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Titulo del Trabajo:

Identificacion de factores asociados al mMRNA mutante de ATXN7: evidencia de |a toxicidad mediada
por RNA en la ataxia espinocerebel osatipo 7

Titulodel Trabajo en Inglés:

Identification of Factors Associated with Mutant ATXN7 mRNA: Evidence of RNA-Mediated Toxicity
in Spinocerebellar Ataxia Type 7

Area de Investigacion:

Departamento de Genéticay Biologia Molecular

I ntroduccion:

La ataxia espinocerebelosa tipo 7 (SCA7) es una enfermedad neurodegenerativa causada por la
expansion de repeticiones CAG en e gen de la ataxina7 (ATXN7), lo que resulta en agregados
proteicos y disfuncion celular. La ataxina-7, codificada por ATXN7, es clave en un complejo de
remodelacion de la cromatina. Aunqgue el papel de la ataxina-7 mutante en la patogénesis de SCA7 esta
claro, otros mecanismos fisiopatol égicos no se han explorado. La evidencia sugiere que los mRNA con
repeticiones CAG expansivas pueden ser toxicos, formando agregados nucleares y secuestrando RNAs
y proteinas, como en otras enfermedades de poliglutaminas.

Objetivo:

Determinar el papel de la agregacion del mRNA de Ataxina 7 en un model o de ataxia espinocerebel osa
detipo 7.

M etodologia:

En este trabajo se utilizé la linea celular MIO-M1 SCA7, que expresa el mRNA-ATXN7 con
expansiones de 10 y 64 repetidos CAG (10R y 64R). Para investigar los complejos asociados con €l
MRNA de ATXNY7, se emplearon oligonucledtidos antisentido bictinilados dirigidos a mRNA de
ATXN7, permitiendo la purificacion de los complejos MRNA-proteinay un analisis protedmico basado
en LC/IMS-MS. Se observaron cambios en € empame alternativo del exén 10 de SLC17A7, que
codificaaVGLUT1, mediante PCR de punto final. Los efectos en la estructura'y funcion de VGLUT1
tras lapérdida del exdn 10 se evaluaron mediante simulaciones de dindmica molecular. Para determinar
un posible aumento en la excitotoxicidad mediada por glutamato, se cuantificaron los niveles de
glutamato extracelular e intracelular. Se realizé un analisis de RNA-seq para investigar los cambios en
la expresién génica global inducidos por la expresion del MRNA-ATXN7 y se sobreexpresd SYT1 para
determinar el efecto sobre la liberacion de glutamato y su cuantificacion.

Resultados:

Para investigar los complgjos moleculares asociados con e mMRNA de ATXN7, utilizamos
oligonucledtidos antisentido. El andlisis LC/IMS-MS identifico 155 proteinas asociadas
diferenciamente. La validacion revelé6 que hnRNPA2B1 se secuestra dentro de los agregados de
MRNA-ATXN7-SCA7. Nuestro estudio mostré6 cambios en el empalme alternativo del exén 10 de
SLC17A7 regulado por HNRNPA2B1, que codifica € transportador de glutamato VGLUTL. La
sobreexpresion de mRNA de ATXN?7 redujo lainclusion del exdn 10, resultando en més SLC17A7 de



longitud completa. Simulaciones de dinamica molecular mostraron una disminucion en la afinidad
entre VGLUT1y € glutamato. Para evaluar la excitotoxicidad se cuantificaron los niveles de glutamato
extracelular e intracelular, encontrando niveles reducidos y aumentados respectivamente. El RNA-seq
revelé cambios en la expresion de genes en la via de liberacion vesicular mediada por € complejo
SNARE, con una reduccion en la expresion de SYT1. La sobreexpresion de SYT1 restablecio la
liberacion de glutamato.

Conclusiones:

Este estudio muestra que el mRNA mutante de ATXN7 en SCA7 no solo forma agregados toxicos, sino
que también secuestra proteinas como hnRNPA2B1, alterando €l empalme de SLC17A7. Esto afecta el
transporte vesicular de glutamato, mediado por VGLUT1 y e complejo SNARE, aterando sus niveles
y exacerbando la excitotoxicidad.



