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LISTADO DE ABREVIATURAS

® ARN: Acido ribonucleico

e ARNm: Acido ribonucleico mensajero

® snRNPs: Ribonucleoproteinas pequeiias celulares
® 5’SS: Zona de splicing 5’

® BPS: Punto de ramificacion

e 3’SS: Zona de splicing 3’

® ATP: Adenosin trifosfato

® [ISL: Curva interna
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® ASO: Oligonucleotido antisentido

® VEGF: Factor de crecimiento del endotelio vascular
® BCLX: gen del linfoma extragrande de la célula B

® AME: Atrofia muscular espinal

® SMN: Gen de supervivencia de las neuronas motoras

® FDA: Administracion de alimentos y medicamentos de Estados Unidos



RESUMEN

Para que el material genético de una célula pueda pasar de ADN a proteinas,
primero debe darse la transcripcién a ARN en el nucleo celular. EI ARNm es la
molécula que abandona el nucleo para poder ser traducida a proteina en el
citoplasma. Sin embargo, este ARNm requiere de un procesado, ya que no todo
el material genético transcrito es codificante. Por lo tanto, podemos decir que
el material genético estd compuesto por exones, zonas que si codifican
proteinas, e intrones, regiones que no tienen valor ninguno en la traduccidn.
La maquinaria encargada de realizar ese procesado se conoce como
espliceosoma y el procedimiento por el cual se cortan y eliminan los intrones y
se empalman los exones recibe el nombre de splicing. El espliceosoma es un
complejo formado por diferentes subunidades diferenciadas, con mas de cien
proteinas que participan en el proceso, ya sea de forma estructural o
favoreciendo que se dé la reaccién de transesterificacion.

El splicing consta de una serie de etapas, entre las que se encuentra el
ensamblaje de las subunidades (el espliceosoma se ensambla en el momento
del splicing y luego se vuelve a disociar), la activacion del complejo, la fase
catalitica, en la cual se da la reaccién quimica, y la disociacién de los diferentes
componentes, obteniéndose el ARNm ya preparado para la traduccion.

El espliceosoma vy, en particular, el splicing alternativo de intrones y exones, es
uno de los elementos que se estan estudiando actualmente para poder
encontrar respuestas sobre los origenes y desarrollo del cdncer y también como
diana terapéutica para enfermedades degenerativas, como es el caso de la

atrofia medular espinal.

Palabras clave: espliceosoma, splicing, ATPasa, splicing alternativo, atrofia

medular espinal.



ABSTRACT

In order for the cell’s genetic material to go from DNA to protein, it must first
undergo transcription to RNA in the cell nucleus. mRNA is the molecule that
leaves the nucleus to be translated into protein in the cytoplasm. However, this
MRNA requires processing, since not all the transcribed genetic material codes
for protein. Therefore, we can say that the genetic material is made up of
exons, areas that do code for proteins, and introns, regions that have no value
in translation.

The machinery in charge of carrying out this processing is known as the
spliceosome, and the procedure by which introns are cut and removed and
exons are spliced is called splicing. The spliceosome is a complex formed by
different subunits and more than one hundre proteins participate in the
process, either structurally ir by favouring the transesterification reaction.
Splicing consists of a methodical series of steps, including the assembly of the
subunits (the spliceosome is assembled at the time of splicing and then
dissociates again), the activation of the complex, the catalytic phase in which
the chemical reaction occurs and the dissociation of the different components,
obtaining a mRNA molecule ready to be translated.

The spliceosome and, particularly, the alternative splicing of introns and exons
is one of the pathway that are currently being studied in order to find answers
about the origins and the development of cancer and also as a therapeutic

target for degenerative diseases, as is the case of spinal muscular atrophy.

Key words: spliceosome, splicing, ATPase, alternative splicing, spinal muscular

atrophy.
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1. INTRODUCCION

1.1 Intrones y exones

El transcrito primario se puede definir como la molécula de ARN obtenida
inmediatamente después de la transcripcidn. El transcrito primario del ARNm en una
célula eucariota contiene la secuencia transcrita de un gen concreto, aunque es muy
probable que las secuencias que codifican al producto génico funcional no sean
contiguas (Nelson and Cox, 2017)). Estas zonas no codificantes del transcrito primario
se denominan intrones y los segmentos codificantes se llaman exones (Nelson and

Cox, 2017)

Los genes eucariotas son transcritos como precursores que requieren de un proceso de
maduracién antes de que puedan salir del ndcleo hacia el citoplasmay, finalmente, ser
traducidos a proteina. El procesado de esta molécula se conoce como “splicing”, fase
en la que se cortan y eliminan los intrones y se acoplan los exones para formar un

ARNmM maduro y funcional (Bonnal et al., 2012).

Actualmente sabemos que existen cuatro clases de intrones. Los intrones
pertenecientes a los grupos | y Il son autocataliticos, es decir, que tienen capacidad
propia de corte y empalme. Este mecanismo no necesita un aporte energia, sino que el
proceso de eliminacion solo requiere de dos reacciones de transesterificacion (Nelson

and Cox, 2017).

Los intrones del grupo | se encuentran en genes nucleares, mitocondriales y de
cloroplastos que codifican para ARNm , ARN ribosémico y ARN transferente (Lee et al.,
2018). Este grupo de intrones requiere una guanosina, pero no como fuente de
energia, sino para que se lleve a cabo la reaccion. Esta reaccién ocurre porque el grupo
3’-OH se utiliza como nucledfilo en el primer paso de la reaccion de corte y empalme
(Lee et al., 2018). Este grupo hidroxilo ataca al fosfato en el sitio 5’ del intrén y,
posteriormente, el grupo 3’-OH del exdn que es desplazado en la reaccién anterior,
actuia como nucledfilo en el extremo 3’ del intrén, dandose asi el splicing completo y

preciso (Figura 1) (Nelson and Cox, 2017).

En cambio, los intrones pertenecientes al grupo Il se encuentran en transcritos

primarios de ARNm de mitocondrias y de cloroplastos en hongos, plantas y algas.



Tanto los del grupo | como los del grupo Il se pueden encontrar a su vez en los pocos
genes bacterianos que presentan intrones (Pyle, 2016). Los intrones del grupo Il tienen
un mecanismo de accidn similar a los del grupo | y se diferencian en que el grupo que
actuia como nucledfilo, inicialmente, es el grupo 2’-OH de la adenina localizada dentro
del propio intrén (Pyle, 2016). El grupo 2’-OH de una adenosina especifica del intrén
ataca al sitio de corte y empalme 5’ para formar una estructura en lazo. La adenosina
de la estructura en lazo contiene tres enlaces fosfodiéster y, finalmente, el 3’-OH del

ex6n 5" actia como nucledfilo, completando asi la reaccién (Figura 1) (Nelson and Cox,
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Figura 1. Mecanismos de splicing de los intrones tipo | y Il (Nelson and Cox, 2017).

Hay otro tipo de intrones algo mds desconocido, que se presenta solamente en ciertos
ARNts y requiere, para su escision, de una endonucleasa y de ATP. La endonucleasa
corta los dos enlaces fosfodiéster finales del intrén y los dos exones restantes son

ligados con un mecanismo similar al de la ADN ligasa (Nelson and Cox, 2017).

Sin embargo, el tipo de intrones que nos ocupa en este trabajo se encuentra en ARNm
gue codifica para proteinas y, aunque siguen un mecanismo con un cierto parecido al
de los tipo Il, requiere de una maquinaria celular muy especifica. Todo el proceso de

corte y empalme de estos intrones y exones ocurre dentro de una gran estructura



formada principalmente por ribonucleoproteinas (RNPs) llamada espliceosoma (Will

and Lihrmann, 2011).

En los seres humanos hay aproximadamente 20.000 genes que codifican para
proteinas y, de media, suelen contener 8 intrones cada uno con una longitud de
alrededor de 1 kb (Hong et al., 2006). Por todo ello, tanto la identificacion y
eliminacion de las regiones no codificantes, como la identificacion y empalme de los
exones contenidos en los genes, suponen un gran desafio para la célula. A este reto se
le debe afiadir que aproximadamente el 95% de los genes humanos pueden sufrir
splicing alternativo (Wilkinson et al., 2019). Por lo tanto, esto significa que de un solo
gen se pueden traducir diferentes isoformas de una misma proteina, simplemente,
incluyendo o eliminando ciertos exones, lo que amplia mucho el proteoma de los seres

humanos.

1.2 ¢Qué es el espliceosoma?

El espliceosoma es una de las maquinarias celulares mas complejas, compuesta por
cinco ribonucleoproteinas nucleares pequefias, o segun sus siglas en inglés, snRNPs,
gue también se puede escribir como “snurps” (Bonnal et al., 2012). Sin embargo, en el
nucleo del complejo espliceosomal actian alrededor de 20 componentes diferentes,
entre los que se encuentran las subunidades U1, U2, U5y U4/U6, que son las “snurps”
y las grandes protagonistas del proceso, y también numerosas proteinas no “snurps”
como pueden ser las helicasas/ATPasas DExD/H-box y DEAH-box (Zhang et al., 2017).
En total, contando todos los elementos implicados, la suma se eleva a mas de 100

proteinas participantes en este proceso (Wilkinson et al., 2019).

Sin embargo, el espliceosoma no es una estructura que se encuentre de forma

permanente en la célula (Wilkinson et al., 2019). De hecho, las subunidades que lo
forman no se unen formando el complejo hasta que no llega la hora de efectuar el
splicing al producirse la interaccidn de estas subunidades con el intrén, a lo que se

suman varios otros factores de splicing (Will and Lihrmann, 2011).

Para comprender cémo se unen las diferentes subunidades, primero debemos hablar

sobre los puntos de reconocimiento que se conservan en los intrones. Seran estos



puntos los que van a ser reconocidos por las subunidades, componiendo asi el
complejo pre-espliceosomal. Un intrén contiene tres elementos conservados, es decir,
tres secuencias reconocibles: la zona 5’SS, la zona BPS y la zona 3’SS (Figura 2) (Wan et
al., 2019b). Cada ciclo de la reaccién de splicing requiere de un reconocimiento
exhaustivo de alguna de estas tres secuencias por parte de los componentes del
espliceosoma.

: Polypyrimidine
NN:GURAGN tract

Human AG: GUNNNN YNYURAY Yy YAG
5'exon Intron 1'exon

Figura 2. Representacion de las tres secuencias conservadas de los intrones. De izquierda a

derecha, 5’SS, BPS (representado por la A de color morado) y 3’SS (Wilkinson et al., 2019).

El papel del espliceosoma en el splicing es de vital importancia para la célulay, por
extension, para el organismo. Este proceso se puede separar en 4 pasos
fundamentales, que a su vez se pueden subdividir en diferentes etapas: ensamblaje,
activacion, catdlisis y desacoplamiento (Wan et al., 2019b). Dada su magnitud, el
estudio de cada etapa cobra verdadera relevancia en diversas lineas de investigacion
actuales para comprender mejor el proceso e intentar aplicar estos conocimientos
para la busqueda de nuevas terapias contra algunas enfermedades en las que el

espliceosoma se encuentra implicado.



2. OBJETIVOS

El objetivo principal de este Trabajo de Fin de Grado consiste en realizar una revisién
bibliografica que recopile la informacién disponible actualmente al respecto del
espliceosoma y de varias enfermedades que tienen una relacién directa con esta

magquinaria celular. Para conseguir este objetivo, en este trabajo vamos a:

- Exponer las diferentes etapas por las que pasa el espliceosoma para poder
realizar su funcidn, desde el ensamblaje hasta su disociacion, pasando por la
activacion y la etapa catalitica.

- Comentar en profundidad gran parte de las proteinas y otras enzimas asociadas
a las distintas etapas del espliceosoma.

- Ofrecer una visién general sobre las consecuencias del splicing alternativo de
genes en el caso concreto del cancer.

- Abordar el caso del nusinersén y la atrofia muscular espinal como un ejemplo
del papel que juega el splicing en la salud y la novedosa terapia para su

tratamiento.



3. METODOLOGIA

Para la confeccidn de este Trabajo de Fin de Grado de caracter bibliografico se ha
realizado una busqueda bibliografica exhaustiva con el objetivo de recaudar la mayor

cantidad de informacidn posible.

En primer lugar, se buscaron revisiones de articulos en la pagina web de Annual
Reviews of Biochemistry. A partir de, principalmente, dos revisiones se empezo a
elaborar el trabajo, ya que, a partir de ellos, se recopilaron tanto numerosas fuentes
bibliograficas como diferentes figuras y demas material complementario. También se

utilizaron con frecuencia fuentes como libros y revistas especializadas en Bioquimica.

Los nuevos articulos bibliograficos fueron buscados en diferentes bases de datos, entre
ellas: PubMed, Medline, Scopus y Annual Reviews. Para ello, en un primer momento se
usaron como palabras clave “spliceosome”, “splicing” y los nombres de las diferentes
subunidades y complejos como “U1”, “U5” o “B complex”. A partir de estos articulos se
realizd una busqueda mas en profundidad sobre algunas de las diferentes proteinas y

enzimas importantes, como pueden ser “Prp8” o “Prp16”.

Por ultimo, para la elaboracién de la parte final de las discusiones, dénde se trata el

tema de las enfermedades relacionadas, se realizé una busqueda de diferentes

términos como “diseases” o “treatment” seguido de la palabra clave “spliceosome”.
n u

También fueron clave las palabras “nusinersen”, “antisense oligonucleotides” y “spinal

muscular atrophy”.

Todos los articulos referenciados fueron almacenados en la herramienta Mendeley,
para facilitar su inclusién en el trabajo por medio de las citaciones. Todo esto se pudo
realizar gracias a los convenios de la Universidad de Sevilla, que permitian la consulta 'y

descarga de los articulos.



4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Ensamblaje del espliceosoma
En esta etapa es esencial el reconocimiento de la secuencia 5’SS y de la secuencia BPS.
En eucariotas, este punto se considera el determinante para la seleccién del sitio de

corte durante el splicing alternativo (Ule and Blencowe, 2019).

4.1.1 Formacion del complejo E

Todo comienza con la unién de la snurp U1 a la secuencia 5’SS del intrén mediante
apareamiento de bases entre la zona 5’SS y el extremo 5’ de la subunidad U1 del
espliceosoma (Plaschka et al., 2018). Esta interaccion esta estabilizada por la presencia
de unas proteinas especificas que se encuentran dentro de U1. Estas proteinas son el
llamado anillo Sm, U1-70k, U1Ay U1Cy es, precisamente, esta ultima la que contiene
un dominio de dedos de zinc, que estabiliza el doblete 5’'SS (Muto et al., 2004). Al
mismo tiempo, la BPS es reconocida por la proteina SF1, a la que también se une el
dimero U2AF65-U2AF35 que, a su vez, reconoce el extremo 3’SS del intrén (Kent et al.,

2005).

4.1.2 Formacion del complejo A

Posteriormente, la helicasa Prp5 recluta a la snurp U2 para unirse a la zona BPS,
desplazando de esta forma a SF1 y U2AF, formandose de esta forma el complejo A,
también conocido como preespliceosoma (Liang and Cheng, 2015). La subunidad U2
tiene una estructura bilobulada. El subcomplejo SF3b se localiza en el extremo 5’ de la
subunidad, posicionandose cerca del punto BPS del intrédn que va a ser eliminado. En el
otro extremo, el 3/, se agrupan una serie de subcomplejos como las proteinas Smy
U2A’-U2B’. Ambos extremos estan conectadas por un puente llamado SF3a (Wilkinson
et al., 2019) La unién de U2 provoca que una adenosina del BPS sea reconocida y
encapsulada por parte de SF3b, formando una hélice que protege el 2’0OH de este
nucleétido, que actuard como nucledfilo en la primera reaccion necesaria para la
eliminacion del intrén. Por ello, la eliminacidn posterior de SF3b es un requisito

indispensable para que ocurra el procesamiento del ARNm (Plaschka et al., 2017).
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Figura 3. Union de U2 a la region BPS y formacién del complejo A (Wilkinson et al., 2019)

4.1.3 El complejo tri- snRNP

Las subunidades U4, U5 y U6 no se unen una tras otra al complejo A, como si vimos
gue era el caso de las subunidades U1 y U2. Por el contrario, estas tres subunidades se
unen entre si, formando el complejo preespliceosomal mas grande de todos, conocido
como complejo tri-snRNP, ya que alberga tres ribonucleoproteinas pequefias
nucleares. Sin embargo, el tri-snRNP no sélo consiste en el agregado de éstas, sino que
también forman parte de él unas treinta proteinas, entre ellas, algunas que jugaran un

papel crucial, como son Prp8, Brr2 o Snul14 (Nguyen et al., 2015).

En este complejo tri-snRNP, la subunidad U4 se encuentra muy unida a la subunidad
U6, actuando la primera como una especie de chaperona de la segunda, para que la

subunidad U6 mantenga su forma precatalitica (Will and Lihrmann, 2011).

En la subunidad U5 hay una zona que tiene una gran relevancia, llamada loop 1. Esta
estructura permite la unién del 5’SS durante la catdlisis y también se encarga de
alinear 5’SS y 3’SS durante la uniéon de los exones (Kastner et al., 2019). Tanto las
proteinas como las subunidades que forman el tri-snRNP se encuentran reunidas
dentro de un exoesqueleto que impide cambios de conformacidn y estructurales antes

de que se una el ARNm que va a ser procesado.

Algunas de estas proteinas permaneceran, mientras que otras se van separando del

conglomerado una vez hacen su funciéon (Kastner et al., 2019).
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Prp8 es el factor de splicing mas grande que se encuentra en el espliceosoma,
ocupando una posicidn central entre la estructura que fue el preespliceosoma vy la del
tri-snRNP (Grainger and Beggs, 2005). La proteina Prp8 contiene cuatro dominios: el
amino-terminal, el grande, el RNaseH y el Jab1, que actian como puntos de unién para
otros factores de splicing. La funcidn de Prp8 no es otra que la de mantener la
funcionalidad estructural del espliceosoma 'y, a la vez, acomoda el ARN activado en su
dominio grande después de la activacion del espliceosoma, gracias a que guarda cierto
parentesco con los intrones de tipo Il que vimos anteriormente (Wilkinson et al.,

2019).

Morfolégicamente, podria decirse que el tri-snRNP tiene tres |6bulos, siendo uno de
ellos el conocido como dominio pie (foot domain). Este dominio pie estd conformado
por el dominio amino-terminal de Prp8 y por parte de U5, asociandose esta proteina al
anillo Sm de esta subunidad y a Snul14, que es una GTPasa (Green et al., 2019). El loop
1 de la U1 se encuentra acomodado dentro del dominio amino-Terminal de Prp8 vy el
dominio grande se situa en el centro del complejo tri-snRNP. El dominio RNaseH, que
se sitla en el extremo C-terminal del dominio grande, es muy mévil y su conformacion
variara dependiendo de los demas elementos que se unan y de las etapas del proceso

de splicing (Grainger and Beggs, 2005).

Por ultimo, Jab1 une con fuerza a Brr2, una estructura formada por dos helicasas,
siendo sdlo la terminal cataliticamente activa, que es responsable de la activacion del
espliceosoma. U6 sera la subunidad que formara la zona donde se uniran los iones
metadlicos que dardn lugar a la catalisis de la reaccion, pero, de momento, aln se
encuentra tapada por la subunidad U4. A través del dominio grande y el dominio
RNaseH, se conectan las tres subunidades del tri-snRNP, lo que se conoce como

complejo U4/U6-U5 (Green et al., 2019).

Por ultimo, es muy importante la caja ACAGAGA de U6. Se encarga de recibir 5’SS de la
U1y luego lo emplaza exactamente en el lugar donde se encuentran los iones
metadlicos que producen la catdlisis, exactamente en la zona M1 (Will and Liihrmann,

2011).
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Figura 4. Vision detallada del complejo tri-snrp y detalle de las diferentes regiones y

componentes proteicos (Nguyen et al., 2015).

4.1.4 Unidn de preespliceosoma y tri-snRNP y complejo pre-B

La unién del preespliceosoma con el tri-snRNP provoca lo que se conoce como
complejo pre-By ya, por fin, podemos hablar de espliceosoma propiamente dicho. La
unidn de estas dos estructuras no provoca demasiados cambios en la estructura

individual de cada uno de los componentes (Bai et al., 2018).

Cuando se une U2 a la zona BPS en la formacién del preespliceosoma, se libera el
extremo 5’ terminal de U2, lo que permite la unién especifica de U2 con U6, que
también tiene una regién 5’ libre (Hausner et al., 1990). Ademas, la extensién C-
terminal del componente SF3A de U2 interactua con U4/U6, favoreciendo la unién

entre componentes.

Al reunir todo el complejo pre-B se ha conseguido aunar, en un solo complejo, todos
los elementos necesarios para pasar de la fase de ensamblaje a la de activacién del
espliceosoma (Figura 5). Sin embargo, hemos de recordar que la subunidad U6 aun
tiene la chaperona formada por U4 y que la subunidad U1 sigue unida al punto 5’SS del

intron (Wilkinson et al., 2019).
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Figura 5. Estructura 3D del complejo pre-B una vez se han unido el preespliceosoma y el
complejo tri-snRNP con detalle a las diferentes regiones y proteinas que lo forman (Zhan et al.,

2018).

4.2 Activacion del espliceosoma

4.2.1 El complejo B

Prp28 es el iniciador de todo el proceso de activacidn. Su presencia rompe el enlace
entre Uly la zona 5’SS, facilitando que esta zona del intrén entre en contacto con U5y
U6. Prp28 se une de forma estable en el dominio amino-terminal de lo que conocimos
como dominio pie del tri-snRNP, posicionando su dominio catalitico conocido como
RecA de forma adyacente a la caja ACAGAGA de U6y al loop 1 de U5 (Wilkinson et al.,
2019). Serd el loop 1 de U5 quién se aparee con los nucledtidos 5’ terminales del
intron, pero como esta zona no estd altamente conservada, parece ser que hay
consenso sobre que este loop 1 puede ser algo promiscua, es decir, que puede
aparearse con diferentes nucleétidos. Por ello, de momento, esta zona se encuentra
blogueada por un péptido de Prp28 que mimetiza la regidon 5’ terminal del intrdn,
protegiendo y evitando que el loop 1 se una inespecificamente a ARNs aleatorios

(Nancollis et al., 2013).
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RecA consume ATP para acercarse a 5'SS y acaba rompiendo el enlace de éste con U1,
lo que aprovecha la caja ACAGAGA para unirse a ello. Todo esto provoca un cambio de
configuracion importante en el espliceosoma. El dominio RNaseH de Prp8 rota sobre si
mismo 1802 y Brr2 se libera pudiendo atacar la zona de U4, permitiendo la rotura de

su enlace con U6, formando la zona activa del espliceosoma. La transferencia de 5’SS a
U6 va acompafiada de la salida de Prp28 y de U1 y también de la entrada de diferentes

proteinas que estabilizan el proceso (Zhan et al., 2018) .
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Figura 6. Imagen que muestra las diferentes regiones y proteinas que intervienen en este
proceso, a destacar, RecA (la zona donde se une el ATP se encuentra sefialada) y la region

ACAGAGA (Plaschka et al., 2017).

4.2.2 El sitio activo del espliceosoma
Gracias a Brr2, la U4 se separa de U6, dejandola libre para interactuar con U2 y dar
lugar a la llamada hélice II, una zona donde el ARN de ambas subunidades se

encuentran emparejados. También se forman las hélices la y Ib entre ambas
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subunidades, que son adyacentes a un dominio conocido ISL (Mefford and Staley,

2009).

Posteriormente, un triplete formado por una zona especifica de U6 (en levaduras se
denomina U80) (Rauhut et al., 2016), que se encuentra englobada dentro de ISL, y la
hélice |b acerca dos fosfatos provenientes de ISL a dos fosfatos provenientes de la
hélice Ib. Dentro de estos cuatro fosfatos encontramos cinco atomos de oxigeno que
van a coordinarse con los dos iones metalicos cataliticos que, a su vez, activaran a los
nucleéfilos y estabilizardn a los grupos salientes durante las dos reacciones de
transesterificacién (Butcher, 2011). El tercer miembro de este triplete sera la hélice la

(Figura 7).

Catalytic triplex
U0 = base triple

W ACAGAGA box
L AS3

U2/U6 helix Ib

Catalytic
triplex

U2 snRNA

—
U2/Ué Helix la U2/U6 Helix Il

Figura 7. El sitio activo del espliceosoma con detalle del triplete catalitico (Wilkinson et al.,

2019).

Debido al acercamiento de U2 y U6, zonas como la region ACAGAGA de U6 son
capaces de colocar la zona 5’SS en el lugar de catadlisis por medio de los iones metdlicos

y U2 se empareja con la zona BPS del intrén (Hausner et al., 1990).

Para acabar de dar forma al sitio activo del espliceosoma, el loop 1 de la subunidad U5
se une al extremo 5’ del intrén, inmediatamente después de la regidn 5’SS. Esta union
se mantendra de forma estable durante practicamente todo el proceso, fijando el
extremo 5’ del intron. De esta forma, ya se ha formado el sitio catalitico del
espliceosoma, que también se mantendra durante los pasos siguientes (Nancollis et al.,

2013).
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Es de destacar también el papel de las proteinas NTCy NTR , que forman una
estructura externa que comprende a las subunidades U2 y U5 que, a su vez,
estabilizan el nucleo catalitico del espliceosoma (Ohi et al., 2005). Las proteinas NTR
(Cwc2, Ecm2, Bud31, Cwcl5, Prp45, Prp46...) forman, tanto una unidad que se adhiere
al extremo 5’ de U6 cuando sale del sitio activo del espliceosoma, como una serie de
hélices y curvaturas préoximas a este sitio activo. Por el contrario, las proteinas NTC
(Prp19, Cef1, ClIf1, Syf1, Syf2, Ntc20 Snt309...) se posicionan de forma opuesta al
dominio grande de Prp8 en el sitio activo, fijando las subunidades U2 y U5 y formando
arcos y hélices que terminan de dar forma al sitio catalitico del espliceosoma (Chan et

al., 2003).

4.2.3 La remodelacidon del espliceosoma para su activacion

En la situacion actual, el espliceosoma se encuentra ya formado y el sitio activo listo
para empezar a actuar. Sin embargo, aun se encuentra inhibido y no puede ejercer su
funcion. Aunque la region 5’SS se encuentra ya en el sitio catalitico, el 2’0OH de la
region BPS, que es el que actuard como nucledfilo en la reaccién de empalme, se
encuentra alejado de este lugar, ya que esta encapsulado por SF3B1 (Haselbach et al.,
2018). Ademds, 5’SS se encuentra, a su vez, protegido por la proteina SF3A2 y la
proteina especifica Cwc24 que lo comprime por medio de unos dominios de dedos de
zinc (Wu et al., 2017). Por lo tanto, las dos piezas claves para que se inicie la reaccién
no se encuentran disponibles para poder encontrarse libremente en el espacio
catalitico que ya ha formado el espliceosoma. Toda esta conformacién que podemos
llamar ‘inhibida’ viene estabilizada por la presencia de Brr2, que se conecta con SF3b e
impide su movimiento. A SF3b también lo retiene el conocido como RES (Bao et al.,

2017), que ancla SF3b al dominio grande de Prp8.

Para poder desinhibir al espliceosoma, que en estos momentos se encuentra en su
fase de complejo B act, es preciso que los enlaces que comentamos anteriormente se
rompan. Para ello, actua la Prp2, la primera de las cuatro ATPasas que van a actuar en

el entorno del espliceosoma (Bai et al., 2021).
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Estas ATPasas tienen dos dominios RecA, que van a actuar como helicasas, y un
dominio C terminal, que va a asegurar el anclaje de estas proteinas al ARN que
conforma el espliceosoma. Aun no se conoce con exactitud cémo actuan, pero se
sospecha que puede forzar la liberacion de la adenosina de BPS tirando del ARNm que

va a ser procesado, moviendo asi los enlaces con SF3b (Figura 8) (Bai et al., 2021).

Por accion de Prp2 todos los complejos relacionados con U2, como son SF3a y SF3b, se
liberan del espliceosoma, quedando unido sélo el nicleo de U2. Es muy probable que
esta ATPasa sea la encargada de la disociacién del complejo RES y, a su vez, una vez ha

roto todos los enlaces, se separa del espliceosoma (Bai et al., 2021).
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Figura 8. Estructura de la ATPasa/helicasa Prp2 en el complejo B act y visidn de su interaccidn

con el resto de componentes (Bai et al., 2021).

4.3 Catalisis

4.3.1 El primer paso en la catalisis

El resultado de la accién de Prp2 vy la liberacion de las piezas que serdn clave en la
catdlisis deja al espliceosoma en su estado B*, en el que estd todo listo para el primer
paso de la reaccion. En realidad, este momento esta a caballo entre dos fases, la fase
de activacién y la fase catalitica, por lo que se habla casi indistintamente entre
complejo B* y complejo C. La diferencia entre ambos complejos es minima y radica
solamente en si el grupo fosfato del primer nucleétido del intrén se encuentra unido al

grupo 3’OH del exén localizado en 5’, como ocurre en el complejo B*, o si se encuentra
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unido al 2’0OH de la region BPS, cuando hablariamos de complejo C (Wilkinson et al.,

2019).

Para que el espliceosoma pase de un complejo al siguiente, es necesaria la accién de
los llamados factores de empalme (Yju2, Cwc25 e Isyl), que son unos componentes de
las proteinas NTC (Wan et al., 2019a). En la ausencia de éstos, la hélice de empalme es

demasiado mévil y no logra colocar la adenosina en el lugar adecuado.

Yju2, con la ayuda de Isy1, se coloca alrededor de la hélice y la empuja hacia el
estrecho espacio catalitico, pero aun asi no es suficiente, porque todavia se encuentra
alejado unos pocos A del lugar catalitico. Es por ello que la presencia de Cwc25 es
indispensable, ya que rigidifica la estructura y provoca que se encuentre en el lugar
adecuado para que se dé la reaccién de transesterificacion (Figura 9) (Chiu et al.,

2009).
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Figura 9. Vision general de los diferentes componentes que rodean el sitio catalitico, entre los

gue se encuentran los factores de empalme (Zhan et al., 2018)

Como resultado, se produce la primera reaccidn: se rompe la conexidn entre el intrén
y el exdén por la zona de 5SS, dandose una reaccidn de transesterificaciéon 2’-5’ entre Ia

regién 5’SS y la regién BPS (Figura 10) (Zhan et al., 2018).
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Figura 10. Primera reaccion catalitica en la cual se rompe la conexidn entre el intrén y el exdn
por la zona de 5’SS, ddndose una reaccién de transesterificacion 2’-5’ entre la regiéon 5’SS y la

region BPS (Wan et al., 2019).

4.3.2 El segundo paso en la catdlisis

El segundo paso de la catdlisis se realizara en el mismo sitio activo en el que se
acontecio el primero. Sin embargo, para que este segundo paso pueda ocurrir, es
necesario que los elementos que ahora se encuentran aqui presentes sean
desplazados del sitio catalitico para que puedan entrar los siguientes. Es en este
momento en el que entra en juego la segunda ATPasa que actla como helicasa, Prp16

(Tseng et al., 2011).

El rol que juega la helicasa Prp16 es clave para que la reaccién pueda seguir adelante.
Actla uniéndose al intréon y tirando de la regidn 3’SS, lo cual provoca que los factores
gue mediaban en el primer paso de la catalisis salgan del espliceosoma. Esta salida de
factores, cuya funcidn era estabilizar, provocan que la hélice de empalme se desacople
y cambie de conformacion, a lo que ahora llamaremos complejo C* (Semlow et al.,

2016).

En el sitio catalitico, ahora vacio, se introduce la regidn 3’SS del intrdn y se estabiliza
con la ayuda de Prp18 y Slu7. En esta regién estan muy conservados dos nucledtidos,
una adenina y una guanina. La adenina va a unirse a una adenosina de BPS y la guanina
va a unirse a otra guanina de 5SS, formando una estructura caracteristica en el intrén

conocida como lazo (Wan et al., 2017). Por otro lado, los dos exones entre los que se
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encontraba el intrén estan finalmente ligados entre si, dando continuidad a la cadena

de ARN con valor real para la traduccidn.

Es interesante hablar del papel de Prp18 y Slu7. Prp18 se une a Prp8 especificamente
por la region RNaseH vy, debida su forma con muchos bucles y hélices, podemos decir
gue sujeta la region 3’SS en el sitio catalitico. Prp18 y Slu7 estdn coordinados entre siy
los también numerosos bucles de Slu7 sirven como el lugar donde se va a adentrar y
guedar fijada la regién 3’SS después de la remodelacion que provoca Prpl6 en el

espliceosoma (Fica et al., 2017).

Una vez se ha producido la segunda reaccidn, tenemos lo que se conoce como
complejo P del espliceosoma. Como hemos visto, del complejo B* al Cy del C* al P no
hay apenas diferencia, sélo que se ha producido la reaccion de transesterificacién. En
estos momentos, el intrén se encuentra cortado completamente y con forma de lazo,
separado del exdn, aunque aun no ha salido del espliceosoma (Figura 11) (Liu et al.,

2017).

Prp11 -~
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[—U2snRNA  —U5snRNA  — U6snRNA — Intron M 5'-exon O 3'-exon |

Figura 11. Modelo del proceso de splicing. En la imagen se engloba desde el complejo B act

hasta el complejo P y la posterior salida de ILS (Yan et al., 2017).
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4.4 Disociacion del espliceosoma

4.4.1 Salida de los exones ligados

Como hemos comentado anteriormente, en este preciso instante tenemos los exones
unidos entre siy al intrén formando una estructura de lazo, unido consigo mismo. El
siguiente paso, para que la traduccidon del ARNm en proteina pueda seguir su curso,

serd la salida del complejo P del espliceosoma por parte de los exones ligados.

Serd en este momento en el que entre en juego la penultima de las helicasas, Prp22.
Prp22 consume ATP y se transloca a través de la cadena de ARNm, desplazando asi a
los factores de splicing que se encontraban unidos, como son Slu7 y Prp18 (Schwer,

2008).

De esta manera, el ARNm ya procesado y libre de intrones puede salir del
espliceosoma, al no encontrar ninguna estructura externa que lo mantenga dentro de
éste. El ARNm ahora si se encuentra listo para salir del nucleo de la célula y entrar en el

citosol, donde serd traducido hasta proteina.

4.4.2 Disgregacion de los componentes del espliceosoma

Una vez ha salido del espliceosoma el ARNm, sélo quedan los diferentes componentes
gue lo formaban y la estructura de lazo en la que se ha convertido el intrén tras las
reacciones ocurridas en la fase catalitica. A la suma de estos dos elementos se le
conoce como ILS (Fica et al., 2019). El objetivo de la disociacién del espliceosoma es el
reciclaje de las diferentes proteinas y subunidades para las siguientes rondas de

splicing y la degradacion final del intrén.

Este proceso esta mediado por la ultima de las helicasas que vamos a ver, Prp43. Para
gue actue la helicasa, en primer lugar, se debe unir al complejo Ntrl, que no debemos
confundir con las proteinas NTR que vimos anteriormente (Tanaka et al., 2007). Ntrl
une a Prp43 por su dominio amino-terminal y promueve su actividad como helicasa,
provocando el desmembramiento del espliceosoma en U6, U2, U5 y de las diferentes

proteinas individuales pertenecientes al complejo NTC (Tanaka et al., 2007).
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Aunque no se conoce con exactitud qué es lo que provoca la unién de Ntrly Prp43
para la disociacién del espliceosoma, si que parece ser que esta relacionado con la
unién de esta ultima proteina a la subunidad U6 del espliceosoma (Toroney et al.,
2019). Lo que si se sabe es que este mecanismo estd muy controlado para evitar

uniones tempranas que pudieran interferir con el proceso de splicing.

Hasta aqui ha llegado el proceso de splicing mediado por el espliceosoma, una funcién
de vital importancia para el correcto funcionamiento de la maquinaria vital, ya que se
produce el ARNm que codificard a proteinas. Sin embargo, no siempre resulta todo
bien. En ocasiones ocurren fallos, lo que puede dar lugar a diferentes patologias y

enfermedades, algunas de las cuales veremos brevemente a continuacion.

4.5 Splicing alternativo y cancer

El splicing alternativo del ARNm es importante para el desarrollo normal de las células
y su diferenciacion, porque permite la produccién de diferentes isoformas de una
misma proteina y que esas isoformas se encuentren preferentemente en un tejido o
en otro. Sin embargo, alteraciones en los patrones de splicing a menudo causan
enfermedades, incluido el cancer (Kalsotra and Cooper, 2011). Esta desregulacion
contribuye a varios aspectos importantes relacionados con la progresion del cancer,
incluyendo el control de la proliferacion y la muerte celular programada, el
metabolismo de la célula cancerigena, la angiogénesis y la metdstasis (Bonnal et al.,

2012)

Un ejemplo de ésto lo podemos encontrar en el gen BCLX (también conocido como
BCL2L1). Sitios de corte alternativos en la region 5’ del gen determinan la produccién
de ARNm que pueden codificar para proteinas que se asocian a la membrana de la
mitocondria y provocan la apoptosis, o para una isoforma de un tamano mucho mayor

qgue promueve la supervivencia de la célula (Coomer et al., 2019)

A su vez, de la misma forma se ve implicado VEGF (Factor de crecimiento del endotelio
vascular). Splicing alternativos en la regiéon 3’ del ARNm que debe ser procesado van a

dar lugar a factores de crecimiento que van a facilitar o a inhibir la formacidn de vasos
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sanguineos, lo que es de vital importancia para el crecimiento de los tejidos

cancerigenos (Harper and Bates, 2008).

Sin embargo, en la gran mayoria de casos el patron que se repite es el de la delecién o
adicién de exones propios del ARNm. El splicing alternativo del exén 6 del receptor FAS
(también conocido como CD95) lleva al ARNm a codificar para una isoforma estable
gue se une a la membrana y transmite sefiales pro-apoptéticas o a una isoforma del

receptor soluble en el citosol, lo que previene la muerte celular (Cheng et al., 1994).

Debido a la importancia del splicing en estas patologias, es por lo que se han intentado
desarrollar numerosas terapias para evitar que ocurran estas reacciones. Se conocia
gue los productos de fermentacion de algunas cepas de Pseudomonas spp. y de
Streptomyces spp. poseen un efecto citotdxico en lineas de cultivos celulares,

provocando la parada del ciclo celular en la fase G1y G2/M (Bonnal et al., 2012).

Diferentes estudios han dilucidado como actuan estos productos de fermentacién y
todo apunta a que interactdan con el U2 del espliceosoma, alterando, de esta forma, el
sitio de splicing en la regién 3’ del intrén (Corrionero et al., 2011). Se unen con fuerza a
la region SF3B, desestabilizando U2 e impidiendo que se continte con la cascada de
reacciones para el ensamblaje del espliceosoma. Aunque se permite la interaccion de
pares de bases entre los componentes de U2 y el pre-ARNm, en presencia de estos
compuestos se produce una desestabilizaciéon de SF3B1y, por lo tanto, que el ARN no

pueda ser procesado (Roybal and Jurica, 2010).

Sin embargo, el mejor ejemplo de terapia enfocada a la utilidad que ofrece la
modulacién del splicing del ARNm se encuentra en los oligonucledétidos antisentido y

su uso en la atrofia muscular espinal.

4.5 Nusinersén, una nueva esperanza

Los oligonucledtidos antisentido (ASOs) son oligonucleétidos sintéticos que
generalmente tienen un tamano de entre 12 y 30 nucledtidos de longitud y son
disefiados, especificamente, para unirse al ARN por medio de la complementariedad
de bases de Watson y Crick. Tras unirse al ARN, los ASOs tienen la capacidad de
modular la funcién de dicha cadena por medio de diferentes mecanismos (Crooke et
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al., 2018). Los ASOs pueden ser disefiados para modular el procesado del ARNm, es
decir, para modular el splicing, lo que supone una terapia muy interesante para ciertas

enfermedades, como es el caso de la atrofia muscular espinal (AME) (Kole et al., 2012).

La AME es una enfermedad neuromuscular autosdmica recesiva muy rara causada por
deleciones o mutaciones puntuales en el gen telomérico SMN1. La enfermedad
presenta un espectro variado de fenotipos, siendo la mds severa la AME de tipo I. Los
enfermos que sufren este fenotipo de la enfermedad presentan debilidad muscular
generalizada e hipotonia muscular durante su breve periodo de vida. Estos nifios ni
siquiera pueden mantenerse sentados por si mismos y, sin apoyo respiratorio o

suministro de comida, mueren a los dos afios de vida (Bennett et al., 2019).

En la AME de tipo Il, los nifios son capaces de sentarse e incluso mantenerse erguidos
por si mismos, pero les resulta imposible andar sin ayuda y su esperanza de vida es
reducida, aunque suelen llegar a adultos. En el caso de la tipo lll, los pacientes poseen
la capacidad de sentarse, estar erguidos, andar sin ayuda y tienen una esperanza de
vida normal. Sin embargo, a medida que envejecen la enfermedad da la cara y pierden
funcion muscular, convirtiéndose en usuarios de sillas de ruedas. Por ultimo, la tipo IV
es la llamada AME adulta, en la que los pacientes tienen una vida normal, pero

desarrollan debilidad muscular con la edad avanzada (Kolb and Kissel, 2015).

La regién del cromosoma donde se encuentra SMN1 sufrié duplicacién en la evolucién
de los primates, resultando en el gen SMN2, practicamente idéntico a SMN1. La
diferencia entre ambos radica en una regién de 5 a 13 nucleétidos, en la que se
produce una transicién de citosina a timina en el exdén 7 de SMN2. Este cambio es de
gran importancia, porque resulta en el salto de este exén en la gran mayoria de

transcritos de SMN2 (Butchbach, 2021).

Como estos genes se encuentran en la region del teldmero, una regién muy variable,
hay variedad en el nimero de copias que presenta cada individuo. No obstante, se
conoce que los pacientes con la AME de tipo | tipicamente presentan dos copias del
gen SMN2, los pacientes con la enfermedad de tipo Il tienen tres copias y los que
presentan la tipo Il poseen cuatro copias (Wirth et al., 2013). Esto es muy significativo,

ya que dio lugar a la idea de que el nimero de copias de SMN2 modifica la gravedad
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de esta enfermedad, pasando de una muerte muy prematura en la tipo | a una vida

practicamente normal hasta la vejez en la tipo Il (Prior et al., 2009).

Con todos estos datos se desarrollé el nusinersén, un ASO disefiado para incrementar
la expresion de SMN modulando el splicing del precursor del ARNm que cofidica para
SMN2 (Prior et al., 2009). Nusinersén tiene como diana el exén 7, aproximadamente, a
unos diez nucleétidos de la regidn 5’SS (Figura 12). En modelos de ratones
transgénicos con el gen SMN2 humano, se demostré una inclusiéon dependiente de la
dosis del exén en los tejidos periféricos, cuando se administré de forma sistémica, y
una inclusién del mismo exdn en los tejidos del sistema nervioso central cuando se

inyecto en el liquido cefalorraquideo (Hua et al., 2015).
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Figura 12. El nusinersén se une especificamente a su diana en el exdn 7, facilitando el
reconocimiento de esta zona por el espliceosoma y, de esta forma, provocando su inclusion en

el ARNm (Bennett et al., 2019)

Ademas, se observo que en estos modelos el nusinersén prolongaba la esperanza de
vida, prevenia las patologias musculares y aumentaba la fuerza de los musculos al
inyectarse directamente al liquido cefalorraquideo (Hua et al., 2015). Basandose en
estos alentadores resultados, se aprobé su pase a las siguientes etapas de los ensayos
clinicos, obteniéndose resultados muy esperanzadores en la fase 3 de los mismos. Por
todo ello, y gracias a una abrumadora evidencia a favor de la evaluacion
beneficios/riesgo, la FDA aprobd su comercializacién bajo el nombre de Spinraza.

Actualmente, se encuentra comercializado en mas de 40 paises (entre ellos Espaia) y
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se utiliza en pacientes, tanto adultos, como pediatricos, con cualquier tipo de AME

(Bennett et al., 2019).

Nusinersén fue el primer tratamiento aprobado para la AME, abrid la puerta a
demostrar que las enfermedades degenerativas son tratables y que pueden llegar a
mejorar. A su vez, también ha abierto la puerta a nuevas lineas de investigacién
centradas en el splicing y el espliceosoma para este tipo de enfermedades, lo que

podria ser la esperanza de muchos pacientes.
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5. CONCLUSIONES

Tras realizar el ejercicio de revisidn bibliografica, necesario para la elaboracion de este
trabajo de fin de grado, podemos decir que hemos obtenido las siguientes
conclusiones:

El ARNm que sale del nucleo sufre anteriormente un proceso de splicing de
intrones que es llevado a cabo por el espliceosoma, una maquinaria celular de
vital importancia para la obtencién de proteinas plenamente funcionales.

El espliceosoma es un complejo formado por seis subunidades diferentes, que a
su vez son snurps. Estas subunidades se unen sélo en el momento del splicing,
comenzando con la unién de U1y U2 al ARN que va a ser procesado y la
posterior suma del complejo llamado tri-snRNP, compuesto por las
subunidades U4, U5y U6.

Ademas de las subunidades, del complejo del espliceosoma también forman
parte mds de un centenar de proteinas, cuyo papel en el proceso es
fundamental. Entre ellas, se encuentran las ATPasas con funcién helicasa, que
provocaran los diferentes cambios conformacionales que propician la
formacion del espacio catalitico y el movimiento de la molécula de ARN para su
procesado.

Tanto las subunidades como las proteinas van entrando y saliendo del complejo
a medida que avanza la reaccion. Tras la etapa final de la catalisis se produce la
disociacion del espliceosoma. Como resultado de esta disociacion se obtienen
las diferentes piezas que restaban en el complejo, que seran utilizadas de
nuevo cuando sea necesario, la molécula de ARNm sin intrones y lista para salir
al citoplasma y el intrén formando una estructura caracteristica en forma de
lazo, que serd degradado.

Las diferentes posibilidades que tiene el espliceosoma para reconocer y cortar
los intrones y exones permiten lo que se conoce como splicing alternativo. Este
splicing alternativo es el origen de ciertas enfermedades y estd muy ligado a
ciertos aspectos del cancer, como bien son la represién de la apoptosis y la
angiogénesis exagerada en el tejido tumoral.

El splicing alternativo y la funcién del espliceosoma son foco de investigacién
para conocer el por qué de algunas enfermedades, como es el caso de la AME.
Los oligonucledtidos antisentido y, entre ellos el nusinersén, son una gran
herramienta terapéutica para este tipo de enfermedades degenerativas y han
dado buenos resultados en su uso en clinica.
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