X3i y Xi3Ri. Se realizaron 37 ciclos de amplificacién con 30 segundos 93°C, 30

"



segundos a 56°C y 30 segundos a 72°C. Por otro lado, el genotipado de la presencia
de la recombinasa Cre se llevd a cabo amplificando una regiéon de dicha
recombinasa. En este caso se realizaron 35 ciclos con 30 segundos 94°C, 30
segundos a 55°C y 60 segundos a 72°C. Por ultimo, el genotipado de la presencia
de la recombinasa Cre inducible se llevd a cabo amplificando una regién de la Cre
inducible. Se realizaron 30 ciclos con 30 segundos 94°C, 30 segundos a 56°C y 30
segundos a 72°C. Las secuencias de los primers utilizados se encuentran en la Tabla
2.

Tratamiento con tamoxifeno

Para inducir la activacion de la recombinasa Cre y la consecuente
recombinacion de los exones 2 y 3 de SRSF3, se tratd a los animales con 3 dosis de
1 mg de tamoxifeno cada una en 3 dias no consecutivos. Al frasco de 50 mg de 4-
hydroxytamoxifeno (H6278, Sigma) se afiadieron 500 pl de etanol 100% vy se
incubé a 55°C con agitacién durante una hora, hasta su completa disolucion.
Posteriormente se afiadieron a 4.5 ml de aceite de maiz (C8267, Sigma)
previamente calentado y se incubd a 55°C con agitacién durante una hora. Una vez
disuelto, se mantuvo a 4°C hasta su uso. Justo antes de la inyeccion se calentd a
37°C durante 10 minutos y se inyectd por via intraperitoneal 100 pl por animal y
dia.

Analisis ecocardiografico

La ecocardiografia transtoracica (Vevo 2100, VisualSonic, Toronto, Canada) fue
realizada siempre por el mismo operador, de forma ciega, utilizando una sonda
lineal de 30 MHz. Los ratones fueron anestesiados con isoflurano (Esteve
Veterinaria, Proyma Ganadera S.L., Ciudad Real, Espafa) y emplazados en una
placa térmica ajustada a 38.3°C para mantener la temperatura corporal en
condiciones de normotermia. El isoflurano se administré con oxigeno al 100%, a

través de una mascarilla nasal y utilizando inicialmente una concentracidon de
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isoflurano del 2% para la induccidon, y del 1.5% para el mantenimiento. La
frecuencia cardiaca (FC) se monitorizd constantemente, utilizando 4 electrodos
conectados a la placa térmica. La concentracion de isoflurano administrado se
ajustd con el objetivo de mantener la FC en 450-550 latidos por minuto, para
mantener al ratéon en un plano superficial durante la adquisicién de las imagenes

ecograficas.

Para evaluar la funcidn sistélica del ventriculo izquierdo (VI) se utilizé el método
de a&rea-longitud, adquiriendo y grabando las imdagenes correspondientes al eje
paraesternal largo (LAX) en modo bidimensional (Ram et al., 2011) . Los datos
obtenidos fueron el volumen telediastélico y telesistdlico del VI, asi como la fraccion
de eyeccion. El analisis de las imagenes también se hizo de forma ciega, utilizando
la estacion de trabajo del equipo (Vevo 2100 analysis software, VisualSonic,

Toronto, Canada).

RNA-Seq

Para la secuenciacién del RNA (RNA-Seq), se extrajo RNA total de corazones
a dia 5 tras la induccion con tamoxifeno. La extraccion se realizd con el kit de
aislamiento de RNA de Qiagen (74104, Qiagen), tratando las muestras con DNAsa.
Se aisl6 RNA de 3 ratones SRSF3 KO y 3 ratones control. El proceso de
secuenciacion fue realizado por la Unidad de Gendmica del CNIC. Las librerias se
prepararon haciendo seleccidon positiva por polyA y la secuenciacién se llevé a cabo
usando la plataforma Illumina-Hiseq y asegurando 15 millones de lecturas por
muestra. El alineamiento de las lecturas fue realizado por la Unidad de
Bioinformatica del CNIC. Para ello, las lecturas se mapearon en el transcriptoma de
ratbn GRCm38 y se cuantificaron usando RSEM v1.2.3. El analisis de expresion
diferencial se realizé usando el paquete edgeR Bioconductor. Se consideraron
cambios significativos aquellos con un p valor ajustado <0.05. El andlisis de

ontologia genética se realizé usando el recurso libre GOrilla.

N



Construcciones de DNA

La construccién de la quimera SRSF3-GFP se realizd mediante la
amplificacion de SRSF3 y su insercién en pEGFP-N1. El clonaje de los cDNAs para la
produccion de RNA modificados se realizé segun el protocolo descrito por Pankaj K.
Mandal y Derrik Rossi (Mandal and Rossi, 2013). Brevemente, la region codificante
de GFP o SRSF3-GFP fue fusionada a una region 5'UTR que contenia un sitio de
unién para la T7 junto a una secuencia Kozak, y a la regiéon 3’UTR de la alfa globina

para favorecer unos altos niveles de expresién (Figura 6A).

Las construcciones utilizadas para el ensayo de estabilidad de mRNA fueron
cedidas por el laboratorio de Franck Dequiedt (Rambout et al., 2016). Al plasmido
de MS2-CP se fusiond el cDNA de SRSF3 mediante su amplificacion y su insercidon
en la regidon 3’ de MS2-CP.

Las construcciones de los virus adeno-asociados (AAV) se realizaron clonando
SRSF3 o SERCA2A tras el promotor CMV en un vector que contiene las secuencias
ITR necesarias para el empaquetamiento del DNA dentro de la capsida viral. La
region codificante de SRSF3 se obtuvo por amplificacién por PCR, mientras que la
de SERCA2A se obtuvo a partir de un vector cedido por el grupo de Roger J. Hajjar.
En el caso del virus AAV-SRSF3, a continuacion de SRSF3 se clond IRES-Luciferasa
para que el DNA tuviera el tamafo 6ptimo para su empaquetamiento. Ambos virus

contienen al final de las secuencias codificantes el polyA de SV40 (Figura 6B, C).

A | 5" UTR + T7p + Kozak ] Secuencia Codificante I a-globina3’ UTR ‘

B [TR[cmv | srsFr3 | RES | Luciferasa | polyA | ITR |

C [mr]cmv | SERCA2A | polyA | ITR |

Figura 6. Esquema de plasmidos. A, Esquema de las construcciones empleadas para la
sintesis de RNAs modificados segun el protocolo descrito por Pankaj K. Mandal y Derrik
Rossi. B-C, Esquema de las construcciones utilizadas para la produccion de los virus
adeno-asociados AAV-SRSF3 (B) y AAV-SERCA2A (C).
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Todas las amplificaciones por PCR se realizaron usando el kit de alta fidelidad
KAPA HiFi HotStart ReadyMixPCR kit (KR0370, Kapa Biosystems) y se clonaron en
el vector pGEM-T Easy (A1360, Promega) para proceder a su secuenciacion antes

de clonarlos en el vector final.

Produccion de RNA modificado

La produccién y purificacion de los RNAs modificados (modRNA) se realizo
usando el kit de transcripcion MegaScript T7 (AM1334, Thermo Fisher Scientific).
Para evitar la activacién de la via de senalizacién del interferén se incluyeron dos
nucledtidos modificados: 5-methyl-CTP y pseudo-UTP (N-1014 y N-1019, Trilink).
Estos nucledtidos producen un cambio en la estructura de la cadena de RNA que
evita su deteccidn por parte del sistema del interferén, a la vez que permite su
traduccion por el ribosoma (Karikd et al., 2005; Warren et al., 2010). Asi mismo, se
afnadié un grupo CAP al inicio del transcrito durante el proceso de transcripcién in
vitro. No obstante, se ha descrito que este proceso solo es eficiente
aproximadamente en un 60% de las moléculas, por lo que los transcritos
producidos requerian ser desfosforilados tras su purificacién. La desfosforilacion de
los RNA se realizd a 37°C durante 30 minutos en un bloque térmico usando
fosfatasa alcalina (M0289S, NEB). Tras la desfosforilacién los transcritos fueron
purificados con el kit MEGAclear Trasncription Clear-Up (AM1908, Thermo Fisher

Scientific).

Aislamiento y transfeccion de cardiomiocitos neonatales

Los cardiomiocitos neonatales fueron extraidos de ratones C57BL/6 el mismo
dia del parto o un dia después segun el protocolo previamente descrito (Brand et
al., 2010). Brevemente, se extrajeron los corazones neonatales, se hicieron
digestiones parciales con Colagenasa Tipo 2 (LS004176, Worthington) y se fueron
guardando las células extraidas en suero fetal bovino hasta la completa digestidon

de los corazones. Se plaquearon un total de 8 millones de células en placas de 10
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cm? preincubadas con gelatina 1% y se mantuvieron en medio DMEM suplementado
con 20% medio 199, 15% suero fetal bovino, 15% HEPES (acido 4-(2-hidroxietil)-
1-piperazinaetanosulfénico) y 2mM L-glutamina. Al dia siguiente de la extraccion
cada placa fue transfectada con 15 pg del correspondiente modRNA usando 21 pl
de Lipofectamina 2000 (11668027, Thermo Fisher Scientific). Tras 6 horas de
transfeccidén, las células se lavaron y se cultivaron durante 48 horas con medio
suplementado con 100 pM de BrdU para evitar la proliferacion de otros tipos

celulares.

Inmunoprecipitacion de RNA (RIP)

Los cardiomiocitos neonatales transfectados con los modRNA de SRSF3-GFP
o0 GFP respectivamente se resuspendieron en buffer de lisis RIPA suplementado con
inhibidores de proteasas y fosfatasas y con el inhibidor de RNAsas RNAsin (N2611,
Promega). Luego se trataron con DNAsa (AM1907, Thermo Fisher Scientific)
durante 3 minutos a 37°C. Se realizd la inmunoprecipitacion utilizando bolas
magnéticas GFP-Trap (gtm-20, Chromotek) durante toda la noche a 4°C.
Posteriormente se procedid a la digestién de las proteinas y la extraccion del RNA
asociado segun el protocolo descrito por Miriam Gagliardi y Maria R. Matarazzo
(Gagliardi and Matarazzo, 2016). Finalmente se sintetizd el cDNA utilizando 100 ng
de RNA total por muestra con el kit de Applied Biosystems High Capacity cDNA
Reverse Transcription. Para la qRT-PCR se utilizdo SYBR Green y el cDNA se
amplificd con los primers indicados la Tabla 1. Los resultados se analizaron con el
programa LinRegPCR. Los valores se normalizaron con respecto a los valores de los

inputs y se representa el enriquecimiento de cada gen con respecto a GAPDH.

Ensayo de estabilidad de RNA

Para estudiar el efecto de la unidn de SRSF3 sobre la estabilidad del mRNA,
se siguidé el protocolo previamente descrito (Rambout et al., 2016). Se plaguearon

células P19 en placas de 24 pocillos y se transfectaron al alcanzar un 50-60% de

®



confluencia. La transfeccion se realizd con las siguientes combinaciones de
plasmidos: MS2-CP-SRSF3 + Rluc8, MS2-CP-SRSF3 + Rluc0, MS2-CP + Rluc8 o
MS2-CP + RlucO. Las condiciones de transfeccion fueron 2 ul de Lipofectamina 2000
y 0.5 pg de cada plasmido por pocillo. Se transfecté durante 6 horas y se
mantuvieron las células con medio DMEM suplementado con 10% suero fetal bovino
y 2 mM L-glutamina. Las células se trataron 48 horas después de la transfeccion
con 10 pg/ml de actinomicina D (ActD) (A9415, Sigma). Se fueron recogiendo las
células a distintos tiempos tras la adicién de ActD: 1h, 2h, 4h y 8h para mRNA; y 4
h, 8 h y 24 h para medir actividad de la luciferasa. Para el anadlisis del RNA se
realizé la extraccién y la qRT-PCR segun se ha descrito en el primer apartado. Las
secuencias de los primers estan en la Tabla 1. El andlisis de la actividad de la
luciferasa se realiz6 utilizando el kit de Dual-Luciferase Reporter Assay (E1980,
Promega) y el lumindmetro de tubo Sirius (Berthold). Los valores de R-Luc se
normalizaron con los de F-Luc en ambos casos para compensar diferencias debidas

a la eficiencia de transfeccion.

Analisis proteomico y co-inmunoprecipitacion

Para la deteccion de las proteinas que interaccionan con SRSF3, se partio de
cardiomiocitos neonatales de raton transfectados con modRNAs de SRSF3-GFP o
GFP. Las células se resuspendieron en buffer de lisis suave (50 mM Tris pH 7.4, 100
mM NacCl, 1% IGEPAL) suplementado con inhibidores de proteasas y fosfatasas. Se
inmunoprecipitd usando las bolas magnéticas GFP-Trap durante toda la noche a
4°C. Al dia siguiente se procedié al analisis de protedmica o se analizaron las
muestras por western blot utilizando los anticuerpos anti-GFP (632592, Clontech) y
anti-LMS14A (ab229277, Abcam). El analisis de protedmica cuantitativa realizado al
extracto inmunoprecipitado corrio a cargo de la Unidad de Protedmica del CNIC.
Dicho extracto se sometié a digestion proteica seguida de cromatografia
nanoliquida acoplada a espectometria de masas para la identificacion proteica y su
cuantificacion mediante contaje de péptidos. Para la representacion esquematica de

los resultados se usé el recurso libre String (Szklarczyk et al., 2017).
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Analisis de decapping

Para la cuantificacion de los mRNA decapped (sin “cap”) se siguié el
protocolo descrito por Vincent Pelechano, Wu Wei y Lars M Steinmetz (Pelechano,
Wei and Steinmetz, 2016). Brevemente, se partié de 4 ug de RNA total, se tratd
con DNAsa y se procedié a la ligacion del primer rP5_RND, que se liga
especificamente en el extremo 5’ de los mMRNA que han perdido el cap y presentan
un fosfato en su extremo 5’. Tras la ligacién se procedié a la sintesis del cDNA
utilizando 100 ng de RNA total por muestra con el kit de Applied Biosystems High
Capacity cDNA Reverse Transcription. Para la qRT-PCR se utiliz6 SYBR Green vy el
cDNA se amplificd con los primers indicados la Tabla 1. Los resultados se analizaron
con el programa LinRegPCR. Los valores se normalizaron con la expresién del

mMRNA total correspondiente.

Produccion de virus adeno-asociados

La produccidon de los virus adeno-asociados se llevé a cabo en la Unidad de
Vectores Virales del CNIC a quienes se les proporcionaron las construcciones de
DNA de los mismos. Previamente se comprobd la correcta secuencia de los ITRs
mediante digestiones con BgIl y AhdIl. La produccién virica se llevd a cabo en
células HEK293 y utilizando las proteinas de la capsida de serotipo 9. Los titulos
obtenidos fueron de 1.47-10!3 particulas virales (VP)/ml para AAV-SRSF3 y de
4.20-10'2 VP/ml para AAV-SERCA2A.

Inyeccion de virus adeno-asociados por vena femoral

Para la administracion de los virus adeno-asociados se anestesido a los
ratones usando 3-3.5% de sevoflurano administrado con oxigeno al 100%. Se
mantuvo al ratdn bajo anestesia hasta el final de la inyeccidén utilizando una
mascarilla nasal. Para la administracion del virus se desinfecté la piel del raton con
etanol y se realiz6 un corte en la piel de la extremidad trasera que permitiese

visualizar la vena femoral. A través de dicha vena se inyecté un total de 50 ul por
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raton, conteniendo 1:10!! particulas virales (VP). Al finalizar se suturd la piel del
animal y se esperd a la completa recuperacién de la anestesia antes de devolverlo a

Su caja.

Cirugia de infarto de miocardio

El infarto de miocardio se llevé a cabo mediante la ligacién permanente de la
arteria coronaria descendiente izquierda. Para ello, los ratones fueron anestesiados
usando 3-3.5% de sevoflurano administrado con oxigeno al 100%, intubados y
mantenidos con ventilacion mecanica durante el procedimiento. La cirugia se realizd
rasurando el pelo del térax del animal, desinfectando la piel con etanol y realizando
un corte en el térax que permitiera la visualizaciéon de la arteria coronaria. Tras la
ligacidon de dicha arteria con una sutura no reabsorbible, se procedié a suturar al
animal. Todos los animales recibieron una dosis de buprenorfrina (0.1 mg/kg) como

analgesia durante los dias posteriores al procedimiento.

Analisis estadistico

Para el andlisis estadistico de los datos se usaron: T-Test para dos
condiciones a un tiempo, ANOVA de 1 via seguido del post-test de Bonferroni para
mas de dos condiciones a un tiempo, y ANOVA de 2 vias seguido del post-test de
Bonferroni para analisis de multiples condiciones y dos variables, como se indica en
la leyenda de las figuras. Los datos se analizaron con GraphPad Prism 5.0 y los

cambios se consideraron significativos a partir de p<0.05.



Tabla 1. Secuencia de los primers de SYBR Green utilizados para la qRT-

PCR (5’-3’).

Gen
SRSF3
GAPDH
SRSF3 NMD
SRSF3 E2-3
SRSF3 E4-5
BNP
Actal
SERCA2A
RyR2
MYBPC3
TNNT2
MYH7
MYH6
TNNI3
R-Luc
F-Luc
SERCA2A Decap
RyR2 Decap
MYBPC3 Decap
MYH7 Decap
SMG1
SMG8
SMG9
SMG6
RBMS8A
SERCA2A NMD

Fw
TCGTCGTCCTCGAGATGATT
CTGCACCACCAACTGCTTAG
TGGAACTGTCGAATGGTGAA
ATCGTGATTCCTGTCCCTTG
ATCCCCAAGAAGGAGAAGC
GCCAGTCTCCAGAGCAATTC
CCAGAGTCAGAGCAGCAGAA
GAGGAAGGGGAAGAAACGAT
CCGGTCTTCCACTGACAAAC

GGTCAAGATTGACTTTGTGCCTA
GCGGAAGAGTGGGAAGAGACAGAC

CAACTGGAGGAGGAGGTCAA
ATGTTAAGGCCAAGGTCGTG
GAAGCAGGAGATGGAACGAG
TCTTTTTCGCAACGGGTTT
TGAGAACTTCAGGCTCCTGG

CTACACGACGCTCTTCCGAT

TCTGCGAAAGATGAGGTGAA
AACCCTCCTGTGCTCTACCA
CCTGGGCTCTACGGGATAG
CCCCAGTGTGAAAGTCTGGT
TGTCACTGGAGTCCACGAAG
TGTTTTCCTCCAATGCCTTC

Rv
CTCCTTCTTGGGGATCTGC
AGATCCACGACGGACACATT
GACGCTGAAAGGGCTAGTTG
TTCACCATTCGACAGTTCCA
ATCGAGACGGCTTGTGATTT
TCTTTTGTGAGGCCTTGGTC
CAAAGCCAGCTTTCACCAG
TCGATACACTTTGCCCATTTC
GAGGACACGCTGACCAAGAT
CAGACCACAGTGGGAGCAG
GCACGGGGCAAGGACACAAG
CCTCTGTATGGCATCCGTCT
GTAGCGCTCCTTGAGGTTGT
TGACTTTTGCTTCCACGTCA
GCCCAGTTTCTATTGGTCTCC
GCCTTATGCAGTTGCTCTCC
AGCCCCTCAGCTCTGCAC
GTGAGGACGCAGGGAGGA
TACTTGTCATTGGCGGTGAT
CAGCTCCCACTCCTACCTGA
AACGAGCCACCAAAAGAATG
TGATCCAATTTCCCACAACA
GAGAGGATGATGGGGGTTTT
AGGGTGAGGTCATCATCTGG
CACCAGTCCACACTGATTGG
CTTTTCCCCAACCTCAGTCA

N



Tabla 2. Secuencia de los primers para genotipar los ratones SRSF3 KO y

aMHC-mER-Cre-mER (5'-3')

Nombre
X16X3i
Xi3Ri
Cre Fw
Cre Rv
mER-Cre-mER Fw
MER-Cre-mER Rv

Secuencia
GCGCAGGTACTTGAGAGA
CCCTTTTATTGGTCAGTGA
TGACGGTGGGAGAATGTTAAT
GCCGTAAATCAATCGATGAGT
CTAGGCCACAGAATTGAAA
GTAGGTGGAAATTCTAGCA






RESULTADOS

Descripcion de la expresion de SRSF3 en el corazén

La expresion de SRSF3 disminuye con la edad

SRSF3 se expresa desde estadios embrionarios muy tempranos y se ha
descrito que dicha expresion es esencial para la correcta formacién del blastocisto
(Jumaa, Wei and Nielsen, 1999). También ha sido descrito que su expresion en el
higado es crucial para una correcta funcion metabdlica (Sen, Jumaa and Webster,

2013). Sin embargo, su patrén de expresion en el corazén aln no se conoce.

Para investigar el patron de expresion cardiaco de SRSF3, extrajimos
corazones de ratones desde estadio embrionario E12.5 hasta 6 meses de edad vy
cuantificamos los niveles de expresion del mRNA de SRSF3 por gRT-PCR. Los
resultados mostraron que la expresion de SRSF3 es alta a E12.5 y disminuye
progresivamente durante los ultimos estadios del desarrollo embrionario y durante

el periodo postnatal (Figura 7A).

Mediante hibridacidn in situ en embriones desde E9.5 hasta E14.5,
descubrimos que el corazén es de los ultimos tejidos en lo que SRSF3 comienza a
expresarse, no siendo detectable claramente hasta E12.5. Por el contrario,
podemos observar como su expresion en otros tejidos es mas temprana (Figura
7B). También realizamos inmunofluorescencias en secciones de corazones de
ratones en los dias 1 y 7 tras el parto (P1 y P7) y a un mes de edad (1M) para
comprobar la localizacién de SRSF3 en los cardiomiocitos. Tal y como estaba
previamente descrito, dicha expresidon se centra fundamentalmente en el nucleo
celular (Ankd, 2014) (Figura 7C).

Con estos resultados podemos concluir que la expresién mas alta de SRSF3
en el corazon se produce durante el desarrollo embrionario y que va disminuyendo

con la edad hasta alcanzar la edad adulta, donde la expresidon permanece estable.

N
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Figura 7. La expresion de SRSF3 disminuye con la edad. A, La expresién de SRSF3

se cuantificd por qRT-PCR en corazones extraidos de ratones C57BL/6 de distintas edades
desde estadios embrionarios (E) hasta dias (P) y meses (M) post-parto. Los datos estan
representados como la media £SE. n=3-4 ratones por grupo. **p<0.01, ***p<0.001 vs

E12.5, ANOVA de una via con test de Bonferroni de comparacion multiple. B, Hibridacion

in situ de SRSF3 en diferentes estadios embrionarios. C, Inmunofluorescencia realizada en
corazones extraidos de ratones C57BL/6 a diferentes edades, usando anti-SRSF3 (rojo),

anti-TroponinaT (verde) y DAPI (azul). Barra, 50 pm.




La expresion de SRSF3 disminuye tras el infarto de miocardio

Para el estudio del posible papel de SRSF3 en la enfermedad cardiaca,
decidimos estudiar si su expresion varia en la zona remota tras MI. Los resultados
mostraron que tanto la expresion del mMRNA como de la proteina de SRSF3 se ven
disminuidas tras MI (Figura 8A, B). Esto sugiere que SRSF3 puede desempefar un

papel en la homeostasis y/o enfermedad cardiaca.

Se ha descrito anteriormente que SRSF3 se regula por el splicing alternativo
del exdén 4, cuya inclusién conlleva la degradacion del mRNA a través del proceso
de non-sense mediated decay (NMD) (Jumaa and Nielsen, 1997). Para determinar
si la bajada de expresién de SRSF3 observada tras MI podria estar causada por
dicha regulacién, analizamos la presencia del exén 4 mediante qRT-PCR. Tal y como
se muestra en la Figura 8C, observamos un enriquecimiento de la isoforma que

incluye el exén 4.

SRSF1 ha sido previamente descrito como regulador de este proceso,
inhibiendo la inclusién y promoviendo como consecuencia la isoforma sin el exén 4
(Jumaa and Nielsen, 1997). Partiendo del enriquecimiento observado tras MI de la
isoforma que incluye el exdn 4, nos preguntamos si la expresidn de SRSF1 estaba
también afectada. Tal y como esperabamos, observamos una bajada en la
expresion proteica de SRSF1 tras MI (Figura 8D). Estos resultados sugieren que la
pérdida de SRSF1 tras MI puede producir un incremento en la isoforma de SRSF3
gue incluye el exén 4, provocando como consecuencia una bajada en la expresion
de SRSF3 tras MI.
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Figura 8. La expresion de SRSF3 se ve disminuida tras infarto de miocardio. A, La
expresion de SRSF3 se cuantificd en la zona remota 28 dias después de inducir un infarto
de miocardio (MI) y en corazones control sin infarto mediante gRT-PCR. B, Los niveles
proteicos de SRSF3 se determinaron en la zona remota tras MI por western blot y se
cuantificaron. C, La isoforma de NMD de SRSF3 se cuantificé en la zona remota tras MI y

en corazones control por gqRT-PCR y se normalizé contra la expresion total de SRSF3. D,
La expresion proteica de SRSF1 en la zona remota tras MI y en corazones control se
determind por western blot y se cuantificd. *p<0.05, ***p<0.001. T-test.




Caracterizacion de la funcion de SRSF3 en el corazon

adulto

La pérdida de SRSF3 en el corazon durante el desarrollo conlleva la

muerte de los embriones

Para investigar la funcion de SRSF3 en el corazén, generamos un modelo de
raton knockout (KO) cardio-especifico. Para ello utilizamos unos ratones
previamente generados por el laboratorio de Peter ]. Nielsen (Jumaa, Wei and
Nielsen, 1999), en los que los exones 2 y 3 de SRSF3 se encuentran flanqueados
por sitios LoxP. Como consecuencia, en las células en las que se exprese la
recombinasa Cre de forma activa, se producira la recombinacién de los exones 2 y
3, esenciales para la traduccion de SRSF3 (Figura 9A). Para producir la
recombinacion especificamente en corazéon, cruzamos dicha linea con ratones
transgénicos que expresan la recombinasa Cre bajo el promotor Nkx2.5. Al analizar
las camadas de estos ratones encontramos que se producia mortalidad embrionaria
ya que no nace ningun ratdn homocigoto para el alelo floxeado de SRSF3. Para
restringir la deplecion de SRSF3 solo a cardiomiocitos, generamos una nueva linea
cruzando los ratones SRSF3 floxeados con ratones transgénicos que expresan la
recombinasa Cre bajo el promotor cardio-especifico de la cadena pesada de la
miosina (aMHC). De nuevo, no obtuvimos ningln ratdn homocigoto para el alelo
floxeado de SRSF3 en las camadas de estos cruces, sugiriendo que la expresion de
SRSF3 en cardiomiocitos es esencial para el correcto desarrollo cardiaco y la

supervivencia de los embriones.
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Figura 9. Modelo de deplecién SRSF3. A, Esquema de la modificacién genética
introducida en el gen SRSF3. Tras la recombinacién de los sitios LoxP mediada por la
recombinasa Cre, se produce la pérdida de los exones 2 y 3. B, Esquema de la activacion
de la recombinasa Cre. Los ratones reciben 3 inyecciones de tamoxifeno (Tam) en dias no
consecutivos para inducir la recombinacién y se procede a la toma de muestras y anélisis

de la funcién cardiaca por ecocardiografia (Eco) hasta 5 dias después de la induccion.




Los ratones SRSF3 KO cardio-especificos mueren de forma

prematura y desarrollan problemas de contraccion

Con el objetivo de estudiar la funcion de SRSF3 en el corazéon adulto,
cruzamos los ratones SRSF3 floxeados con ratones transgénicos que expresan la
recombinasa Cre bajo el promotor aMHC, pero en este caso de forma inducible
(aMHC-mER-Cre-mER). Indujimos la recombinacién de los exones mediante 3
inyecciones de tamoxifeno en dias no consecutivos en ratones de 10 semanas de
edad. Durante los 5 dias siguientes a la induccién analizamos tejido y funcién
cardiaca (Figura 9B). Como controles utilizamos ratones aMHC-mER-Cre-mER a los

que les administramos el mismo tratamiento.

Tras la induccion con tamoxifeno, observamos que la deplecién de SRSF3
ocurre bastante rapido, siendo evidente ya el primer dia tras la induccién de la
recombinacion para el mRNA y un dia después para la proteina (Figura 10A, B).
Para asegurarnos de la especificidad de tejido de la recombinacion, realizamos
inmunofluorescencia en secciones de corazones a dia 5 y comprobamos que la
expresion de SRSF3 solo se pierde en los cardiomiocitos. Sin embargo, la eficiencia
de la recombinacion no es del 100%, ya que algunos cardiomiocitos contindan
expresando SRSF3 (Figura 10C).

A diferencia de los ratones KO cardio-especificos de SRSF2 y SRSF1, en los
que se observa una esperanza de vida normal o sobreviven varias semanas
después del parto respectivamente (Ding et al., 2004; Xu et al., 2005), nosotros
observamos que ningun ratéon SRSF3 KO fue capaz de sobrevivir mas de 8 dias tras
la induccion de la recombinacién con tamoxifeno (Figura 11). A través del analisis
ecocardiografico descubrimos que 5 dias después de la Uultima inyeccién, los ratones
SRSF3 KO muestran una dramatica reduccién de la fraccion de eyeccién y un
incremento agudo del volumen en sistole del ventriculo izquierdo (VI) (Figura 12A,
B). Sin embargo, no hay un cambio significativo del volumen diastdlico del VI
(Figura 12C), indicando que los corazones no se dilatan. Esto muestra que los
ratones SRSF3 KO desarrollan graves problemas de contraccion que muy

probablemente son la causa de la muerte de los animales.

N
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Figura 10. Los ratones SRSF3 Knockout (KO) carecen de la expresion de SRSF3

especificamente en los cardiomiocitos. A, La deleciéon de los exones 2 y 3 de SRSF3 en el

corazén fue analizada por gRT-PCR a diferentes tiempos tras la induccién. Los datos estan

representados como la media £SE. n=5-13 ratones por grupo. ***p<0.001 SRSF3 KO vs Control.

ANOVA de dos vias con post-test de Bonferroni. B, Los niveles proteicos de SRSF3 en el corazén se

analizaron por western blot varios dias tras la induccién. C, Se realizé inmunofluorescencia en

secciones de corazon de ratones Control y SRSF3 KO sacrificados a dia 5 usando anti-SRSF3

SRSF3 (blancas) o carentes de dicha expresién (amarillas). Barra, 50 um.

(rojo), anti.-TroponinaT (verde) y DAPI (azul). Las flechas indican cardiomiocitos expresando
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Continuando con la caracterizacion de los ratones SRSF3 KO, cuantificamos
la expresion de marcadores de disfuncion cardiaca por qRT-PCR y descubrimos que
tanto BNP como Actal se encuentran aumentados en los corazones de los ratones
SRSF3 KO (Figura 13A, B), confirmando los resultados obtenidos en |la

ecocardiografia.
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Figura 13. La pérdida de SRSF3 induce la expresion de marcadores de disfuncion
cardiaca. La expresion de BNP (A) y Actal (B) en los corazones fue cuantificada por qRT-PCR
varios dias tras la induccién. Los datos estan representados como la media +SE. n=5-13 ratones
por grupo. *p<0.05, ***p<0.001 SRSF3 KO vs Control. ###p<0.001 vs Dia 1. ANOVA de dos vias

con post-test de Bonferroni.

Caracterizacion del mecanismo molecular de accion de

SRSF3 en el corazon adulto

La pérdida de SRSF3 conlleva la bajada la expresion de genes
relacionados con la contraccion

Para caracterizar los defectos de contraccidn, analizamos la expresién génica
mediante RNA-Seq en corazones de los ratones SRSF3 KO y ratones control 5 dias

tras la induccién. Se obtuvieron mas de 9,000 genes diferencialmente expresados

de forma significativa tras la deplecion de SRSF3 (Tabla Suplementaria 1). El

N




analisis de ontologia genética mostrd un enriguecimiento de genes relacionados con
la contraccién entre aquellos genes que sufren una bajada de expresién significativa
(Figura 14). Posteriormente procedimos a la validacidon por qRT-PCR de algunos de
estos genes (SERCA2A, RyR2, MYBPC3, TNNT2, MYH7 y MYH6) y observamos que
la bajada de los mismos se produce desde el dia 2 tras la administracion de
tamoxifeno (Figura 15). Sin embargo, los niveles de proteina de SERCA2A y MYH no
sufren una bajada hasta el dia 5 (Figura 16). Estos resultados apuntan a que la
funcién cardiaca se mantiene normal hasta el dia 5 tras la ultima inyeccidon de
tamoxifeno debido a que no es hasta entonces cuando se produce la pérdida de las

proteinas de contraccion.
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Figure 14. La pérdida de SRSF3 conlleva la bajada de expresion de genes
relacionados con la contraccion. Se analizé la expresién génica mediante RNA-Seq en

corazones extraidos de ratones Control y SRSF3 KO 5 dias post-induccion de la recombinacion.

Se llevd a cabo un anadlisis de Gene Ontology usando GOrilla. Los genes con bajada de

expresion significativa que fueron clasificados en la categoria “regulacién de la contracciéon
cardiaca” se representan en un GOplot.
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Figure 15. La bajada de expresion de los mRNAs de los genes relacionados con la

contraccion se produce desde dia 2 tras la recombinacion. La expresién de los mRNA de
SERCA2A (A), RyR2 (B), MYBPC3 (C), TNNT2 (D), MYH7 (E) y MYH6 (F) en el corazén fue

cuantificada por gRT-PCR varios dias tras la ultima inyeccion de tamoxifeno. Los datos estan

representados como

la media +£SE.

n=5-13 ratones por grupo.
***pn<(0.001 SRSF3 KO vs Control. #p<0.05, ##p<0.01, ###p<0.001 vs Dia 1. ANOVA de dos

vias con post-test de Bonferroni.

*p<0.05, **p<0.01,
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Figure 16. La bajada de expresion proteica de los genes relacionados con la

contraccion se produce a dia 5 tras la recombinacion. Los niveles de las proteinas MYH y

\SERCAZA se analizaron por western blot varios dias tras la induccion de la recombinacion. /

Al ser SRSF3 una proteina de union a RNA, decidimos investigar si SRSF3 se

une directamente a estos genes. Para ello realizamos inmunoprecipitacion de RNA
(RIP). Aislamos cardiomiocitos de ratones C57BL/6 neonatales y los transfectamos
con RNA modificado (modRNA) de SRSF3-GFP o GFP. Luego procedimos a la
inmunoprecipitacion de las proteinas usando bolas GFP-Trap en condiciones libres
de RNAsas. A continuacién cuantificamos la presencia de los mRNAs de los genes
de contraccidn en los extractos inmunoprecipitados. Como resultado, obtuvimos un
enriquecimiento de la unién de SERCA2A, TNNT2, MYH6 y TNNI3 a SRSF3 en
comparacién con GAPDH (Figura 17A-D), indicando que estos mRNAs son dianas de
SRSF3.

Nuestros resultados sugieren que la pérdida de expresién de SRSF3 ocasiona
una bajada en la expresion de los mRNAs de los genes relacionados con la

contraccion, algunos de ellos siendo dianas de SRSF3.
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Figura 17. SRSF3 se une a genes relacionados con la contraccion. A-D, Se transfectaron
cardiomiocitos neonatales con RNAs modificados que expresaban SRSF3-GFP o GFP (usado
para normalizar). Después de fijar con radiacién ultravioleta (UV), se inmunoprecipitaron los
complejos RNA-proteina usando un anticuerpo contra GFP y se analizd la presencia de los
mRNAs de SERCA2A (A), TNNT2 (B), MYH6 (C) y TNNI3 (D). *p<0.05, **p<0.01. ANOVA de

dos vias con post-test de Bonferroni. Nétese que los valores de GAPDH son los mismos en

todas las graficas.




La union de SRSF3 a la zona 3’ UTR no incrementa la estabilidad del
mRNA

Basandonos en que estudios previos han descrito el posible papel de las
proteinas SR en la regulacién de la estabilidad de los mRNAs (Ank&, 2014), y en
nuestros resultados que muestran que SRSF3 se une directamente a algunos de los
genes de contraccién, nos preguntamos si SRSF3 podria estar regulando la
estabilidad de los mRNAs mediante su uniéon a la zona 3’ UTR. Para probarlo,
usamos un ensayo de estabilidad previamente descrito (Rambout et al., 2016). En
dicho ensayo se utiliza un sistema de unién proteina-RNA presente en el virus de
MS2. Dicho virus produce la proteina llamada coat protein (CP), la cual modula la
traducciéon de los RNAs virales mediante su union a estructuras en forma de
horquilla presentes en dichos RNAs. Aprovechando este sistema, se fusionaron 8
repeticiones de estas horquillas en la zona 3’ de la luciferasa de Renilla reniformis
(R-Luc), generando el plasmido Rluc8. Como control usamos la misma
construccién, pero carente de dichas repeticiones (Rluc0). Estos plasmidos se co-
transfectaron en células P19 junto con un plasmido de expresion de MS2-CP o MS2-
CP-SRSF3, donde fusionamos SRSF3 en la zona 3’ de MS2-CP, forzando asi la union
de SRSF3 al transcrito que contenga las horquillas de unién de MS2-CP (Figura
18A). Tras la transfeccién analizamos la cantidad de R-Luc que permanece estable
a lo largo del tiempo tras tratar con actinomicina D (ActD). La ActD inhibe la

transcripcién, evitando asi la formacion de mRNAs nuevos.

Los resultados mostraron que la unidn de SRSF3 a la zona 3’ del mRNA no
influye en su estabilidad (Figura 18B, C) ni en la actividad de la proteina (Figura
18D, E). Esto sugiere que el mecanismo a través del cual los genes de contracciéon
disminuyen su expresion tras la pérdida de SRSF3 es independiente a la estabilidad

del transcrito mediada por la uniéon de la RBP a la zona 3’ UTR.
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Figura 18. La union de SRSF3 a la zona 3’ UTR no incrementa la estabilidad del mRNA.

A, Esquema de los plasmidos utilizados en el ensayo de estabilidad del mRNA. B-E, Células P19
se transfectaron con los plasmidos MS2-CP o MS2-CP-SRSF3 y Rluc8 o Rluc0. Rluc8 contiene 8

repeticiones de la horquilla de unién de la proteina MS2-CP en la zona 3’ de R-Luc, mientras

que RlucO no contiene dichas repeticiones (control). Tras la transfeccion se trataron las células

con actinomicina D (ActD) y se cuantificé la cantidad de R-Luc que permanece estable a

distintos tiempos tras el tratamiento. Se cuantificé tanto RNA por gRT-PCR (B, C) como

actividad de la proteina (D, E). Los datos estan representados como la media £SE. n=3-5 por

grupo. ANOVA de dos vias con post-test de Bonferroni.




La pérdida de SRSF3 induce el proceso de NMD de forma tardia

Entre las multiples funciones de las proteinas SR se encuentra la regulacion
del splicing, tanto constitutivo como alternativo (Ankd, 2014). En concreto, se ha
descrito que SRSF3 interviene en la inclusiéon de exones alternativos que provocan
la incorporacion de stop codons prematuros, desencadenando la degradacion del
mRNA por el proceso de non-sense mediated decay (Ankdé et al., 2012).
Basandonos en estos resultados, decidimos comprobar si este proceso estaba

afectado también en nuestros ratones SRSF3 KO.

El andlisis por gqRT-PCR de genes implicados en el proceso de NMD reveld que
hay una subida en la expresién de dichos genes en los corazones de los ratones que
carecen de la expresién de SRSF3 (Figura 19A-E). También observamos un
aumento en la expresion de la isoforma de SERCA2A que sufre el proceso de
degradacion por NMD (Figura 19F). Sin embargo, las inducciones mencionadas
ocurren en dias tardios tras la ultima inyeccién de tamoxifeno, en ningln caso se
observan diferencias antes de dia 4. De estos resultados podemos concluir que la
falta de SRSF3 en el corazdn induce el proceso de NMD, aunque éste no es el
mecanismo a través del cual ocurre la pérdida tan prematura de la expresion de los

genes de contraccion.

SRSF3 interactiua con LSM14A e interfiere en el proceso de
decapping

Para elucidar el mecanismo de accibn de SRSF3, realizamos
inmunoprecipitacién (IP) de SRSF3-GFP y GFP aislados de cardiomiocitos
neonatales previamente transfectados con los respectivos modRNAs.
Posteriormente se realizd un analisis de protedmica cuantitativo para detectar las
proteinas que interaccionan con SRSF3. Entre las proteinas que sélo aparecian en la
condicion de SRSF3, se encuentra LSM14A (Figura 20A y Tabla Suplementaria 2).

Para validar dicha interaccion se repitié la misma IP y se analizé por western blot la

N



presencia de LSM14A. A falta de confirmacion, los resultados sugieren que SRSF3
interacciona con LSM14A (Figura 20B).
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Figura 19. En los ratones SRSF3 KO se induce el proceso de NMD de forma tardia. A-E,
La expresién cardiaca de SMG1 (A), SMG8 (B), SMG9 (C), SMG6 (D) y RBM8A (E) fue
cuantificada por gRT-PCR varios dias tras la induccién de la recombinacién. F, La isoforma de

NMD de SERCA2A se cuantifico por gRT-PCR en los corazones a distintos tiempos tras la ultima

inyeccién de tamoxifeno y se normalizd contra la expresion total de SERCA2A. Los datos estan
representados como la media £SE. n=5-13 ratones por grupo. **p<0.01, ***p<0.001 SRSF3
KO vs Control. ##¥p<0.01, ###p<0.001 vs Dia 1. ANOVA de dos vias con post-test de Bonferroni.
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Figure 20. SRSF3 interactia con LSM14A. A, Representacion de las proteinas que
interaccionan con SRSF3-GFP en cardiomiocitos neonatales. Se realizd una inmunoprecipitacion
de SRSF3-GFP o GFP (como control) y se llevo a cabo un analisis de protedmica cuantitativo de
las proteinas precipitadas. Se han representado las proteinas que solo aparecen interactuando
con SRSF3-GFP, usando String. B, Se inmunoprecipitd SRSF3-GFP o GFP desde cardiomiocitos

neonatales previamente transfectados y de detectd la presencia de LSM14A por western blot.

Mediante su interaccion con DCP2, LSM14A promueve la eliminacion del cap
de los mRNAs (Fromm et al., 2012). Este proceso denominado decapping,
desencadena la degradacion del correspondiente mRNA (Li and Kiledjian, 2010).
Dada su interaccion con SRSF3, decidimos comprobar si el proceso de decapping
estaba afectado en los ratones SRSF3 KO. Para ello, cuantificamos la proporcion de
mRNA decapped con respecto al mRNA total de los genes de contraccion cuya
expresion baja tras la pérdida de SRSF3. Como resultado observamos que hay un
incremento de mMRNAs decapped en los ratones SRSF3 KO comparado con los
controles para los genes SERCA2A, RyR2, MYBPC3 y MYH7. Aunque el mayor
incremento se observa a dia 5 tras la induccién, ya se encuentra alguna diferencia a
dia 2 (Figura 21).

Estos resultados indican que la bajada de expresidon de los genes de
contraccion tras la deplecion de SRSF3 puede ser consecuencia de un incremento
en el proceso de decapping. La interaccion de SRSF3 con LSM14A podria estar

influyendo en este proceso, promoviéndolo ante la ausencia de SRSF3.
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Figura 21. La pérdida expresion de SRSF3 induce el proceso de decapping en los

genes de contraccion. A-D, La expresion cardiaca de los mRNAs decapped de SERCA2A (A),
RyR2 (B), MYBPC3 (C) y MYH7 (D) fue cuantificada por gRT-PCR varios dias tras la ultima
inyeccién de tamoxifeno y normalizada contra la expresion del mRNA total correspondiente. Los

datos estan representados como la media =*SE.

post-test de Bonferroni.

n=5-9 ratones por grupo. **p<0.01,

***p<0.001 SRSF3 KO vs Control. ##p<0.01, ###p<0.001 vs Dia 1. ANOVA de dos vias con




La sobrexpresion de SERCA2A rescata parcialmente el fenotipo de
los ratones SRSF3 KO

Una estrategia muy utilizada en los Uultimos afos como terapia en las
enfermedades cardiovasculares es el uso de virus adeno-asociados (AAV)
expresando genes que ayuden a la mejora de la funcién cardiaca y limiten la
progresion de la enfermedad. El éxito de los AAVs se basa en su minima
inmunogenicidad, en que son vectores no integrativos y en su capacidad de
infeccion de células tanto si se encuentran en division como si no (Hammoudi,
Ishikawa and Hajjar, 2015; De Bruin et al., 2017). En estudios previos se ha
estudiado SERCA2A como diana terapéutica para tratar la insuficiencia cardiaca
(Lipskaia et al., 2010). Se ha probado que su expresion mejora la funcién cardiaca
en varios modelos animales (del Monte et al., 2001; Byrne et al., 2008; Kawase
and Hajjar, 2008). Dado que SERCA2A es uno de los genes que sufren una bajada
mayor y mas temprana tras la deplecién de SRSF3, decidimos investigar si
sobrexpresando SERCA2A en los ratones SRSF3 KO podiamos rescatar el fenotipo y

mejorar la contraccion del corazon.

Para abordar esta hipotesis, generamos un virus adeno-asociado de serotipo
9 (AAV9) que expresa SERCA2A (AAV-SERCA2A). Inyectamos el virus por via
intravenosa a través de la vena femoral en ratones SRSF3 KO una semana antes de
la administracion de tamoxifeno. De esta forma, el virus ya se estaria expresando
SERCA2A en el momento en que los ratones pierdan la expresién de la proteina
enddgena (Figura 22A). Comprobamos la sobrexpresiéon de SERCA2A por western
blot 5 dias después de la induccion de la recombinacion con tamoxifeno y
observamos una clara sobrexpresion de la proteina, superando los niveles de

expresion enddgenos de los ratones control (Figura 22B).

Tal y como hicimos para caracterizar el fenotipo de los ratones SRSF3 KO,
evaluamos la funcién cardiaca de estos ratones por ecocardiografia 5 dias después
de la inducciéon. El andlisis mostré que, aunque se puede observar una ligera
tendencia de mejora de la fraccidn de eyeccion del VI, no existe un incremento
significativo en los ratones que habian recibido el virus (Figura 22C). Sin embargo,

a nivel molecular pudimos observar que la expresion del marcador de disfuncion
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cardiaca BNP se encuentra reducida en los ratones sobrexpresantes de SERCAZ2A,
comparado con los ratones que no recibieron virus (Figura 22D). De estos
resultados podemos concluir que la sobrexpresién de SERCA2A solo rescata el
fenotipo de los ratones SRSF3 KO de forma parcial. Lo razéon mas probable de que
la mejora sea tan pequena es que no se esta corrigiendo la pérdida de expresion de

los otros genes implicados en la contraccidon cardiaca.
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Figura 22. La sobrexpresion de SERCA2A rescata parcialmente el fenotipo de los
ratones SRSF3 KO. A, El virus adeno-asociado serotipo 9 que expresa el gen SERCA2A (AAV-
SERCA2A) se inyecté 7 dias antes de la administracién de tamoxifeno (Tam). El fenotipo
cardiaco se analiz6 por ecocardiografia (Eco) 5 dias tras la ultima inyeccidn de tamoxifeno. B,
La expresion proteica de SERCA2A en el corazdn se detectd por western blot. C, La fraccién de
eyeccion del ventriculo izquierdo (VI) se cuantificd por ecocardiografia. D, La expresion de BNP
en el corazén se cuantificé por qRT-PCR. ***p<(0.001 AAV-SERCA2A vs No Virus. ###p<0.001

SRSF3 KO vs Control. ANOVA de dos vias con post-test de Bonferroni. Hay que tener en cuenta
que los animales “No virus” utilizados para este anélisis son los mismos mostrados en las

Figuras 12 y 13, y se repiten aqui con fines comparativos.




Caracterizacion de la sobrexpresion de SRSF3 en el infarto

de miocardio

La sobrexpresion de SRSF3 mejora la funcion cardiaca tras el infarto

de miocardio

Con el objetivo de estudiar el efecto de una sobrexpresién moderada de
SRSF3 en el corazén infartado, generamos un AAV9 que expresa SRSF3 (AAV-
SRSF3). Administramos el virus a través de la vena femoral a ratones C57BL/6, los
operamos una semana después para inducir MI mediante la ligacién permanente de
la arteria coronaria, y analizamos la funcion cardiaca por ecocardiografia 2 y 28
dias tras la cirugia (Figura 23A). Comprobamos la expresién de SRSF3 28 dias tras
la cirugia en el miocardio remoto y observamos una moderada pero significativa

sobrexpresion (Figura 23B).

El andlisis ecocardiografico mostré que 28 dias después del infarto de
miocardio, los ratones que sobrexpresan SRSF3 presentan una mayor fraccién de
eyeccion y una reducciéon del volumen diastdlico del VI, comparado con los ratones
control que recibieron suero en lugar de virus (Figura 23C, D). Estos resultados
muestran que la bajada de expresion de SRSF3 observada tras MI es parcialmente

responsable del empeoramiento en la funcién cardiaca.

Tras el infarto de miocardio baja la expresion de genes de

contraccion y aumenta su decapping

Teniendo en cuenta nuestros resultados previos, decidimos estudiar si tras
un MI también habia un cambio en el decapping de los genes relacionados con la
contraccidon. Mediante gqRT-PCR, observamos que tanto SERCA2A como RyR2 bajan
su expresion después de MI en la zona remota en ratones C57BL/6 (Figura 24A, B),
coincidiendo con resultados anteriormente descritos (Sallinen et al., 2007; Lipskaia

et al., 2010). Curiosamente, encontramos un aumento en la proporcidon de estos
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mMRNAs que pierden la estructura cap (Figura 24C-D), tal y como hemos observado

previamente en los ratones SRSF3 KO (Figura 21).

Nuestros resultados sugieren que el empeoramiento de la funcion cardiaca
que ocurre tras MI es en parte consecuencia de la bajada de expresion de SRSF3.
Probablemente, este empeoramiento se deba a la reduccién en la expresién de los
genes implicados en la contraccion, causada por un aumento del decapping que

conlleva la degradacién de los mRNAs (Li and Kiledjian, 2010).
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Figura 23. La sobrexpresion de SRSF3 mejora la funcion cardiaca tras el infarto de
miocardio. A, Se inyectd el virus adeno-asociado serotipo 9 que expresa el gen SRSF3 (AAV-
SRSF3) o suero 7 dias antes del infarto de miocardio (MI) en ratones C57BL/6. La funcién
cardiaca fue analizada por ecocardiografia (Eco) 2 y 28 dias tras el MI. B, La expresiéon de
SRSF3 en el miocardio remoto tras MI fue analizada por gqRT-PCR. **p<0.01. T-test. C-D, La
fraccion de eyeccién (C) y el volumen diastélico (D) del ventriculo izquierdo (VI) fueron
cuantificados por ecocardiografia. *p<0.05 AAV-SRSF3 vs Suero. #p<0.05, ###p<0.001 28 d vs
2 d. ANOVA de dos vias con post-test de Bonferroni.
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Figura 24. Tras el infarto de miocardio baja la expresion de genes de contraccion y
aumenta su decapping. A-B, La expresiéon de SERCA2A (A) y RyR2 (B) en la regién remota
tras infarto de miocardio (MI) y en corazones control sin infarto se cuantificé por gRT-PCR. C-
D, La expresion de los mRNAs decapped de SERCA2A (C) y RyR2 (D) fue cuantificada por qRT-
PCR en el miocardio remoto tras MI y en corazones control y normalizada contra la expresién

del mRNA total correspondiente. *p<0.05, **p<0.01. T-test.
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DISCUSION

La pérdida de SRSF3 en el corazon causa un fenotipo mas agresivo

en comparacion con la de otras proteinas SR

En comparacion con las otras proteinas SR cuyo papel ha sido estudiado en
el corazon, la deplecién de SRSF3 es la que presenta un fenotipo mas agresivo.
Tanto la deplecién constitutiva y ubicua de SRSF1, SRSF2, SRSF10 como la de
SRSF3 resultan letales en estadios embrionarios (Jumaa, Wei and Nielsen, 1999;
Wang et al., 2001; Xu et al., 2005; Feng et al., 2009). En el caso de la deplecién de
SRSF10, los ratones desarrollan un fenotipo cardiaco patoldgico y la mayoria de los
ratones mueren durante el desarrollo debido a multiples defectos en la formacién
del corazéon (Feng et al., 2009). Sin embargo, la eliminacién cardio-especifica de
SRSF1 y SRSF2 no parece tener el mismo efecto, ya que en ambos casos las
camadas de ratones cumplen con la proporcién mendeliana esperada (Ding et al.,
2004; Xu et al., 2005). Mientras que tal y como muestran nuestros resultados, la
pérdida de SRSF3 en el corazdn desde el desarrollo resulta letal para los embriones.
La baja expresion de SRSF3 en los cardiomiocitos adultos correlaciona con estudios
previos que lo describen como un proto-oncogen (Jia et al., 2010; He et al., 2011;
Kurokawa et al., 2014; Chang et al., 2017, 2018), ya que estas células sufren
parada del ciclo celular y no se dividen. Por el contrario, la proliferacidon celular de
los cardiomiocitos durante el desarrollo embrionario es crucial para la correcta
formacién del corazén. De acuerdo con estos estudios, la razén de la letalidad
embrionaria causada por la falta de expresion de SRSF3 en cardiomiocitos podria
deberse a una falta de proliferacién de estas células y el consecuente fallo en la
formacion del corazén. Resultaria interesante analizar los defectos que aparecen en
los corazones en desarrollo ante la falta de SRSF3 e investigar si hay una reduccién
en la proliferacion de los cardiomiocitos, ademas de determinar el estadio

embrionario en el que mueren estos embriones.
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Asi mismo, su pérdida en el corazén adulto causa un fenotipo muy severo.
Tras inducir la recombinacion del gen de SRSF3 en corazones de ratones adultos,
éstos apenas son capaces de sobrevivir una semana. La pérdida cardiaca de SRSF1
también resulta letal para los animales, pero a diferencia de nuestro modelo, los
ratones no empiezan a morir hasta 6-8 semanas tras el parto (Xu et al., 2005),
mientras que la eliminacion cardiaca de SRSF2 no tiene efecto sobre la esperanza
de vida de los animales (Ding et al., 2004). Los fenotipos causados por la pérdida
de estas tres proteinas también difieren mucho. En el KO de SRSF3 observamos
una falta de contraccion, pero a diferencia del KO de SRSF2, el corazén no se dilata
y no se llega a producir cardiomiopatia dilatada (Ding et al., 2004). Los ratones KO
de SRSF1 muestran un fenotipo opuesto, donde los cardiomiocitos desarrollan
hipercontraccion (Xu et al., 2005).

De acuerdo a la variedad en los fenotipos cardiacos de las distintas proteinas
SR, sus dianas y mecanismos de accidn también son distintos. Los fenotipos
causados por la pérdida de SRSF1, SRSF2 o SRSF10 parecen estar causados por un
determinado RNA, mientras que las dianas cardiacas de SRSF3 son mas variadas.
SRSF1 afecta al splicing de CaMKII), la pérdida de SRSF2 reduce los niveles de
expresion de RyR2 y SRSF10 afecta al splicing de triadina reduciendo sus niveles de
expresion y los de calsequestrina (CASQ2) (Ding et al., 2004; Xu et al., 2005; Feng
et al., 2009). En comparacion, tras el knockout de SRSF3, multitud de genes
implicados en la contraccion cardiaca disminuyen su expresion. La recuperacion de
los niveles de expresién de uno de ellos, SERCA2A, no es capaz de revertir por
completo el fenotipo causado por la pérdida de SRSF3, lo que sugiere que el
fenotipo observado en los ratones SRSF3 KO es resultado de la reduccidon conjunta

de la expresion de varios genes.

En resumen, nuestros datos y los estudios previamente mencionados
demuestran que las funciones de las proteinas SR en el corazén no son
redundantes, ya que su eliminacidon causa fenotipos patoldgicos distintos. En
particular, la funcién de SRSF3 en el corazon adulto parece ser Unica ya que ningun
otro factor es capaz de suplir su funcion y evitar la muerte tan prematura de los

animales.
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Comparacion del fenotipo cardiaco de SRSF3 con el de otros tejidos

El papel desempenado por SRSF3 en otros dérganos no parece ser tan
esencial para la supervivencia de los ratones como lo es en corazén. La falta de
expresiéon de SRSF3 especificamente en hepatocitos afecta a la maduraciéon y la
funcién del higado, lo cual se traduce en un retraso del crecimiento normal de los
animales. Sin embargo, las camadas se obtienen con las proporciones mendelianas
esperadas y la esperanza de vida de estos ratones no se ve afectada (Sen, Jumaa
and Webster, 2013). Esto sugiere que SRSF3 es fundamental para la correcta
formacion y funcidon tanto del corazéon como del higado, pero que el papel que
desempeifa en cada uno de ellos es distinto. También indica que su expresion en
distintos 6rganos no es igual de necesaria para la vida de los animales, siendo su

funcidn en el corazén la mas importante demostrada hasta ahora.

Estudios previos definen a SRSF3 como un proto-oncogen que promueve la
proliferacién celular (Jia et al., 2010; He et al., 2011; Kurokawa et al., 2014; Chang
et al., 2017, 2018). Sin embargo, dos estudios contradicen el papel de proto-
oncogen de SRSF3. Los ratones carentes de la expresién de SRSF3 en hepatocitos
acaban desarrollando hepatocarcinomas con la edad. Ademas, la expresion de
SRSF3 también se encuentra reducida en tejidos cancerigenos de higados humanos
(Sen et al., 2015). Por otra parte, S. Kano et al. han demostrado que es la isoforma
de la proteina truncada de SRSF3 la que promueve la transicion de una fase del
ciclo celular a otra (G1 a S) y por consiguiente la proliferacidon celular (Kano et al.,
2013). Todos estos resultados sugieren que la funcién de SRSF3 varia en funcion
del tejido en el que se esté expresando, pudiendo ejercer incluso funciones
contrarias, actuando como proto-oncogen o0 como supresor de tumores

dependiendo del tipo celular y de la isoforma de la proteina que se expresa.

SRSF3 interviene en la degradacion de los mRNAs

La mayoria de los estudios sobre SRSF3 se han centrado en su papel como
factor regulador de splicing y en los cambios de isoformas que produce,

relacionandolos con enfermedades como el cancer. Sin embargo, la funcién
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reguladora de splicing de este factor en el corazén parece desempefiar un papel
secundario. En este texto hemos demostrado que ante la falta de SRSF3 en
cardiomiocitos se producen cambios de splicing en los genes de contraccién, donde
se promueve la inclusion de exones que provocan la aparicidon de isoformas que se
degradan por el proceso de NMD (Figura 25). Pero este mecanismo no parece ser la
causa de la muerte de los animales ya que se produce varios dias tras la induccion
de la recombinaciéon de SRSF3, mientras que los mMRNAs de los genes implicados en
la contraccién cardiaca sufren la bajada de expresidn en los primeros dias tras

dicha recombinacion.
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Figura 25. La falta de SRSF3 promueve la inclusién de exones con PTCs. En

cardiomiocitos, la falta de SRSF3 promueve la inclusidn de exones alternativos (azul) en genes

de contraccién que contienen codones de terminacion prematuros (PTC). La isoforma resultante

es degradada por los factores del proceso de non sense mediated decay (NMDfs).




El efecto mas llamativo ante la eliminacién de SRSF3 en el corazdn es la
cantidad de genes cuya expresién se ve reducida a nivel de RNA. Ante este hecho y
estudios previos que demuestran la implicaciéon de proteinas SR en la prolongacion
de la vida media de los mMRNAs de forma independiente al splicing (Lemaire et al.,
2002), nos planteamos la posibilidad de que SRSF3 estuviera implicado en la
prolongacién de la vida media de los mRNA mediante su unién al 3’ UTR. Sin
embargo, tal y como se ha expuesto en los resultados, este no parece ser el caso,

ya que la unidon de SRSF3 al extremo 3’ UTR de un mRNA no lo hace mas estable.

En su lugar, el principal mecanismo de accién en los cardiomiocitos reside en
la regulacién de la degradacion de los mRNAs independiente de cambios en splicing.
Nuestros resultados muestran una induccidon temprana en la pérdida de Ia
estructura cap en los mRNAs de los genes implicados en la contraccién cardiaca,
sugiriendo que ésta es la causa por la que se produce la bajada de expresidon tan

drastica de estos genes ante la ausencia de SRSF3 (Figura 26).
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Figura 26. La pérdida de SRSF3 en cardiomiocitos induce el decapping. Tras la

deplecién de SRSF3 en cardiomiocitos, se produce un aumento de los mRNAs de los genes de

contraccidon que carecen del cap. Como consecuencia, estos mMRNAs se degradan dando lugar a

problemas de contraccion.




Ademas, los resultados del analisis de protedmica indican que SRSF3
interactia con LSM14A, cuya implicacién en el proceso de decapping ha sido
descrita previamente (Fromm et al., 2012). La pérdida del cap constituye el primer
paso en la ruta de degradacion 5’-3’ de los mRNAs, tras la cual se procede a la
completa eliminacién del mRNA (Houseley and Tollervey, 2009). El decapping se
produce por accién del complejo DCP1-DCP2, donde DCP2 constituye la enzima
catalitica que lleva a cabo la eliminacién del cap (Fromm et al., 2012; Li et al.,
2012). La interaccion de DCP2 con diversas proteinas influye en la actividad
catalitica de dicha enzima. Entre estas proteinas que interactian con DCP2 se
encuentra LSM14A. En el estudio llevado a cabo por S. Fromm et al. se demuestra
que la interaccion de LSM14A con DCP2 promueve su actividad catalitica y la
consecuente induccion del proceso de decapping (Fromm et al., 2012). En base a
estos estudios y los resultados obtenidos en esta tesis, podemos especular que la
interaccion de SRSF3 con LSM14A podria influir en su capacidad de interaccién y/o
activacion de DCP2. De esta forma, cuando SRSF3 estd ausente, LSM14A
promoveria la actividad catalitica de DCP2. En base a esta hipdtesis seria
interesante estudiar las variaciones en la interaccién de LSM14A y DCP2 en

presencia o ausencia de SRSF3.

Los experimentos de inmunoprecipitacion de células cross-linkeadas (CLIP)
realizados hasta ahora para SRSF3 se han hecho en células en cultivo, en concreto
en P19. En el primer CLIP se rompié el dogma implantado hasta entonces de que
las proteinas SR se unen principalmente a motivos localizados en exones y
demostraron que existe un enriquecimiento de motivos a lo largo de todo el mRNA,
incluidas las regiones no traducidas (3’ y 5° UTR) e incluso los intrones (Ankd et al.,
2012). En el estudio llevado a cabo por M. Miiller-McNicoll et al. se corrobord la
accion de SRSF3 al margen del splicing y la importancia de su unidn a regiones
fuera de los exones para estas funciones (Mdller-McNicoll et al., 2016). Este estudio
también ha revelado el papel de SRSF3 en la determinacion de la longitud del
extremo 3’ UTR. Se ha demostrado que la bajada de expresion de SRSF3 provoca
un acortamiento de esta regién, lo cual los autores relacionan con el déficit de
transporte al citoplasma que observan ante dicha bajada (Mduller-McNicoll et al.,

2016). Pero este hecho puede estar también implicado en la degradacion de los
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mRNAs, ya que el acortamiento de la regién 3’ UTR es un inductor del decapping y

la degradacién del mRNA (Houseley and Tollervey, 2009).

Los dos estudios de CLIP demuestran que el motivo de uniéon de SRSF3 se
encuentra bastante conservado en todas las regiones a las que se une esta proteina
(Ankd et al., 2012; Miiller-McNicoll et al., 2016). Sin embargo, ambos estudios
estan hechos en el mismo tipo celular. Seria interesante estudiar si este motivo de
unién se conserva en otros tipos celulares y si, al igual que en las células P19, dicho
motivo se encuentra distribuido a lo largo de toda la secuencia del mRNA o si por el
contrario se encuentra enriquecido en alguna regiéon en concreto en determinados
tipos celulares. En el caso concreto de los cardiomiocitos, dado que nuestros
resultados muestran una union de SRSF3 a los mMRNAs de los genes implicados en
la contraccidén cardiaca, seria interesante estudiar si dicha unién se produce en las
regiones 5’ UTR, lo cual constituiria un argumento mas a favor de su implicacién en
el proceso de decapping propuesto en este texto, ya que es en esta regién en la

gue se encuentra la estructura de cap y donde actua el complejo DCP1-DCP2.

La expresion de SRSF3 regula parcialmente la funcion cardiaca post-

infarto

El primer estudio que relacion6 SRSF3 con un posible papel en enfermedades
cardiovasculares se publico en 2012 por E. Anderson et al. En él estudiaban el
efecto de la digitoxina sobre células humanas 293T. La digitoxina constituye un tipo
de esteroide cardiotdénico que se utiliza en el tratamiento de la insuficiencia
cardiaca. Su efecto terapéutico se basa en el bloqueo de la bomba de Na*/K* de la
membrana plasmatica, lo que altera las concentraciones de Ca?* intracelulares y
promueve la contraccién de los cardiomiocitos. En este estudio demuestran que
ante el tratamiento con digitoxina se produce una bajada en la expresién de SRSF3
y una serie de cambios de splicing causados por dicha bajada (Anderson et al.,
2012). Estos resultados constituyen el primer indicio de que SRSF3 puede estar
implicado en la regulacion de la contraccién de los cardiomiocitos y potencialmente

en las enfermedades cardiovasculares.
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Nuestros resultados muestran que se produce una bajada de expresién de
SRSF3 en el miocardio remoto tras MI, lo que nos hizo preguntarnos si SRSF3
podria desempefiar un papel en el empeoramiento de la funcién cardiaca que ocurre
tras un infarto de miocardio. Mediante el uso de la terapia génica observamos que
los ratones sobrexpresantes de SRSF3 mostraban una mejor funcién y menor
remodelamiento tras MI, sugiriendo que la bajada de SRSF3 desempefia un papel
en la enfermedad cardiovascular interviniendo parcialmente en el empeoramiento
de la funcidon cardiaca post-infarto (Figura 27A). Sin embargo, la bajada de SRSF3
no es el Unico cambio de expresidon que ocurre tras un infarto, lo cual explica que la
mejora de la funcién al sobrexpresar este factor no sea mayor. Resultaria
interesante estudiar si SRSF3 podria ser utilizado como diana o herramienta
terapéutica. Para ello, en primer lugar habria que comprobar si la inyeccién del
virus en las horas posteriores a la obstruccion de la arteria coronaria también
produce una mejora de funcion. Ademas, la practica clinica habitual consiste en
reperfundir la arteria obstruida con la intencién de reducir la extensién del area de
miocardio necrosada y reducir asi el tamafio del infarto. Por tanto, seria interesante
también comprobar si la mejora de funcidon dependiente de SRSF3 se aplica

también a modelos de isquemia-reperfusion.
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Nuestros resultados no son la primera evidencia de la importancia de las
RBPs en las enfermedades cardiovasculares. Por ejemplo, se ha demostrado que la
restauraciéon de los niveles de expresion de RBFox1 tras inducir hipertrofia en
corazones mediante constriccidon de la aorta previene el desarrollo de la enfermedad
(Gao et al., 2016). Todos estos resultados remarcan la importancia de continuar
caracterizando el papel que desempefan las RBPs en el funcionamiento del corazén
y como la manipulacién de sus niveles de expresidon nos puede ayudar a mejorar la

funcion de corazones enfermos.

Tras un infarto de miocardio aumenta el decapping de genes de

contraccion

En este texto hemos descrito una serie de cambios moleculares que ocurren
tras el MI que eran desconocidos hasta ahora. Previamente se habia descrito la
reduccién en la expresion de genes implicados en la contraccion, como RyR2 vy
SERCAZ2A, en el miocardio remoto tras un infarto (Sallinen et al., 2007; Lipskaia et
al., 2010). Nosotros hemos corroborado esta bajada y ademas hemos probado que
se produce un aumento en la proporcién de transcritos de estos genes que han
sufrido el proceso de decapping. Esto sugiere que la reduccidén en la expresion de
estos genes se debe, al menos en parte, a una induccién de la degradacién de sus
RNAs desencadenada por una pérdida de la estructura cap, contribuyendo asi al
empeoramiento de la funcién cardiaca tras MI (Figura 27B). Potencialmente, este
proceso podria estar causado por la bajada de expresidon de SRSF3. Sin embargo, al
igual que ocurre con la mejora de funcién, tras un infarto de miocardio se producen
muchos cambios a nivel molecular, independientes de la bajada de SRSF3, que
podrian afectar ente otros al proceso de decapping. Seria interesante investigar si
inhibiendo el proceso de decapping tras el infarto se podrian recuperar los niveles
de expresiéon de los genes implicados en la contraccidn y como consecuencia

mejorar la funcidn cardiaca post-infarto.



En resumen, nuestros resultados muestran que SRSF3 es un factor esencial
para el correcto funcionamiento y formacion del corazén y la consecuente
supervivencia de los animales. Hemos demostrado que SRSF3 se encuentra
implicado en varios mecanismos moleculares en los cardiomiocitos, pero el esencial
para la correcta contraccién del corazén reside en la regulacidon del decapping de los
mRNAs de los genes de contraccidon. Potencialmente, esta regulacién estaria
influenciada por su interaccién con LSM14A. Hemos demostrado también cémo la
pérdida de SRSF3 estd implicada en el empeoramiento de la funcién cardiaca post-
infarto y cdmo la bajada de expresién de genes de contraccion tras MI puede estar
causada por un aumento del decapping de sus mRNAs. Todos estos resultados
incrementan nuestro conocimiento sobre los mecanismos moleculares que ocurren
tras el MI y allana el camino para el desarrollo de nuevas terapias para tratar las

enfermedades cardiacas.



CONCLUSIONES

La expresion de SRSF3 en el corazén comienza a E12.5 y disminuye con la
edad.

La eliminacion cardio-especifica de SRSF3 durante el desarrollo es letal para
los embriones, sugiriendo que SRSF3 es necesario para la correcta

formacion del corazon.

La eliminacion de SRSF3 en corazones adultos conlleva la aparicién de

defectos de contraccién y da lugar a la muerte de los animales en 8 dias.

La pérdida de SRSF3 en los cardiomiocitos provoca una critica reduccion de

expresion de los genes implicados en la contraccion cardiaca.

La pérdida de SRSF3 en los cardiomiocitos conlleva un aumento de la
proporcion de mRNAs decapped de los genes implicados en la contraccién.

Su interaccion con LSM14A podria estar implicada en este proceso.

La sobrexpresién de SERCA2A solo rescata parcialmente el fenotipo inducido
por la pérdida de SRSF3.

La pérdida de SRSF3 esta implicada, al menos parcialmente, en el

empeoramiento de la funcidn cardiaca post-infarto.

Tras el infarto de miocardio aumenta la proporcion de mRNAs decapped de

Serca2a y Ryr2.
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MATERIAL SUPLEMENTARIO:
TABLAS

Tabla Suplementaria 1. Analisis de diferencia de expresion génica en
corazones de ratones SRSF3 KO. Se encuentra incluida en el CD adjuntado con

esta Tesis Doctoral.

Tabla Suplementaria 2. Cuantificacion de proteinas que interaccionan con
SRSF3.

SRSF3-GFP GFP
ID Gen (n° péptidos (n° péptidos
identificados) identificados)

Q8VDD5 Myho 118 37
Q61879 Myh10 81 22
B2RQQ1 Myh6 62 32
Q99PL5 Rrbp1 36 14
P11276 Fnl 20 4
Q8BMK4 Ckap4 32 18
Q8CGC7 Eprs 16 5
Q8VCQ8 Cald1 11

Q5MIN8 Rpl7 20 10
Q9WTI7 Myolc 10 1
P62737 Acta2 32 24
Q545Y3 Tpm1l 21 13
Q922B2 Dars 13 5
B2RRX1 Actb 12 4
Q7TPW1 Nexn 11 3
Q5YLW3 Rps3 15 9
Q6ZWN5 Rps9 13 7
B2RTMO Hist2h4 13 7
P20029 Hspa5 8 2
P84104 Srsf3 6

Q3UCHO Rpl6 14 9
P11087 Collal 5

Q61595 Ktni 5

Q55X40 Myh1 15 11
Q564E8 Rpl4 15 11
Q8VEK3 Hnrnpu 14 10
P97855 G3bp1 9 5
B2RXX9 Myh7 9 5
P09405 Nl 8 4
Q9DOI9 Rars 8 4
A2AM97 RP23-436K3.4-001 8 4
Q54AB6 Tnnt2 8 4
P09542 MyI3 7 3
Q8BU30 Tars 7 3
Q58DZ3 RpI30 7 3
Q58EU6 Rpl5 7 3
Q5I0T8 Rpl19 7 3

103



Q5SX39
008638
Q68FL6
Q9DOE1
Q3UBT1
Q5M9K9
P62911
Q80X19
Q8K2F8
Q3U2W2
Q8VII6
Q545X8
A4FUS1
009167
P62830
Q6ZWY9
P62717
Q9CXW4
Q58EU3
Q5M9M7
Q6PHZ1
Q5XIF6
Q6ZWZ4
P31230
P35441
Q8ROX7
Q542G9
Q545T7
Q58ET1
P47963
Q9CZX8
Q497E9
P62918
Q60865
Q61545
Q5BLI9
Q5MB8R8
Q5SZA3
P61979
Q60605
Q58EA6
P63017
Q3THE2
B2RVFO
Q4FZE6
Q5FWI3
Q5M9MO
054724
P14115
P51667
Q60749
Q9DB20
Q52KPO
P10922
P19123
Q62PZ3
Q8BFR5
Q05911
P13020
P19324
P29268
P46735
Q8BI06
Q8K370
Q9CYL5
Q9IMH9
Q9QXs1
B2RVP5
D2KHZ9
Q499X7
QS5EBP9

Myh4
Myh11
Mars
Hnrnpm
Ybx1
RplI31
Rpl32
Col14al
Lsm14a
Mybbp1la
Sfpq
Rps4x
Rps16
Rpl21
Rpl23
Hist1h2bc
Rpl18a
Rpli1
Rps2
Rps24
Rpl17
Rpl10a
RplI36
Aimp1l
Thbs1
Sgpll
Anxa2
Myl1l
Rpl7a
Rpl13
Rps19
Rps8
Rpl8
Caprinl
Ewsrl
Rpl27
Rplp0
Histlhlc
Hnrnpk
Myl6
Rps25
Hspa8
Myl12b
Hist1h2ad
Rps7
Vim
Rpl13a
Ptrf
Rpl27a
Myl2
Khdrbs1
Atp50
Rpl38
H1f0
Tnncl
Zc3h4
Tufm
Rps28
Gsn
Serpinh1
Ctgf
Myolb
Cemip
Acad10
Glipr2
Myo18a
Plec
H2afv
GAPDH
Corolc
Trim28
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Q5FWI9
Q80Y52
Q50116
Q4FZH2
P02535
Q564F3
P62264
Q5M9M5
Q5BLK1
Q5M8Q0
Q5M9M4
P56480
Q6ZWV7
Q8BP67
Q497F1
Q5M938
Q3TIV6
Q4FIKO
Q5M8M8
P62843
P62862
P97461
P99027
Q9CQ69
Q9D1R9
Q497N1
Q5BLKO
070373
P17156
P43274
P57776
P58774
Q8RO10
Q8R326
Q99PU8
QoWUZ5
G3X922
Q3TQX5
Q7TSZ3
Q4FK11
Q58EW0
P29341
Q3TTY5
P27659
Q61584
Q9CR57
Q3UD06
Q5BLI7
P43276
Q8BMS1
Q3V1K9
P43275
P68433
Q5M9K3
Q9CQF3
QOVGU9
Q3U541
Q5BLK2
088569
P04104
P35922
P57784
Q6NVF9
Q8BX10
Q924X2
QOBEK5
Q3TU85
Q3UBP6
Q5M9L7
Q91YZ8
Q9CQ73

Ap2m1
Hsp90aal
Ddx17
Rpl26
Krt10
Rps3al
Rps14
Rpl23a
Rps6
Rpl15
Rps15a
Atp5b
RpI35
Rpl24
Tnni3
Rpl28
Kars
Decrl
Rpl29
Rps15
Fau
Rps5
Rplp2
Uqgcrq
RplI34
Rps26
Rpl12
Xirpl
Hspa2
Histlhle
Eefld
Tpm2
Aimp2
Pspc1
Dhx30
Tnnil
Dnajcl3
Ddx3x
Lars
Nono
Rpl18
Pabpcl
Krt2
Rpl3
Fxrl
Rpli4
Atp5cl
Rps13
Histlhlb
Hadha
Des
Histlhla
Histlh3a
Uba52
Nudt21
Rbm39
G3bp2
Rps20
Hnrnpa2b1l
Krt1l
Fmrl
Snrpal
Cpsf6
Pgam5
Cptlb
Krt77
Hspalb
Actb
Rps17
Pabpc4
Pkp2
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Q9Qz83
Q03265
P48962
Q3Uco2
Q564D0
Q80X50
P08730
P50446
Q3Uv17
Q7TMM9
Q91VR5
Q545A2
P38647
Q3SYP5
Q4VAG4
Q58E64
Q5EBQ6
Q6ZWX1
P14206
P17426
P70372
Q7TQHO
QoWV02
Q4VA29
Q4VAF2
Q5SX53
Q561N5
Q99LF4
BOEIA2
P68369
Q32P04
P62267
QoCY58
Q6IFX2
Q993Y0
B2RXQ8
Q3TLH4
Q3UM18
Q9D1I6
Q9DB77
Q9DCT2
Q9ERD7
Q3UN87
Q61781
Q7TMK9
Q3TIz6
Q3UTI2
Q8BTV2
Q61656
Q92511

Actgl
Atp5al
Slc25a4
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Prrc2c
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Ddx5

Atad3
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